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Çalışmamızda, KHDAK tedavisinde kullanılan DTX ve WNT sinyal yolağı inhibitörü olan 

FH535’in kombin halde kullanımının adenokarsinomik insan alveolar bazal epitelyum hücresi 

A549 ve sağlıklı bronşiyal epitel hücresi BEAS-2B hücre hatları üzerindeki etkileri MTT ve 

gerçek zamanlı hücre analizi ile değerlendirilmiştir. A549 kanser hücresinin aktivitesini 

azaltırken BEAS-2B sağlıklı akciğer hücresinde minimum zararı gösteren kombin doz 

belirlenerek KHDAK’de mitotik aktivite analizi, BrdU analizi ve kaspaz 3-7 aktivite analizi 

yöntemleriyle in vitro koşullarda bu kombin dozun hücresel seviyede meydana getirdiği 

etkilerin araştırılması amaçlanmıştır. Bu bağlamda sağlıklı akciğer hücresine minimum zararı 

verirken; KHDAK hücresinde antiproliferatif etkiyi gösteren dozun belirlenmesiyle birlikte 

mevcut tedavi protokollerine ek yeni tedavi protokollerinin oluşturulması hedeflenmiştir.  

Elde ettiğimiz sonuçlara göre; 0,005 μM DTX+0,5 μM FH535 kombinasyon dozunun KHDAK 

hücre hattı olan A549’da anti-mitotik etki göstererek mitotik katastrofa neden olduğu; sağlıklı 

akciğer hücresi BEAS-2B’ye minimum zararı vererek tek başına DTX kullanımında verilen 

sitotoksik etkiden daha fazla zarar vermediği tespit edilmiştir. Bu kombinasyon dozunun ayrı 

ayrı verilen DTX ve FH535 dozlarının verdiği etkiden daha yüksek bir etki göstererek 0,37505 

kombinasyon indeksi değeriyle yüksek sinerjik etkide olduğu tespit edilmiştir. Dolayısıyla 

KÜÇÜK HÜCRELİ DIŞI AKCİĞER KANSERİNDE DOSETAKSEL’İN WNT 

SİNYAL YOLU İNHİBİTÖRÜ FH535 İLE BİRLİKTE KULLANIMININ 

ANTİPROLİFERATİF ETKİLERİNİN ARAŞTIRILMASI 
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A549 hücre hattına uygulanan kombin dozun, hücre üzerindeki etkisinin tek başına her iki 

ajanın kullanılmasından daha etkili olduğu gösterilmiştir. 

Tüm sonuçlar birlikte değerlendirildiğinde, kombin uygulama sonrası A549 hücre hattında 

çoğalma hızı anlamlı şekilde azalmıştır. Gerçek zamanlı hücre analizinde hücrenin anti-mitotik 

aktivitesinin artarak mitotik katastrof yoluyla ölüme gittiği görülmüştür. Mitotik aktivite analizi 

sonuçları da gerçek zamanlı hücre analizinden elde edilen mitotik katastrof sonucunu 

destekleyici şekilde sonuçlanarak kontrol grubuna kıyasla mitotik aktivitede 72 saatte azalma 

görülmüştür. BrdU analizi ile kombin uygulama sonrası hücre siklusunun sentez fazında, hücre 

proliferasyonunun nasıl etkilendiği incelenmiştir. BrdU aktivitesinin zamana bağlı olarak 

kontrol grubuna kıyasla 72 saatte %68’lere düştüğü görülmüştür. Bu sonuç, mitotik aktivite 

analizi sonuçlarına paralel olarak mitoz bölünmenin azalmasıyla prolifere olan hücre sayısının 

da azaldığının bir göstergesidir. Hücre canlılığında ve mitotik aktivitedeki azalmaya bağlı 

olarak hücrenin kombin doz uygulaması sonrası apoptotik hücre ölüm yolağını kullanarak 

ölüme gidip gitmediğini belirlemek amacıyla kaspaz 3,7 aktivitesine bakılmıştır. Kontrol 

grubuna kıyasla aktivitede anlamlı bir değişiklik olmadığı görülmüştür. Bu sonuç, gerçek 

zamanlı hücre analizinden elde edilen verilerle uyumlu olarak kombin doz uygulaması yapılan 

kanser hücresinin apoptotik hücre ölüm yolağını kullanarak ölmediğini, dolayısıyla anti-mitotik 

etkiyle; mitotik katastrof yolağını kullanarak ölüme gittiği fikrini desteklemektedir. 

Çalışmamızda, DTX ve FH535 kombinasyonunun KHDAK modeli A549 hücre hattı ve BEAS-

2B sağlıklı akciğer hücre hattındaki etkileri ilk kez gösterilmiştir. 

Aralık 2022, 94 sayfa. 

Anahtar kelimeler:Küçük Hücreli Dışı Akciğer Kanseri, A549, BEAS-2B, Dosetaksel, 

FH535, WNT Sinyal Yolağı 
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In our study, the effects of combined use of the WNT signaling pathway inhibitor FH535 and 

DTX used in the treatment of NSCLC, on adenocarcinomic human alveolar basal epithelium 

cell A549 and healthy bronchial epithelial cell BEAS-2B cell lines were evaluated by MTT and 

real-time cell analysis. While A549 reduces the activity of cancer cells, it is aimed to determine 

the combined dose showing the minimum damage in BEAS-2B healthy lung cell and to 

investigate the effects of this combined dose at the cellular level in vitro conditions with mitotic 

activity analysis, BrdU analysis and caspase 3-7 activity analysis methods in NSCLC. In this 

context, when giving minimum damage to the healthy lung cell; with the determination of the 

dose showing antiproliferative effect in NSCLC cell, it is aimed to establish new treatment 

protocols in addition to existing treatment protocols.  

According to the results we obtained; A combination dose of 0.005 μM DTX+0.5 μM FH535 

showed anti-mitotic effects in the NSCLC cell line A549, causing mitotic catastrophism; it has 

been found to cause minimal damage to the healthy lung cell BEAS-2B and no more harm than 

the cytotoxic effect given in the use of DTX alone. This combination dose was found to have a 

high synergistic effect with a combination index value of 0.37505, showing a higher effect than 

the effect given by DTX and FH535 doses given separately. Therefore, the combined dose 
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applied to the A549 cell line has been shown to be more effective than the use of both agents 

alone.  

When all the results are evaluated together, the proliferation rate in the A549 cell line was 

significantly reduced after the combined application. In real-time cell analysis, it was observed 

that the anti-mitotic activity of the cell increased and it died through mitotic catastrophe. Mitotic 

activity analysis results also supported the mitotic catastrophe result obtained from real-time 

cell analysis, and a decrease in mitotic activity was observed at 72 hours compared to the control 

group. It was investigated how the cell proliferation of the cell cycle in the synthesis phase was 

affected after the combined application with BrdU analysis. It was observed BrdU activity that 

decreased to 68% in 72 hours compared to the control group depending on time. As a result of, 

is an indication that the number of proliferated cells decreases with the reduction of mitotic 

division in parallel with the results of mitotic activity analysis. Caspase 3,7 activity was 

examined to show whether the cell died using the apoptotic cell death pathway after combined 

dose administration due to the decrease in cell viability and mitotic activity.  There was not 

significant change in activity compared to the control group. This result, in parallel with the 

data obtained from real-time cell analysis, suggest that cancer cell treated with combined dose 

does not die using the apoptotic cell death pathway, and thus supports the idea that it goes to 

death using the mitotic catastrophe pathway within anti-mitotic effect. In our study, the effects 

of DTX and FH535 combination on NSCLC model A549 cell line and BEAS-2B healthy cell 

line were shown for the first time. 

December 2022, 94 pages. 

Keywords:Non-small Cell Lung Cancer, A549, BEAS-2B, Docetaxel, WNT signaling 

pathway, FH535     
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1. GİRİŞ 

Kanserler, hem Dünya’da hem Türkiye’de hastalıklar arasında insidans ve mortalite oranı 

bakımından ikinci sırada yer almaktadır (Özgül ve diğ., 2009). Kanser türleri arasındaki 

insidans ve mortalite oranı karşılaştırmasında, 185 ülkede 36 farklı kanser türü arasında yapılan 

araştırma verilerine göre; 9.6 milyon kanser vakasından en sık görüleni olan akciğer kanseri, 

%18,4 mortalite oranıyla birinci sırada yer almaktadır (Bray ve diğ., 2018). 2013 yılında Dünya 

çapında 8 milyondan fazla kanser vakası ölümü görülmüştür (Naghavi ve diğ., 2015). Bu 

verilerin, gün geçtikçe ciddiyetini koruyarak artmaya devam edeceğini gösteren geçmiş yıllara 

ait veriler, 2020-2030 yılları arasında akciğer kanserinin diğer kanserlere kıyasla mortalite 

oranını koruyarak birinci sırada yer almaya devam edeceğini göstermektedir (Rahib ve diğ., 

2014).  

2015 yılında Dünya Sağlık Örgütü, akciğer kanserini küçük hücreli akciğer kanseri (KHAK) 

ve küçük hücreli dışı akciğer kanseri (KHDAK) olarak iki gruba ayırmıştır (Travis ve diğ., 

2015). Akciğer kanserlerinin %80-85’ini oluşturan KHDAK, gecikmiş tanı ve yetersiz tedavi 

nedeniyle %20’lerde olan beş yıllık sağ kalım oranıyla en ölümcül kanserler arasında yer 

almaktadır (Molina ve diğ., 2017; Instıtue, 2017). Akciğer kanserinin moleküler 

mekanizmasının heterojen ve karmaşık olması sebebiyle tanı ve tedavide geç kalınması ve bu 

sebeple cerrahi rezeksiyon uygulanma şansının düşük olması gibi nedenlerden dolayı akciğer 

kanseri, en çok insidans ve mortalite oranı gösteren kanserlerden biridir (Bilello ve diğ., 2002). 

Bu sebeple hastalığın moleküler mekanizmasını aydınlatmak amacıyla hücresel yolakların 

aktivasyon ve inhibisyon mekanizmaları üzerine hedefli tedavi protokolü oluşturulması önem 

arz etmektedir. Tedavide uygulanan monoterapinin yetersiz kalması ve yan etkileri dolayısıyla 

hastaya zarar vermesi kombin tedavi protokollerinin geliştirilmesinin önünü açmıştır (Larsen 

ve Minna, 2011). 

WNT sinyal yolağı, hücre proliferasyonu, sağ kalımı, kendi kendini yenileme, hücre büyümesi, 

hücre hareketi ve farklılaşması dahil birçok önemli hücresel süreçte rol oynamaktadır. Bu sinyal 

yolağında meydana gelen bozukluk veya mutasyonlar kanser başta olmak üzere birçok 

hastalığın patogeneziyle ilişkilendirilmektedir (Willert ve Jones, 2006). WNT proteinin hücre 
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membranında Frizzled ve düşük yoğunluklu lipoprotein 5/6 reseptörlerine bağlanmasıyla 

başlayan sinyalizasyon, hücre içinde birtakım fosforilasyonlara sebep olarak β-katenin 

birikimine sebep olmaktadır. Biriken β-katenin, nükleus içerisinde transkripsiyon faktörlerini 

aktifleştirerek birçok genin transkripsiyonunu düzenlemektedir (Nakamura ve diğ., 2005; 

Kestler ve Kühl, 2008). 

KHDAK’de, WNT sinyal yolağında oluşan mutasyon ya da bozukluk nedeniyle fazla biriken 

β-katenin, WNT-1 geninin ekspresyonunu arttırır ve artan bu ekspresyon, akciğer kanseri 

patogenezinde de görülen bir durumdur (Akiri ve diğ., 2009; Teng ve diğ., 2010). Elde edilen 

bu verilere rağmen, akciğer kanserinde WNT sinyal yolağının moleküler mekanizması tam 

olarak aydınlığa kavuşturulamamıştır. KHDAK üzerine yapılan in vitro ve in vivo çalışmalarda, 

WNT-1 proteininin ekspresyonu inhibe edildiğinde akciğer kanserinin apoptotik ölüm yoluna 

gittiği gösterilmiştir (Howe ve Brown, 2004; Kim ve diğ., 2007).  

WNT sinyal yolağı inhibitörlerinden biri olan FH535, spesifik bir β-katenin inhibitörüdür. β-

katenin alımını baskılar ve β-katenin/TCF’nin aracılık ettiği transkripsiyonu antagonize eder 

(Handeli ve Simon, 2008). Karaciğer kanseri, mide kanseri, pankreas kanseri, hepatoselüler 

karsinoma, kolon kanseri, osteosarkoma ve miyeloid lösemi gibi birçok kanser türü üzerinde 

FH535’in etkilerinin incelendiği çalışmalarda, FH535’in anjiyogenezi baskıladığı, hücre 

proliferasyonu inhibe ettiği ve hücrede apoptotik etki gösterdiği görülmüştür (Liu ve diğ., 2016; 

Tomizawa ve diğ., 2016; Gustafson ve diğ., 2017; Suknuntha ve diğ., 2017; Chen ve diğ., 2017; 

Huo ve diğ., 2019; Qian ve diğ., 2019). 

Dosetaksel, mikrotübülleri depolimerize ederek hücre sikluusunun G2/M (mitoz) fazını bloke 

eden bir antineoplastik bir ajandır (Herbst ve Khuri, 2003). Hücre proliferasyonunu inhibe 

ederek hücreyi ölüme götürdüğü düşünülmektedir. KHDAK başta olmak üzere birçok kanser 

tedavisinde sıklıkla kullanılan DTX, hastada oluşturduğu yan etkiler, toksisite ve tedavide tek 

başına yetersiz etki göstermesi sebebiyle kombin ilaçların kullanılması gerekliliğini 

göstermektedir. Günümüzde, DTX’in tek veya kombin olarak kullanıldığı çalışmalar, hastalık 

tedavisinde istenilen başarıya ulaşamasa da tedavide kullanılmaktadır. Başarıya ulaşamayan 

tedavinin yanı sıra DTX ve benzeri ajanların tedavide kullanılması, hastada çeşitli etkilere ve 

zararlara neden olup tedavi sürecini zorlaştırmaktadır (Cortes ve Pazdur, 1995; Miller ve diğ., 

1995; Aapro, 1997; Liu ve diğ., 2021). 
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Çalışmamızda, KHDAK başta olmak üzere kanser tedavisinde kullanılan DTX ve KHDAK’de 

aşırı aktive gösterdiği bilinen WNT sinyal yolağı inhibitörü olan FH535’in kombin halde 

kullanımının adenokarsinomik insan alveolar bazal epitelyum hücresi A549 ve sağlıklı 

bronşiyal epitel hücresi BEAS-2B hücre hatları üzerindeki etkilerinin MTT ve gerçek zamanlı 

hücre analizi ile değerlendirilip A549 kanser hücresinin aktivitesi azaltırken BEAS-2B sağlıklı 

akciğer hücresinde minimum zararı gösteren kombin dozun belirlenerek kanser hücresinde, 

kaspaz 3-7 aktivite analizi, mitotik aktivite analizi ve BrdU analizi yöntemleriyle in vitro 

koşullarda hücresel seviyede meydana getireceği etkilerin araştırılması amaçlanmıştır. Bu 

bağlamda sağlıklı olan akciğer hücresine minimum zararı verirken; KHDAK hücresinde 

antiproliferatif etkiyi gösteren optimal dozun belirlenmesiyle birlikte mevcut tedavi 

protokollerine ek yeni tedavi protokollerinin oluşturulması hedeflenmiştir. Çalışmamızda, DTX 

ve FH535 kombinasyonunun KHDAK modeli A549 hücre hattı ve BEAS-2B sağlıklı akciğer 

hücre hattındaki etkileri ilk kez gösterilmiştir. 
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2. GENEL KISIMLAR 

2.1. AKCİĞER 

Akciğer, göğüs kafesi içerisinde sağda üç lob, solda iki lob olmak üzere toraks içinde bulunan 

pembe renkli, süngerimsi yapıdaki bir çift organdır. Nefes alıp verdikçe genişleyip büzülerek 

organizma için gerekli olan oksijen ve karbondioksit gazlarının değişimini sağlamaktadır. 

Sağda 625 gram; solda 565 gram olmak üzere, mediastinum ve her iki akciğeri ayrı ayrı saran 

seröz zar adı verilen plevra ile ikiye ayrılır (Yücel, 2018). Trakeden sağ ve sol primer bronşa 

ayrılan hava yolu, sırasıyla sekonder ve terminal bronşlara ayrılmaktadır. Terminal bronşun 

sonlandığı yerde alveol adı verilen hava keseleri bulunur (Şekil 1.1). Akciğer, sağ ve solda 

superior, middle ve inferior adları verilen segmentlere ayrılmaktadır. Bu segmentlerin dışını 

plevra zarı sarmaktadır (Aung ve diğ., 2019).  

  

Şekil 2.1: Akciğer anatomisi. Şekil, Aung ve diğ., (2019)’den Türkçe’ye çevrilip değiştirilerek 

yeniden çizilmiştir. 
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2.2. KANSER 

Büyüme özelliği bozulan hücrelerin klonal yayılım göstermesine kanser adı verilmektedir 

(Futreal ve diğ., 2001). Homo sapiens’de hastalık olarak kategorilendirilen 100’ü aşkın kanser 

türü olduğu bilinmektedir (Pavlopoulou ve diğ., 2015). Dünya’da ve Türkiye’de 

kardiyovasküler hastalıklardan sonra, ikinci sıradaki ölüm sebebi kanserlerdir (Özgül ve diğ., 

2009). 2008 yılında tüm Dünya’da kanser tanısı yeni konmuş hastaların %13’ünün akciğer 

kanseri olduğu; 2012 yılındaki istatistiklerde tüm Dünya’da kansere bağlı ölüm nedenleri 

arasında birinci sırada akciğer kanserinin %18’lik bir oranla yer aldığı tespit edilmiştir (Instıtue, 

2012). 2013 yılında Dünya çapında 8 milyondan fazla kanser vakası ölümü görülmüştür 

(Naghavi ve diğ., 2015). 2014 yılında yapılan bir çalışmada, 2006-2010 yılları arasında 

gözlenen oran ve demografik değişikliklere göre; 2020 ve 2030 yılları arasında kanser türlerinin 

ölüm oranlarının sıralamasında, mortalite oranı en yüksek kanserlerin akciğer, pankreas ve 

karaciğer kanseri olacağı öngörülmüştür (Rahib ve diğ., 2014). 2018 yılında 185 ülkede 36 

farklı kanser türünün karşılaştırılmasının yapıldığı çalışma raporuna göre; Dünya’da 9.6 milyon 

kanser vakasından en sık görüleni olan akciğer kanseri, %18,4 mortalite oranıyla en çok ölüme 

sebep olan kanser türü olarak belirlenmiştir (Bray ve diğ., 2018). 2022 yılının sonunda Amerika 

Birleşik Devletleri’nde 2 milyona yakın kanser vakası ve 1 milyona yakın kanser ölümünün 

gerçekleşeceği tahmin edilmektedir. Bu vakalar arasında akciğer kanserinden günde yaklaşık 

350 ölümün olacağı bildirilirken; akciğer kanseri hastalarının sayısının 236.740 olacağı 

öngörülmektedir (Siegel ve diğ., 2022). Kanser türlerine göre insidans ve mortalite oranları, 

Şekil 2.1’de gösterilmiştir. 



6 

 

 

 

  

Şekil 2.2: Kanser türlerine göre insidans ve mortalite oranları. Şekil, Sung ve diğ., (2021)’den 

Türkçe’ye  çevrilip yeniden çizilmiştir.  

2.3. AKCİĞER KANSERİ 

Akciğer kanseri, akciğerde bulunan hücrelerin dengesiz şekilde çoğalması, gen anlatımı 

değişimi, epigenetik faktörler, mutasyon birikimi gibi çeşitli nedenlerle hücresel homeostazın 

bozulması sonucunda meydana gelen malign yapıda bir kanser türüdür. Kontrol dışı çoğalan 
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hücreler tümörleşerek çevre dokulara metastaz yapmaktadır (Baran, 2018). Akciğer kanserine 

neden olan faktörler: sigara kullanımı, hava kirliliği, genetik alt yapı, diyet şekli, maruz kalınan 

radyasyon, yaş ve cinsiyet olarak birçok çalışmada sıralansa da hastalığa neden olan faktörlerin 

çoğu tamamen aydınlatılamamıştır. Dolayısıyla belirlenen mevcut nedenler ve bu nedenlerin 

mekanizması aydınlatılamadığı için hastalığın tanısı, prognozu ve tedavisindeki eksiklikler 

klinik yansımada artan mortalitenin önüne geçememektedir (Bilello ve diğ., 2002). 

Akciğer kanseri tanısında kullanılan direkt grafi, bilgisayarlı tomografi (BT), magnetik 

rezonans görüntüleme (MRG), pozisyon emisyon tomografisi (PET), bronkoskopi, transtorasik 

ince iğne aspirasyonu biyopsisi, mediastinoskopi, torakoskopi ve torakotomi gibi çeşitli 

yöntemler olmasına rağmen hastalığın tanısı için geç kalınması ve hastalığın tanısı konulana 

kadar hızlı ilerleyişi sebebiyle de klinik aşamada artan mortalite sorun yaratmaktadır (Alar ve 

Şahin, 2012). 

Akciğer kanserinin moleküler mekanizması karmaşık ve heterojendir. Genetik, epigenetik ve 

protein sentezi sonrası meydana gelen modifikasyonlar gibi moleküler değişiklikler, akciğer 

kanseri tanısı, prognozu ve tedavisini etkilemektedir. Dolayısıyla hastalığın moleküler 

mekanizmasında rol oynayan hücresel yolakların bilinmesi ve bu yolakların aktivasyon ve 

inhibisyon mekanizmalarını hedefleyerek tedavide yeni yöntemlerin geliştirilmesi önem arz 

etmektedir (Larsen ve Minna, 2011). 

Akciğer kanseri, tüm kanser türleri arasında en sık görülen kanser türlerinden biridir (Bray ve 

diğ., 2018). Tanı konulması hastalığın ileri evrelerinde olduğu ve tedavideki yetersizliklerden 

dolayı ölüm oranı yüksektir. Akciğer kanseri, 2017 yılı Türkiye Kanser İstatistikleri’nde %56,7 

oranıyla erkeklerde insidans oranı en yüksek kanser türü olarak belirlenmiştir (T.C. Sağlık 

Bakanlığı Türkiye Halk Sağlığı Genel Müdürlüğü, 2017). En sık görülen akciğer kanseri alt tipi 

olan adenokarsinomun tedavisinde geliştirilen hedefe yönelik tedavi gibi yeni yöntemler 

sayesinde önemli ilerlemeler elde edilmektedir. Yapılan istatistik çalışmaları neticesinde, tüm 

dünyada akciğer kanseri hastalarının 2011-2017 yılları arasında ortalama 5 yıllık sağ kalım 

oranı %21,7 olarak belirlenmiştir (Instıtue, 2017). 

Hedefe yönelik kanser tedavisi, diğer kanser türlerinde olduğu gibi akciğer kanserinde de umut 

vaat eden bir tedavi yöntemidir. Hedeflenilen kanser dokusuna yönelik uygulanan madde, ilaç, 

kombine ilaç ve benzeri çalışmalarla kanser bulunan organdaki sağlıklı doku hücrelerine zarar 
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vermeden kanser dokusundaki hücrelerin ölümüne neden olabilecek yeni tedavi yöntemleri ve 

ilaçlar geliştirilmeye çalışılmaktadır (Baran, 2018). Bu kapsamda geliştirilen ilaçlar, ilaç 

kombinasyonları veya hedeflenen molekül üzerinden yapılan tedavi yöntemleriyle akciğer 

kanserinin moleküler mekanizmasına yönelik tedaviler geliştirilmektedir. Özellikle KHDAK 

tedavisinde hedefe yönelik tedavi yöntemleriyle ilgili çeşitli çalışmalar bulunmaktadır (Hirsch 

ve diğ., 2016).  

2015 yılında Dünya Sağlık Örgütü (WHO), akciğer kanserini, KHAK ve KHDAK olmak üzere 

iki gruba ayırmaktadır (Travis ve diğ., 2015). 

2.3.1. Küçük Hücreli Akciğer Kanseri (KHAK) 

KHAK, tüm akciğer kanseri olgularının %14’ünü oluşturur. Sigara içme öyküsü bulunan 

bireylerde görülür. Tanının geç konulmasından dolayı hastalığın ileri evrelerinde tedaviye 

başlanılır. Tümörlü hücrelerde artan DNA, bazofilik bir görünüme sebebiyet vermektedir 

(Yener ve Düşmez, 2014). 

2.3.2. Küçük Hücreli Dışı Akciğer Kanseri (KHDAK) 

KHDAK, adenokarsinom, skuamöz hücreli karsinom ve farklılaşmamış büyük hücreli kanser 

olarak üç ana gruba ayrılmaktadır (Şekil 2.2). Akciğerin mukus üreten bezlerinde ve akciğerin 

dış kısımlarına yakın bölgelerde ortaya çıkmaktadır. KHDAK, akciğer kanserlerinin %80-

85’ini oluşturmaktadır (Molina ve diğ., 2008). KHDAK’de semptomlar geç tespit edildiği için 

hastalar gecikmiş tanı nedeniyle cerrahi şansı bulamamaktadır (Jemal ve diğ., 2011). Bu yüzden 

cerrahi dışında başka tedavi yöntemlerine ihtiyaç duyulmaktadır. Akciğer kanseri tanısında 

bronkoskopi, biyopsi, bronşiyal lavaj, tümör markırları, CT (Bilgisayarlı Tomografi), MRG, 

ultrason, mediastinoskopi ve PET kullanılmasına rağmen genellikle tanı konulduğunda hastalık 

ileri evrede olduğundan dolayı cerrahi tedavi uygulanamamakta ve kemoterapötik ilaçlar, 

hedefe yönelik tedavi ve/veya immünoterapi gibi tedavi yöntemlerine başvurulmaktadır 

(Rüttinger ve diğ., 2009). 

KHDAK, agresif bir kanser türüdür ve tanı konulduğu zaman hastada sistematik yayılım 

görülmektedir. Geç tanı konulmasından dolayı sadece sistemik kemoterapiye yanıt 

vermektedir. KHDAK birinci evre hastalarının sadece %2-5’lik kısmında cerrahi, bir tedavi 

şansıdır (Jett ve diğ., 2013). Bu oranın hastalığın başlangıç evresi olan birinci evrede dahi bu 
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kadar düşük olması, tedavinin zorluğu ve beraberinde gelen yüksek mortalite oranlarını 

açıklamaktadır. 

2.3.2.1.Adenokarsinom 

Tüm akciğer kanserlerinin %38’ini oluşturan ve terminal bronşiyol epitelinden köken alan 

adenokarsinomlar, en sık görülen akciğer kanseri tipidir. Genellikle sigara içme öyküsü 

bulunmayan bireylerde görülür. Heterojen bir yapıya sahiptir. Tiroid transkripsiyon faktör-1 

(TTF-1) ve Napsin-A, hastalığın biyobelirteçleri olarak kullanılır. Bunun yanı sıra bu tipte, 

epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR) mutasyonu, anaplastik lenfoma kinaz (ALK) 

amplifikasyonu, proto-onkojen tirozin protein kinaz-1 ROS (ROS1) amplifikasyonu ve 

programlı ölüm ligandı-1 (PD-L1) ekspresyonu tanıda kullanılan biyobelirteçlerdendir (Horn 

ve Lovly, 2018).  

2.3.2.2. Skuamöz hücreli karsinoma 

Erkeklerde daha sık görülen bu tip, akciğerin ana bronşlarında santral yerleşmiş olarak bulunur 

(Travis, 2011). Sigara içme öyküsü bulunan bireylerde görülür. Tek hücre keratinizasyonu, 

hücrelerarası köprüleşmeler en tipik özellikleridir (Yener ve Düşmez, 2014). SOX2 ve 

fibroblast büyüme faktörü reseptörü 1 (FGFR1) amplifikasyonu skuamöz hücreli karsinomun 

ayırt edici moleküler değişikliklerindendir (Perez-Moreno ve diğ., 2012). 

2.3.2.3. Büyük Hücreli Karsinom 

Akciğer kanserlerinin %10’undan azını oluşturan ve periferik akciğer dokusundan köken alan 

tümör tipidir (Sholl, 2014). Belirgin nükleus ve nükleoluslara sahiptir (Yener ve Düşmez, 

2014). 
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Şekil 2.3: Akciğer kanseri türleri ve mikroskobik görüntüleri. Şekil, National Cancer Instıtue, 

(2018a)’den değiştirilerek Türkçe’ye çevrilip yeniden çizilmiştir. 

2.4. WNT SİNYAL YOLAĞI 

WNT geni, meme tümörü olan bir farenin tümör dokusundan izole edilmiş olan ve int-1 isminin 

verildiği bir gendir. Drosophila’da wingless olarak adlandırılan genin int-1 geni ile fonksiyon 

ve dizi benzerliği paylaştığının belirlenmesi üzerine bu gen 1991 yılında literatüre WNT geni 

olarak geçmiştir (Nusse, 2005). Günümüzde Homo sapiens’te tanımlanmış olan 19 WNT gen 

ailesine ait protein belirlenmiştir. Bu proteinler sisteinden zengin bölgeler içermektedir ve 

glikoprotein yapıdadır (Ilyas, 2005). 

WNT polipeptidinde bulunan hidrofobik sinyal dizileri, bu proteinin endoplazmik retikuluma 

(ER) yönelmesini sağlar. Burada post-translasyonel olarak glikolizasyon ve modifikasyon 

geçiren protein son halini alır. Son halini alan WNT proteini, ER’den tomurcuklanan taşıyıcı 

veziküllerin içinde sitozole, sitozolden de Golgi kompleksine taşınır. WNT proteini bu 

aşamadan sonra hedef hücreyi etkilemeye başlar (Damien ve diğ., 2007).  
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WNT sinyal yolağının hücre proliferasyonu, sağ kalımı, kendi kendini yenileme, hücre 

büyümesi, hareketi ve farklılaşması gibi birden fazla hücre temelli biyolojik olayda görev aldığı 

bilinmektedir (Willert ve Jones, 2006). Embriyonik gelişim sürecinde ve yetişkin dönemde 

doku homeostazının sağlanmasında etkindir (Lustig ve Behrens, 2003; Jager ve diğ., 2013). 

WNT/β-katenin (Kanonik/Klasik), WNT/Ca+2 (Kanonik olmayan) ve WNT/Planar Hücre 

Polaritesi (PCP) olmak üzere üç çeşit WNT sinyal yolağı tanımlanmıştır (Huelsken ve Behrens, 

2002).  

2.4.1. WNT/β-Katenin (Kanonik/Klasik) Sinyal Yolağı 

WNT proteinin hücre membranında bulunan Frizzled (Fz), düşük-yoğunluklu lipoprotein 5/6 

(LRP5/6) reseptörlerine bağlanmasıyla sinyalizasyon başlamaktadır (Şekil 2.3). Bağlanmayla 

oluşan üçlü kompleks, hücre içerisinde birtakım fosforilasyonların gerçekleşmesini sağlar 

(Wawrzak ve diğ., 2009). Bu fosforilasyonlarla sinyal, hücre membranından sitozole aktarılır. 

Aktarılan sinyalle, sitozolde β-katenin birikmeye başlar. Biriken β-katenin, nükleusa taşınarak 

transkripsiyon faktörlerini aktifleştirir (Kestler ve Kühl, 2008). β-katenin bağımlı olan bu sinyal 

yolağı, hücre içindeki β-katenin seviyesini düzenleme, hücreler arası adezyonu sağlama, birçok 

genin transkripsiyonunu düzenlemede görev alır (Nakamura ve diğ., 2005). Dolayısıyla bu 

sinyal yolağının homeostazında meydana gelen bozukluklar kanser başta olmak üzere birçok 

hastalığa sebep olmaktadır (Jass ve diğ., 2003; Yardy ve Brewster, 2005; Ng ve diğ., 2019). Bu 

yolağın işlevinde birçok bileşen rol alır. Bunlar: Fz ve LRP5/6 reseptörleri, dishevelled (Dvl), 

axin, adenomatöz polipozis koli (APC), glikojen sentaz kinaz-3β (GSK-3β), kazein kinazlar 

(CK), kaderinler, beta katenin (β-katenin), T hücre faktörü/lenfosit arttırıcı bağlanma faktörü 

(TCF/LEF)’dür. 
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Şekil 2.4: WNT/ β-katenin sinyal yolağı. Şekil, Patel ve diğ., (2019)’den değiştirilerek Türkçe’ye 

çevrilip yeniden çizilmiştir. 

2.4.1.1. Fz ve LRP5/6 Reseptörleri 

Fz reseptörü, G protein ailesine ait (7 kıvrımlı reseptör protein), transmembran bir proteindir. 

Fz reseptörünün hücre dışında bulunan kısmı sisteince zengin 10 adet rezidü (CRD) 

içermektedir. 500-700 aminoasit uzunluğunda, 63-80 kDa molekül ağırlığındadır (Huang ve 

Klein, 2004). WNT proteininin bir ucu, Fz reseptörünün CRD bölgesine, sistein rezidüleriyle 

bağlanır; diğer ucu ise LRP5/6 proteinine bağlanır. 
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LRP5/6, düşük yoğunluklu lipoprotein ailesine ait transmembran bir proteindir. Fz’nin 

koreseptörüdür (Cadigan ve Liu, 2006). 1615 aminoasit uzunluğunda ve 180 kDa molekül 

ağırlığındadır. Fz ve WNT proteiniyle birlikte üçlü kompleks (Fz-LRP5/6-WNT) oluştururlar. 

2.4.1.2. Dvl 

500-600 aminoasit uzunluğunda ve 78 kDa molekül ağırlığında olan bu protein, ilk kez 

Drosophila’da saptanmıştır (Wallingford ve Habas, 2005). Dvl molekülü, hücre membranına 

bağlı olan Fz ve LRP5/6 reseptörleriyle β-katenin kompleksi arasındaki ilişkiyi bir ucu Fz’nin 

hücre içinde bulunan kısmına, diğer ucu ise LRP5/6’ya bağlı olan axine bağlanarak 

sağlamaktadır (Povelones ve Nusse, 2002). Bu protein her üç WNT sinyal yolağında da görev 

almaktadır. Bu sebepten dolayı Dvl proteinine “kavşak noktası” adı da verilmektedir 

(Wallingford ve Habas, 2005). Dvl proteinin WNT sinyalizasyonundaki önemi bilinse de etki 

mekanizması henüz tam anlamıyla açığa kavuşturulamamıştır. Yapılan çalışmalarda Dvl 

proteinin görevleriyle ilgili çeşitli görüşler öne sürülmektedir. Bunlar: axinin hücre 

membranına hareketini sağladığı, Fz reseptörüne bağlı olan ucunun yanı sıra diğer ucunun axine 

bağlanarak axinin yıkılmasını uyardığı ve Dvl-Fz kompleksinin LRP5/6 reseptörünün 

değişimini uyardığı ve bu sayede de fosforilasyonu etkilediğidir (Kishida  ve diğ., 1999). Bu 

proteinde meydana gelen değişiklikler ve bozukluklar, WNT/β‐katenin sinyal yolağının 

kontrolsüz aktivasyonuna sebebiyet vermektedir. Bu kontrolsüz aktivasyonun karsionogenezin 

oluşumunda etkisi, yapılan çalışmalarla da desteklenmiştir. Bu çalışmalarda prostat, servikal, 

meme, KHDAK ve kolon kanseri hücrelerinde Dvl proteinin miktarının arttığı, buna bağlı 

olarak Dvl-1 geninin ekspresyonunun arttığı; kontrolsüz aktivasyon gerçekleştiği görülmüştür 

(Bui ve diğ., 1997; Mizutani ve diğ., 2005; Wei ve diğ., 2008).  

2.4.1.3. Axin 

862 aminoasit uzunluğunda 95,6 kDa molekül ağırlığında olan bir proteindir. Yıkım kompleksi 

olarak adlandırılan “Axin, APC, GSK-3β” kompleksinin yapısında bulunur. Bu kompleks, β-

katenin fosforilasyonunu kontrol altına almakta ve bu şekilde β-kateninin yıkılmasında görev 

almaktadır. WNT sinyal yolağı inaktif olduğunda yıkım kompleksi aktif durumdadır. Bu 

aktivasyon, axin ve APC proteinlerinin, kazein kinaz-1 (CK-1) ve GSK-3β enzimleri tarafından 

fosforillenmesine neden olur. Bu fosforillenmeyle β‐katenin, yıkım kompleksiyle birleşir. Daha 

sonra yıkım kompleksinin yapısında bulunan CK ve GSK-3β enzimleri, β‐katenin molekülünü 
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fosforiller. Fosforillenen β‐katenin bu kompleksten ayrılır ve parçalanır (Kikuchi, 1999; 

Verheyen ve Gottardi, 2010). 

2.4.1.4. APC 

2843 aminoasit uzunluğunda ve 312 kDa molekül ağırlığında olan APC proteini, β-katenin ve 

axin proteinlerine multidomain yapısı nedeniyle bağlanma gerçekleştirir (Fearnhead ve diğ., 

2001; Lustig ve Behrens, 2003). Hücre sitoplazması ve nükleusunda bulunan protein, birçok 

kanser türünde mutasyona uğramıştır (Giles ve diğ., 2003). Bu nedenle de APC’nin 

hastalıkların oluşumunda etkili olan bir protein olduğu düşünülmektedir (Bienz ve Clevers, 

2000; Näthke, 2005). Eğer APC geninde mutasyon meydana gelirse β-katenin bu proteine 

bağlanamayacaktır. Bağlanma gerçekleşmediğinde WNT sinyal yolu inaktif durumda olsa dahi 

yıkım kompleksi inhibe olur. İnhibisyon sonucunda sitoplazmada bulunan β-katenin miktarında 

meydana gelen artışla nükleusa giren fazla β-katenin, sinyal yolağının hedef genlerinin 

kontrolsüz şekilde transkripsiyonuna neden olur (Kikuchi, 1999; Verheyen ve Gottardi, 2010). 

2.4.1.5. GSK-3β 

GSK-3β enzimi, embriyonik gelişim döneminden başlayarak canlılık süresince birçok sinyal 

yolağında görev alan bir serin/treonin kinazdır. Alfa ve beta olmak üzere iki izoformu bulunur. 

WNT sinyal yolağında beta formu görev alır. 420 aminoasit uzunluğunda, 47 kDa ağırlığına 

sahip olan GSK-3β molekülü, β-katenin, axin ve APC’nin fosforillenmesinden sorumludur 

(Doble ve Woodgett, 2003). Bu molekülde meydana fonksiyon bozukluklarının kanser başta 

olmak üzere birçok hastalıkla ilişkisi olduğu gösterilmiştir (Lee ve Kim, 2007; Duda ve diğ., 

2020). 

2.4.1.6. CK 

Serin ve treonin aminoasitlerinin fosforilasyonunda görevli olan protein kinazdır. Memeli 

hücrelerinde; alfa (CKα), beta 1 (CKβ1), gama 1 (CKγ1), gama 2 (CKγ2), gama 3 (CKγ3), delta 

(CKδ) ve epsilon (CKε) olmak üzere yedi farklı izoformu bulunmaktadır (Rowles ve diğ., 

1991). CK hücre membranı, sitoplazma ve hücre nükleusunda bulunmaktadır. Tek bir polipeptit 

zincirinden oluşan bu enzimler, 37-51 kDa molekül ağırlığına sahiptir ve organizmada 

gerçekleşen birçok biyolojik süreçte etkinlik gösteren proteinlerin fosforile olmasından 

sorumludur (Knippschild ve diğ., 2005). Fosforilasyon sonucunda proteinlerin sinyal iletim 

yolaklarındaki etkinliğini düzenlemektedir (Knippschild ve diğ., 2005). CK’nın CKγ izoformu, 

WNT sinyal yolağında LRP5/6’yı, CKε izoformu Dvl proteinlerini ve CKα izoformu, β-
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katenini fosforillemektedir (Swiatek ve diğ., 2004; Verheyen ve Gottardi, 2009). CK proteini, 

WNT sinyal yolağında LRP5/6 ve Dvl proteinlerinin fosforillenmesinden sorumludur. WNT/β‐

katenin sinyal yolağında yıkıcı kompleksin yapısına katılan CK, yıkıcı komplekste bulunan 

axin, APC ve β‐katenin proteinini fosforillemektedir (Gao ve diğ., 2002).  

2.4.1.7. Kaderinler 

Molekül ağırlıkları 120.000-140.000 kDa olan Ca+2’a bağımlı, 110 aminoasit uzunluğunda 

transmembran glikoproteinlerdir (Behrens, 1994). Bulundukları dokuya göre; plasentada P-

kaderinler; epitel hücrelerinde E-kaderinler; endotel hücrelerinde V-kaderinler; kas 

hücrelerinde ve nöral dokularda N-kaderinler ve kalp kasında H-kaderinler ismini alırlar (Van 

Roy, 2014). Hücrelerin birbirilerine olan bağlantısında görev alan bu proteinler, sitoplazmik 

proteinlerle ilişki içindedir. Tümör hücrelerinde hücrelerin birbiriyle olan ilişkisi bozulduğu 

için bu proteinin de düzensiz olduğu görülmektedir (Şensoy ve Öznurlu, 2009). 

2.4.1.8. β‐katenin 

β‐katenin, E‐kaderinin sitoplazma içindeki kısmı ile hücre iskelet elemanlarından α‐aktin 

arasında köprü görevi yapmaktadır.  782 amino asitten oluşan 92 kDa ağırlığında bir proteindir 

(Dönmez ve diğ., 2011). WNT sinyal yolağı inaktif olduğunda β‐katenin proteininin yapısında 

bulunan serin aminoasitlerinden zengin bölgelerin fosforillenmesiyle, β‐katenin proteinin 

yıkımı için bir etiket görevi görür. β-kateninin bir kısmı hücre‐hücre bağlantılarında görev 

yapmak üzere hücre membranında bulunurken geri kalan kısmı sitozolde aktif olarak bulunan 

yıkıcı kompleksin etkisi ile parçalanır. Bu durumda sitoplazma ve nükleus içerisinde β‐katenin 

birikimi oluşmaz (Brembeck ve diğ., 2006). Sinyal yolu aktif olduğunda yıkıcı kompleks 

dağılır. Bu sebeple, β‐katenin fosforillenemez ve sitoplazmadaki β-katenin miktarı artar. Artan 

β-katenin, nükleusa girerek hedef genlerin transkripsiyonu sağlar (Liu ve diğ., 2022). 

2.4.1.9. TCF/LEF 

TCF transkripsiyon faktörü, nükleusta bulunurlar ve DNA’ya bağlanarak gen 

transkripsiyonunu düzenledikleri için birçok hücresel süreçte oldukça önemli etkilere sahiptir. 

(Willert ve Jones, 2006). Memeli hücrelerinde TCF1, TCF3, LEF1 ve TCF4 olmak üzere dört 

üyesi bulunan TCF/LEF, 380-620 amino asit uzunluğunda, 42-68 kDa molekül ağırlığına 

sahiptir  (Shitashige ve diğ., 2008). TCF/LEF-1 transkripsiyon faktörlerinin transkripsiyonunun 

aktifleştirebilmesi için β-kateninin proteine bağlanması gerekmektedir. TCF/LEF1 

transkripsiyon faktörlerinin N-terminalinde 60 aminoasitlik β-katenine bağlanma bölgesi olarak 
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bilinen β-katenin bağlanma domaini, bu bağlanmayı sağlamaktadır. Bu bağlanma ile oluşan 

kompleks ise “β-katenin-TCF/LEF1 transkripsiyon kompleksi” olarak adlandırılır ve 

transkripsiyon kompleksinin DNA’ya bağlanarak hedef genlerin transkripsiyonunu etkilediği 

bilinmektedir ( Behrens ve diğ., 1996). 

2.4.2. PCP Sinyal Yolağı 

WNT proteini, reseptöre bağlandığında RhoA ve Cdc42 GTPazları aktive olur (Şekil 2.4) (Lai 

ve diğ., 2009; Lane ve diğ., 2011). Bu yolak, hücre göçü ve hücre iskeleti elemanlarının 

düzenlenmesinde, ilişkili genlerin transkripsiyonunda ve hücre adezyonundan sorumlu hedef 

genlerin transkripsiyonunda görev almaktadır (Fanto ve McNeill, 2004; Yamamoto ve diğ., 

2008). 

  

Şekil 2.5: WNT PCP sinyal yolağı. Şekil, Kahn ve Kim, (2014)’den Türkçe’ye çevrilerek yeniden  

çizilmiştir. 
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2.4.3. WNT/ Ca+2 Yolağı 

WNT proteinin hücre membranında bulunan Fz reseptörüne bağlanmasıyla, hücre içerisinde 

birtakım fosforilasyonlar gerçekleşir ve bu şekilde sinyal yolağı aktive olur (Kohn ve Moon, 

2005). Aktive olan sinyal yolağında, hücre içi kalsiyum konsantrasyonu artmaya başlar. Yüksek 

Ca+2 konsantrasyonu, sitozolde bulunan Ca+2/Kalmodulin bağımlı protein kinaz II (CamKII) ve 

protein kinaz C (PKC) gibi enzimleri aktive eder. Aktifleşen bu enzimler sayesinde aktive olan 

sinyal yolağı, hücre göçü ve hücre proliferasyonu gibi çeşitli hücresel süreçlerin 

düzenlenmesinde görev alır (Şekil 2.5) (Kühl ve diğ., 2000; Lustig ve Behrens, 2003; Komiya 

ve Habas, 2008). 

  

Şekil 2.6: WNT/Kalsiyum sinyal yolağı. Şekil, Kahn ve Kim, (2014)’den Türkçe’ye çevrilip 

değiştirilerek yeniden çizilmiştir. 
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2.4.4. WNT Sinyal Yolağının Aktivasyonu 

WNT proteinin hücre membranında bulunan Fz reseptörüne bağlanmasının ardından bu yapıya 

LRP5/6 reseptörü de katılır. Oluşan “Fz-WNT-LRP5/6” üçlü kompleksi ile reseptörde 

konformasyonel bir değişim oluşur (Huang ve Klein, 2004). Bu kompleks yoluyla sinyal 

sitozole aktarılır. Bu aktarım iki şekilde meydana gelir: 

Birinci yolda: Oluşan konformasyonel değişim nedeniyle sitozolde serbest olarak bulunan Dvl 

proteini, CK-1 enzimi tarafından fosforillenir ve hücre membranına yönelir (Wallingford ve 

Habas, 2005). 

İkinci yolda: LRP5/6 reseptörünün hücre içinde bulunan kısmı fosforillenmektedir ve bu 

fosforillenmeyle sitozolde bulunan axin proteini, hücre membranına transloke olur (Wu ve diğ., 

2009). Translokasyonla yıkıcı kompleksi bir arada tutan axin proteini kompleksten ayrılır. Bu 

yıkıcı kompleks β-kateninin yıkılmasından sorumludur ve WNT sinyalizasyonunun başlaması 

ile inaktive olur. Bu inaktivasyonun nedeni, yıkıcı kompleksi bir arada tutan axin proteini 

yapıdan ayrılıp hücre membranında bulunan LRP5/6 proteinine bağlanması ve β-kateninin 

fosforillenmesinden sorumlu olan GSK-3β enziminin inhibe edilmesidir. Sinyal sitozole 

aktarılınca, yıkıcı kompleks parçalanır; β-katenin proteini fosforillenemez ve fosforillenmeyen 

β-katenin proteinin bir kısmı hücre membranına giderek hücresel bağlantılarda görev alır. Diğer 

kısmı sitoplazmada birikmeye başlar. Daha sonra biriken β-katenin, nükleusta inaktif halde 

inhibitör proteinlere bağlı bulunan TCF/LEF-1 transkripsiyon faktörünü ayırarak aktif hale 

getirir ve sinyali nükleusa ulaştırır (Willert ve Jones, 2006; Maher ve diğ., 2009).  

WNT sinyalizasyonunu kısaca özetlemek gerekirse; WNT ligandı, Fz ve LRP5/6 reseptörüne 

bağlanarak hücre içinde sinyalizasyonu başlatır. Sinyalizasyonla birlikte Fz-WNT-LRP5/6 üçlü 

yapısı birbirleriyle bağlantı kurar  (Nusse ve Varmus, 1992; Cadigan ve Liu, 2006; Mikels ve 

Nusse, 2006; Chen ve diğ., 2008).  Ardından sinyal sitoplazmaya geçer; Dvl’nin 

fosforilasyonunu uyarır. Dvl’nin fosforilasyonuyla axin, APC, CK-1 ve GSK-3β oluşan yıkım 

kompleksi dağılır. Bu kompleksin dağılması, β-katenin stabilizasyonunu sağlamaktadır. 

Stabilizasyonu sağlanan β-katenin, nükleusa transloke olur. Burada, transkripsiyon faktör ailesi 

olan TCF/LEF üyelerine bağlanarak, p300 ve CBP (CREB-bağlayıcı protein) ile birlikte 

hücrenin çoğalmasına sebep olacak WNT hedef genlerinin transkripsiyona uğramasını sağlar 

(Şekil 2.4.5) (Veeman ve diğ., 2003; Moon, 2005; Teo ve Kahn, 2010).  
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2.4.5. WNT Sinyal Yolağının Yokluğu 

WNT sinyalinin yokluğunda, β-katenin, serin/treonin kinazlar, kazein kinazlar ve GSK-3β 

tarafından fosforillenir. Fosforillenen β-kateninin proteozomal yıkımı gerçekleşir (Şekil 2.6) 

(Liu ve diğ., 2002). 

   

Şekil 2.7: WNT sinyal yolağının aktif ve inaktif durumu. Şekil, Sonderegger ve diğ., (2010)’den 

değiştirilip Türkçe’ye çevrilerek yeniden çizilmiştir. 
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2.5. WNT SİNYAL YOLAĞI VE AKCİĞER KANSERİ 

WNT yolağının keşfinden sonra bu yolakta meydana gelen mutasyonların ve disfonksiyonların 

belirlenmesi ile WNT sinyal yolağı çeşitli hastalıklarla ilişkilendirilmiştir (L’Episcopo, ve diğ., 

2012; Liu ve diğ., 2014; Chua ve diğ., 2015). Meme kanseri ve kolorektal kanser gibi birçok 

kanser türünün WNT sinyal yolağında etkin olan β-kateninin geçirdiği mutasyonlar sonucunda 

birikmesine bağlı olarak oluştuğu bilinmektedir (Howe ve Brown, 2004). WNT sinyal yolağının 

kanser üzerindeki etkisini araştırmak için yapılan çalışmaların çoğunluğu kolon kanserini temel 

alınarak yapılmıştır ve bu yolağın akciğer kanserinin moleküler mekanizmasına olan etkisi tam 

anlamıyla açıklığa kavuşturulamamıştır (Tennis ve diğ., 2007). 

WNT sinyal yolağı, akciğer kanseri ve birçok hastalığın patogenezinde etkindir (Xu ve diğ., 

2007; Shi ve diğ., 2009; Liu ve diğ., 2011). KHDAK hücre hatlarının çoğunda aktif WNT 

sinyalizasyonu veya WNT-1’in aşırı ekspresyonu görülmektedir (He ve diğ., 2004; Licchesi ve 

diğ., 2008; Akiri ve diğ., 2009; Teng ve diğ., 2010). WNT sinyalizasyonunun hücre 

proliferasyonu, yaşamı, apoptozu, hareketi gibi pek çok süreçte aktif rol alması, bu yolakta 

meydana gelen herhangi bir bozukluğun bahsedilen hücresel süreçleri ve bu süreçlerle ilgili pek 

çok biyolojik aktiviteyi etkilemesine neden olmaktadır. Bahsi geçen hücresel süreçler 

karsinogenez gelişiminde de aktif rol aldığı için WNT sinyal yolağındaki homeostaz 

değişiklikleri karsinogenez de etkilemektedir. Yapılan çalışmalarda kolon, akciğer, meme, 

tiroit, prostat kanseri ve lösemi gibi birçok kanser türünde WNT sinyalizasyonunda bir 

bozukluk olduğunu dolayısıyla WNT sinyal yolağının bu kanserlerin gelişiminde etkili olduğu 

gösterilmiştir (Jass ve diğ., 2003; Yardy ve Brewster, 2005; Turashvili ve diğ., 2006; Mikesch 

ve diğ., 2007; Thompson ve Monga, 2007). 

A549, H1703, H460 ve H838 KHDAK hücre hatları ile yapılan çalışmada, WNT-1 proteininin 

bu hücre hatlarında aşırı eksprese olduğu ve bu proteinlerin ekspresyonu inhibe edildiğinde 

hücrelerin apoptoz adı verilen programlı hücre ölümü yoluna girdiği gösterilmiştir (He ve diğ., 

2004). 

Dvl proteinin KHDAK’de aşırı eksprese edildiği; akciğer kanserinde aktif rol aldığı bilinen Rac 

ve Rho proteinleriyle de ilişki kurduğu dolayısıyla akciğer kanseri patogenezinde etkili 

olabileceği gösterilmiştir (Mazieres ve diğ., 2005). Aynı araştırma grubu KHDAK’de WIF-1'in 
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susturulmasının, akciğer kanseri patogenezindeki WNT sinyal yolağının anormal 

aktivasyonunun önemli bir mekanizması olduğunu da göstermiştir (Mazieres ve diğ., 2004). 

Tüm bunların yanı sıra, WNT sinyal yolağı antagonistlerinden WIF-1’in plazmid vektör 

yardımıyla A549 ve H460 akciğer kanseri hücre hatlarına transfekte edildiğinde ve H460 tümör 

ksenografts nude farelere enjekte edildiğinde hücre büyümesinin inhibe olduğu gösterilmiştir 

(Kim ve diğ., 2007).  

2.6. WNT SİNYAL YOLAĞI İNHİBİTÖRLERİ 

Kanser tedavisinde WNT sinyal yolağının hedeflenmesi; somatik hücreler üzerindeki minimal 

etki ile tümör büyümesinin inhibisyonu, tümör nüksünün inhibisyonu ile kemoterapi ve 

radyoterapiye karşı direnç gelişiminin önlenmesi bakımından önemlidir. Bu nedenle WNT 

sinyal yolağı inhibitörleri birçok araştırmacının dikkatini çekmekte ve farklı inhibitörlerin 

geliştirilmesine devam edilmektedir. WNT sinyal yolağında sinyal akışını inhibe eden 

inhibitörler Dickkopf (Dkk) ve salgılanan frizzled-ilişkili protein (sFRP) aileleri olarak ikiye 

ayrılmaktadır (Kawano ve Kypta, 2003).  

2.6.1. sFRP 

sFRP-1, sFRP-2, sFRP-3, sFRP-4, sFRP-5, WIF ve Cerbeus (CER) gibi proteinlerden oluşan 

sFRP ailesi WNT proteinine direkt bağlanarak ya da WNT protein reseptörüne bağlanarak 

WNT ligandı ve reseptörünün etkileşimine engel olur (Kawano ve Kypta, 2003). 

2.6.2. Dkk 

Dkk protein ailesi, Dkk-1, Dkk-2, Dkk-3 ve Dkk-4 olmak üzere dörde ayrılır WNT proteinin 

reseptörü LRP5/6’ya bağlanarak WNT proteinin bu reseptörle ilişki kurmasını engellerler 

(Kawano ve Kypta, 2003). 

 

 

 

 



22 

 

 

 

2.6.2.1. WNT Sinyal Yolağı İnhibitörü FH535 

                                       

Şekil 2.8: FH535 yapısı National Center for Biotechnology Information, (2022b). 

2,5-Dikloro-N-(2-metil-4-nitrofenil)benzensülfonamid kimyasal adıyla bilinen C13H10Cl2N2O4 

kimyasal formülüne sahip FH535, spesifik bir β-katenin inhibitörüdür (Şekil 2.7). β-katenin 

alımını baskılar ve β-katenin/TCF’nin aracılık ettiği transkripsiyonu antagonize eder (Handeli 

ve Simon, 2008). Dkk-3 inhibitör ailesi gibi β-katenine bağlanarak sinyal yolağını inaktive eder. 

Yapılan çalışmalarda, FH535’in hepatoselüler karsinomda, kök hücrelerinin proliferasyonunu 

inhibe ettiği; gliomada kanser oluşumunda etkili olduğu; mide kanserinde hücre çoğalmasını 

engellediği; miyeloid hücre soylarında programlı ölümü arttırdığı; pankreas kanserinde hücre 

çoğalmasını azalttığı; osteosarkomda büyümeyi inhibe ettiği; kolon kanseri hücre hatları olan 

HT29 ve SW480 üzerinde anjiyogenezi baskıladığı; hepatoselüler karsinoma hücrelerinde 

siklin D1’in ekspresyonunu azaltarak apoptozu indüklediği görülmüştür (Liu ve diğ., 2016; 

Tomizawa ve diğ., 2016; Gustafson ve diğ., 2017; Suknuntha ve diğ., 2017; Chen ve diğ., 2017; 

Liu ve diğ., 2018; Huo ve diğ., 2019; Qian ve diğ., 2019). FH535’in WNT sinyal yolağında 

hangi mekanizma ile inhibisyon sağladığı henüz bilinmemektedir. 2017 yılında, osteosarkomda 

FH535 kullanarak yapılan çalışmada FH535’in WNT sinyal yolağını, telomerik tekrar bağlama 

faktörü 1’in DNA’ya bağlanmasını engelleyen tankiraz 1/2 (TNKS1/2) enzimlerini inhibe 

ederek sağladığı, dolayısıyla inhibitörün etkisini gösterebilmek için kullandığı 

mekanizmalardan birinin bu olduğunu  açığa çıkarılmıştır (Gustafson ve diğ., 2017).  
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2.8. DOSETAKSEL (DTX) 

                                        

Şekil 2.9: DTX molekül formülü National Center for Biotechnology Information, (2022c). 

C43H53NO14 molekül formülüne sahip ve taksan sınıfına ait bir molekül olan  Dosetaksel (DTX), 

Taxus baccata’nın iğne uçlu yapraklarından izole edilerek elde edilen yarı sentetik 

antineoplastik bir ajandır (Şekil 2.8) (Erdemoğlu ve Şener, 2000). Mikrotübülleri depolimerize 

ederek hücre siklusunun G2/M fazını bloke ettiği; bu şekilde hücre çoğalmasını inhibe ettiği ve 

hücreyi ölüme götürdüğü düşünülmektedir (Herbst ve Khuri, 2003). DTX, tübülin 

heterodimerlerinin β-tübülin alt ünitesine bağlanarak mikrotübül depolimerizasyonunu 

engellemektedir. Depolarizasyonun engellemesi mikrotübülün, stabilizasyon yönüne 

kaymasıyla fazla mikrotübül demetleri oluşumuna neden olur. Bu sebeple, hücre döngüsü G2-

M faz geçişinde bozulur ve hücre ölüme gider (Kumar, 1981). DTX’in tümör dokusunda 

etkisini hücre proliferasyonuna ve metastatik süreçlere etki ederek gösterdiği ortaya 

çıkarılmıştır (Herbst ve Khuri, 2003). Mikrotübül stabilizasyonuna etkisinin yanı sıra apoptoz 

mekanizması üzerinde etkisi olduğu da bilinmektedir (Wang ve diğ., 1999). Yapılan birçok 

çalışmada DTX gibi mikrotübül stabilizasyonunu hedefleyen anti-kanser ajanların apoptozu 

aktive ettiği gösterilmiştir (Schimming ve diğ., 1999). Tek başına veya diğer kemoterapötikler 

ile kombine olarak çeşitli tipteki kanserlerin tedavisinde kullanılmaktadır (Miller ve diğ., 1995; 

Aapro, 1997). DTX’in ileri evre KHDAK tedavisinde tek başına ve sisplatinle veya  

gemsitabinle kombin kullanımında etkinliğinin olduğu klinik çalışmalarda gösterilmiştir 

(Roszkowski ve diğ., 2000; Fossella ve diğ., 2003; Lilenbaum ve diğ., 2007). DTX, çeşitli solid 
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tümörlere karşı güçlü bir anti-tümör aktiviteye sahiptir (Hill ve diğ., 1994; Cortes ve Pazdur, 

1995). DTX’in 100 mg/m2 dozu ile kanserin faz IV aşamasında bulunan ve kemoterapi 

tedavisinden sonuç alamayan hastalarda %40 oranlarında tedavi başarıya ulaşmıştır ve DTX’in 

ilerlemiş KHDAK’e karşı önemli bir anti-tümör ilaç olduğu kabul edilmiştir (Erdemoğlu ve 

Şener, 2000). 

2.9. APOPTOZ 

Her hücre çoğalır (proliferasyon), farklılaşır (diferansiyasyon) ve ölür. Bu evrelerin bir 

homeostaz içinde gerçekleşmesi organizmanın yaşamsal faaliyetlerinin sağlıklı şekilde devam 

edebilmesi için oldukça önemlidir. Homeostazın bozulması, kanser başta olmak üzere birçok 

hastalığın oluşumuna zemin hazırlamaktadır (Kerr ve diğ., 1994; McPhie ve diğ., 2003).  

Yunancada apo (ayrı) ve ptozis (düşen) kelimelerinden oluşan apoptoz terimi ilk kez 1972 

yılında yapılan bir çalışmada ölen hücrelerin nükleuslarında yoğunlaşmış kromatin parçalarının 

nekroz ölüm tipinden farklı bir ölüm tipi olduğunun fark edilmesiyle kullanılmıştır (Kerr ve 

diğ., 1972).  

Bunun yanı sıra çok hücreli organizmalarda canlıların gelişimi esnasında apoptozise gereksinim 

duyulmaktadır. Örnek olarak; insan embriyosunun el parmakları arasındaki perdenin, burada 

bulunan hücrelerin apoptozis ile ölmesi sonucunda kaybolması, kurbağaların metamorfozis 

esnasında kuyruklarında bulunan hücrelerin apoptozis geçirip kaybolarak erişkin forma 

geçişinin sağlanması, deri ve gastrointestinal sistem hücrelerinin apoptozla ölüp yerlerine yeni 

hücrelerin gelmesi, ince bağırsaktaki kriptaların bağırsak boşluğuna dökülmesi ile yeni 

kriptaların oluşumu verilebilir (Vaux ve Korsmeyer, 1999; Coşkun ve Özgür, 2011). 

Programlı hücre ölümü olarak ifade edilen ve ATP bağımlı olan apoptoz, hücrenin kendi 

kendini yok etmesi için fizyolojik ve metabolik süreçlerin oluşmasıyla başlar. Apoptoz sinyali 

alan hücrede ortamdan uzaklaşma ve diğer hücrelerle ilişkisini kesme, büzüşme, kromatin 

yoğunlaşması, jel elektroforezinde merdiven bant görüntüsü denilen “ladder pattern” oluşumu, 

ışık mikroskobunda hücrenin etrafında parlama, nükleusun kondanse olması ve sonrasında 

parçalara ayrılması, apoptotik cisimciklerin oluşumu, hücre membranının iç yüzeyinde bulunan 

fosfotidilserinin hücre dışına transloke olması, kromatinin piknotik denilen şekilde 

yoğunlaşması, normal hücrede birbirini takip eden 7 kırılmanın yerini 300.000 kırılmaya 
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bırakması, DNA fragmantasyonu, mitokondriyal hasar gibi birtakım değişiklikler gözlenir. 

Apoptozda görülen apoptotik cisimcikler, makrofajlar tarafından tanınarak fagosite edilir. Bu 

esnada nekrozdan farklı olarak enflamasyon görülmez  (Wijsman ve diğ., 1993; Öktem ve diğ., 

2001; Zhang ve Xu, 2002; Guimarães ve Linden, 2004). 

2.9.1. Apoptoz Mekanizması 

Apoptoz hücre içi ve/veya hücre dışı sinyallerle gerçekleşen bir süreçtir. 

  

Şekil 2.10: Apoptoz mekanizması. Şekil, Celepli ve diğ.,  (2020)’den Türkçe’ye çevrilip değiştirilerek 

yeniden çizilmiştir. 
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2.9.1.1. İnstrik Yol 

Hücre içinde meydana gelen sinyaller, Bid proteinini aktive eder. Aktifleşen Bid proteini, Bcl-

2 proteinini inaktive eder. Bcl-2’nin inaktive olmasıyla Bax ve Bak proteinleri aktifleşerek 

mitokondriyon membranında por oluşumunu indükler. Mitokondriyon membranının 

oluşumuyla zar potansiyeli değişir (Smaili ve diğ., 2000). Porlardan sitokrom-c, smac (kaspazın 

ikinci mitokondri kaynaklı aktivatörü), endo-G (endonükleaz-g), Ca+2, kaspaz-3 ve kaspaz-8’in 

aktivasyonlarını inhibe eden AIF (apoptoz indükleyici faktör) salınımı başlar. Sitokrom-c, 

Apaf-1 ve ATP, apoptozom adı verilen kompleksi oluşturur (Adrain ve Martin, 2001). 

Apoptozom, kaspaz-9’u aktifleştirir. Aktifleşen kaspaz-9, prokaspaz-3’ü kaspaz-3’e 

dönüştürür. Kaspaz-3, ICAD (inaktif kaspaz aktive edici DNaz)’ı inaktive eder. Böylelikle 

CAD (kaspaz aktive edici DNaz) serbest kalır. Serbestleşen CAD, nükleusta kromatinin 

yoğunlaşarak kromozoma dönmesini sağlamayı ve DNA’nın fragmantasyonuna sebebiyet 

vererek apoptotik hücre ölümüne neden olur (Şekil 2.9) (Strasser ve diğ., 2000). 

2.9.1.2. Ekstrinsik Yol 

Üç farklı yol vardır: 

İlk yolda, hücre yüzeyinde bulunan ölüm reseptörlerine ilgili ligandın bağlanmasıyla 

konformasyonel değişim geçiren reseptörde sinyal iletimi başlar. Konformasyonel değişim 

geçiren reseptör, prokaspaz-8’le birleşerek DISC (ölüm indükleyici sinyal kompleksi)’i 

oluşturur. Oluşan DISC ile, prokaspaz-8, kaspaz-8’e dönüşür. Kaspaz-8 ya kaspaz-3’ü aktive 

eder ya da Bid proteinini keserek kaspaz-9’u aktive ederek kaspaz-3’ü aktive eder. İki yoldan 

herhangi biriyle aktifleşen kaspaz-3, DNA fragmantasyonuna ve dolayısıyla apoptoza neden 

olur (Şekil 2.9) (Elmore, 2007; Coşkun ve Özgür, 2011). 

İkinci yolda, hücre membranında bulunan sfingomyelinin radyasyon, kemoterapi gibi 

etkenlerle seramide dönüşümü sağlanır. Seramidin sfingozine dönüşmesiyle Bid proteinin 

ekspresyonu artar. Artan Bid proteini, hücreyi apoptoza götürür (Elmore, 2007; Coşkun ve 

Özgür, 2011). 

Üçüncü yolda, patojenle karşılaşan hücrede sitotoksik T lenfositi hücreye bağlanır. 

Bağlanmayla serin proteaz olan perforin salınır. Perforinler, hedef hücrede porlar oluşturur. 

Porun içine Ca+2 girişi artar. Artan kalsiyumla veziküllerden başka bir serin proteaz olan 
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Granzim B salınır. Granzim B, kaspazların aktivasyonuna neden olur. Aktive olan kaspazlar 

DNA fragmantasyonu sonucu apoptoza neden olur (Elmore, 2007; Coşkun ve Özgür, 2011). 

2.9.2. Apoptozun Düzenlenmesi 

Apoptozun düzenlenmesinde kalsiyum, seramid, p53, kaspazlar, sitokrom-c, mitokondriyonlar 

ve Bcl-2 ailesinin üyeleri rol almaktadır. 

2.9.2.1. BCL-2 Ailesi 

BCL-2 protein ailesi üyeleri, pro-apoptotik ve anti-apoptotik üyeler olarak iki gruba 

ayrılmaktadır. Pro-apoptotik üyeler olan Bad, Bax, Bid Bcl-Xs, Bak, Bim, Puma ve Noxa 

proteinleri hücrede fazla ise hücre sitokrom-c ve AIF salınımını arttırdığı için apoptoz 

indüklenir.  

Anti-apoptotik üyeler olan Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1 proteinleri hücrede fazla ise hücrede por 

oluşumu indüklenir ve hücredeki iyon alışverişinin denge halinde gerçekleşmesi sağlanır. Bu 

iyon alışverişi, pro-kaspaz adı verilen öncü kaspazları, AIF ve sitokrom-c salınımını inhibe 

ederek apoptozu inhibe eder (Adams ve Cory, 2001). 

2.9.2.2. Tümör Protein 53 

P53 adıyla da bilinen bir transkripsiyon faktörü olan tümör protein 53, hücredeki DNA 

hasarında hücre döngüsünü durdurarak DNA tamiri için zaman kazandırır. Hücredeki DNA 

hasarı fazlaysa hücreyi apoptozis yoluna götürmek için Bax ve Apaf-1 gibi proteinleri indükler 

(Vousden ve Lu, 2002). 

2.9.2.3. FAS 

İmmün sistemdeki hücre ölümünü kontrol eden hücre reseptörüdür. Reseptör uyarılınca pro-

kaspazları aktive olarak apoptotik süreci başlatır. Fas proteini, reseptörüne bağlanarak 

reseptörde konformasyonel değişim sağlar. Bu şekilde aktive olan reseptör, FADD reseptörüyle 

birleşir ve pro-kaspazlar aktive olur; apoptotik süreç başlar (Curtin ve Cotter, 2003).  

2.9.2.4. Kaspazlar 

Sistein proteaz olan kaspazlar, hücrede inaktif şekilde bulunurlar. Aktifleşmeleri için proteolitik 

süreç gereklidir. Yaklaşık 100 farklı proteini keserek apoptoza neden olan kaspazlar: kaspaz-2, 

kaspaz-8, kaspaz-9 ve kaspaz-10’unu içeren başlatıcı kaspazlar; kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-

7’yi içeren efektör kaspazlar olarak; kaspaz-1, kaspaz-4, kaspaz-5, kaspaz-11, kaspaz-12, 
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kaspaz-13 ve kaspaz-14’ü içeren inflamatuvar kaspazlar olarak üç ana gruba ayrılırlar. 

Kaspazlar, hücreyi apoptoza götürmek için DNA tamir enzimlerini inhibe ederler. Bunun 

dışında hücre iskeleti proteinlerinin keserek iskelet homeostazını bozar ve apoptoza neden 

olurlar. Kaspaz-3 ve kaspaz-7, cellat kaspazlar olarak adlandırılan yıkıcı, efektör kaspazlardır. 

Bu kaspazların aktivasyonuyla endonükleaz aktivasyonu, fagositik hücreler için ligand 

ekspresyonu, nükleer proteinlerin imhası ve apoptotik cisimciklerin oluşumu gerçekleşir; hücre 

apoptotik yola girer (Curtin ve Cotter, 2003; D’Arcy, 2019). 

2.10. HÜCRE DÖNGÜSÜ ve KANSER İLİŞKİSİ 

Hücre döngüsü, hücre bölünmesi ve çoğalmasını sağlayan iki hücre bölünmesi arasındaki süreç 

olarak tanımlanır. Hücre döngüsünde, hücre DNA’sı, özdeş iki hücreye aktarılarak kopyalanır. 

Bu süreç temelde interfaz ve mitoz (M) olmak üzere iki ana fazda gerçekleşmektedir. İnterfaz 

fazı, hücre döngüsünün yaklaşık olarak %90’ını oluşturan ve mitoz bölünme için DNA 

replikasyonun yapıldığı mitoza hazırlık evresidir. İnterfaz fazı G1, S ve G2 evreleri olmak üzere 

üç evreden oluşmaktadır.  G1 evresinde, hücre büyür fakat DNA replikasyonu gerçekleşmez. 

Sentez fazında, DNA kendini replike eder. G2 fazında, mitoz bölünme için hazırlık yapılır. M 

evresi ise kendi içinde beş evreden oluşmaktadır. Bunlar: profaz, metafaz, anafaz, telofaz ve 

sitokinez evreleridir. Profazda, kromozom kondanse olur ve mikrotübüller iğ iplikçiklerini 

oluşturmaya başlar. Metafazda, kromozomlar ekvatoral düzlemde dizilir. Anafazda, kardeş 

kromatidler birbirinden ayrılır ve kromozom sayısı iki katına çıkar. Telofazda, kromozomlar 

dekondense olur. Nukleolus ve nükleus membranı oluşmaya başlar. Sitokinezde hücre 

membranı ve sitoplazma iki yeni özdeş hücreye bölünür ve hücre döngüsü tamamlanır (Şekil 

2.10) (Cabadak, 2008; Matthews ve diğ., 2021).  
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Şekil 2.11: Hücre siklusu Matthews ve diğ., (2021)’den Türkçe’ye çevrilerek yeniden çizilmiştir. 

Bu süreçlerdeki herhangi bir bozukluk, disfonksiyon, süreci yöneten siklin ve siklin bağımlı 

kinazlardaki mutasyon, süreçte rol alan mikrotübüllerin, iğ iplikçiklerinin hasara uğraması ya 

da fonksiyonunu doğru şekilde yerine getirememesi gibi durumlarda, hücrede kanser 

hücrelerinin tipik özelliği olan kontrolsüz çoğalma görülmektedir (Hanahan ve Weinberg, 

2011). Bu durum, kanserde hücre döngüsünde rol alan mekanizmaların etkili olduğunu da 

desteklemektedir (Malumbres, 2011). Birçok çalışma, hücre döngüsü ve kanser arasındaki 

ilişkiyi ortaya koymaktadır (Tetsu ve McCormick, 2003; Malumbres, 2011). Kanser 

hücrelerinde meydana gelen kontrolsüz çoğalmanın dolayısıyla mitoz bölünmenin önüne 

geçebilmek için mitoz fazı hedefli yeni yaklaşımlar üzerinde çalışılmaktadır (Baran, 2018). 

Bu yaklaşımlardan biri de hücreyi, mitoz bölünme fazının kontrol noktalarında oluşan DNA 

hasarı sonucunda mitotik katastrof adı verilen hücre ölüm tipine yönlendirmektir. Mitotik 

katastrof, hücre bölünmesi sırasında mitozda meydana gelen başarısızlık olarak tanımlanır. 

Apoptotik hücre ölümünün aksine kaspaz bağımlı değildir ve nüklear fragmantasyon 
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gözlenmez. Hücre siklusu kontrol noktalarından birinde meydana gelen hata sonucu mitozdan 

önce ya da mitoz sırasında siklus durur ve mitotik iğ iplikçikleri degrade olarak kardeş 

kromatidlerin doğru şekilde ayrılmasını engeller (Galluzzi ve diğ., 2018). Taksan grubundan 

bir antineoplastik ajan olan DTX’in de kanser hücrelerinde  mikrotübülleri depolimerize ederek 

G2-M fazını bloke ettiği ve böylelikle hücredeki mitoz bölünmeyi azaltarak hücreyi ölüme 

yönlendirdiği bilinmektedir (Herbst ve Khuri, 2003). 
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

3.1. KULLANILAN HÜCRE SOYLARI 

Bu çalışmada KHDAK modeli olarak kullanılan A549 hücre soyu, adenokarsinomik insan 

alveolar bazal epitelyum hücresidir. Bu hücre hattı ilk kez 1972 yılında 58 yaşında, erkek bir 

hastanın tümöründen izole edilmiştir. A549 hücreleri, kültür zeminine yapışarak kültürde tek 

tabaka halinde büyümektedir. Morfolojik olarak yassı şekilli hücrelerdir. 

Sağlıklı akciğer modeli olarak kullanılacak BEAS-2B hücre soyu, sağlıklı insan bronşiyal epitel 

hücresidir. Bu hücre hattı ilk kez 1989 yılında izole edilmiştir. Morfolojik olarak fibroblast 

benzeri hücrelerdir. 

Bu hücreler İstanbul Üniversitesi İleri Kanser ve İlaç Biyoteknolojileri Araştırma 

Laboratuvarı’nda rutin olarak kültüre edilen hücrelerdir. Her iki hücre hattı, 100 µg/ml 

streptomisin (Streptomisin sülfat, İ.E. Ulugay), 100 IU/ml penisilin (Pronapen, Pfizer), 

Amhotericine B (Sigma), %10 Fetal Sığır Serumu (FBS, Gibco lab.) içeren pH’sı %4,4’lük 

NaHCO3 ile 7,2’ye ayarlanmış RPMI-1640 mediumunda yaşatılmıştır. 

3.2. HÜCRELERİN PASAJ İŞLEMİ 

A549 ve BEAS-2B hücrelerinin pasaj işlemi, hücrelerin yetiştirildiği flasklarda tek tabaka 

haline ulaştıklarında gerçekleştirilmiştir. Hücrelerin yetiştirildiği kültür kabından 

kaldırılabilmeleri için hücreler arası bağlantıyı ve kültür kabı ile hücrelerin bağlantısını kesen 

proteolitik enzim olan %0,25’lik tripsin eriyiğin kullanılmıştır. Süspanse edilerek santrifüj 

tüpüne aktarılan hücrelere 2 ml RPMI-1640’dan hazırlanan medium eklenerek tripsin aktivesi 

inaktive edilmiştir. A549 hücreleri 1500 g dönme hızında 3 dakika; BEAS-2B hücreleri 1000 g 

dönme hızında 5 dakika santrifüj edilmiştir. Süpernatant atılıp pellet, yeni kültür kaplarına 

yeterli miktarda besiyeriyle birlikte eklenmiştir. 

3.3. HÜCRELERİN EKİM İŞLEMİ 

Çoğalma hızı: mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivesi analizi için 96 kuyucuklu kültür 

kaplarına her iki hücre hattı için her bir kuyucukta 15x104 hücre/ml besiyeri; mitotik aktivite 
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analizi için her bir kuyucukta 15x104 hücre/ml besiyeri; BrdU hücre proliferasyonu analizi için 

her bir kuyucukta 2x104 hücre/ml besiyeri ve kaspaz 3-7 aktivite analizi için 24 kuyucuklu 

kültür kabının her bir kuyucuğunda 5x105 hücre/ml besiyeri; gerçek zamanlı hücre analizi için 

16 kuyucuklu E-plate’in her bir kuyucuğuna 8x103 hücre/ml besiyeri olacak şekilde A549; 

5x103 hücre/ml besiyeri olacak şekilde BEAS-2B ekimi yapılmıştır ve 24 saatlik süre boyunca, 

37oC’de %95 hava ve %5 CO2 karışımında inkübasyona devam edilmiştir. Hücrelerin deney 

öncesindeki durumlarının değerlendirilmesi için invert mikroskop altında morfolojik analizleri 

yapılmıştır.  

3.4. İLAÇ KONSANTRASYONLARININ HAZIRLANMASI VE UYGULANMASI 

3.4.1. DTX 

Uygulanan DTX konsantrasyonları, literatürde yer alan in vitro çalışmalar temel alınarak 

saptanmıştır. 20 mg/mL Doxitax (DTX etken maddeli)’dan 200 µM’lık DTX stok solüsyonu 

hazırlanmıştır. 200 µM’lık DTX stok solüsyonu +4oC’de saklanarak tüm deneyler boyunca 

kullanılmıştır. Deneylere başlamadan önce stok solüsyon, uygun doku kültürü besiyeri ile 

seyreltilerek; 0,0025 µM; 0,005 µM; 0,01 µM; 0,1 µM ve 1 µM’lık konsantrasyonlar 

hazırlanmış ve kültüre edilen iki hücre soyuna da ayrı ayrı uygulanmıştır. 

3.4.2. FH535 

361.2 g/mol moleküler ağırlığa sahip 10 mg FH535 (Tocris 4344), DMSO ile seyreltilmiştir. 

500 µM FH535 stok solüsyonu hazırlanmıştır ve stok solüsyonu +4oC’de saklanarak tüm 

deneyler boyunca kullanılmıştır. Deneylere başlamadan önce stok solüsyon uygun doku kültürü 

besiyeri ile seyreltilerek; 0,25 µM, 0,5 µM, 1 µM ve 5 µM’lık konsantrasyonlar hazırlanmıştır. 

Hazırlanan ilaç konsantrasyonları kültüre edilen iki hücre soyuna da ayrı ayrı uygulanmıştır. 

3.4.3. DTX ve FH535 Kombine Çalışması 

Kombin deneyler için; 0,005 µM DTX+0,5 µM FH535; 0,0025 µM DTX+0,5 µM FH535; 0,05 

µM DTX+0,25 µM FH535 olmak üzere üç doz kombinasyonu hazırlanarak kültüre edilen iki 

hücre soyuna da ayrı ayrı uygulanmıştır. 

Deneyler 6 grup halinde gerçekleştirilmiştir. 

1. A549+DTX  



33 

 

 

 

2. A549+FH535 

3. A549+(DTX+FH535) 

4. BEAS-2B+DTX 

5. BEAS-2B+FH535 

6. BEAS-2B+(DTX+FH535) 

İlaç dozları 0-72 saatlik süresince her iki hücre hattına uygulanmıştır.  

3.5. ÇOĞALMA HIZI: MİTOKONDRİYAL DEHİDROGENAZ ENZİM AKTİVİTESİ 

ANALİZİ (MTT) 

DTX, FH535 ve DTX+FH535 kombinasyonunun KHDAK modeli olarak kullanılan A549 ve 

sağlıklı akciğer modeli olarak kullanılan BEAS-2B hücre soyları üzerinde meydana getirdiği 

sitotoksisite, MTT testi ile değerlendirilmiştir. MTT, 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2-5-

difeniltetrazolyum bromür testi olarak adlandırılır. Tetrazolyum tuzlarının elektron alarak 

indirgenmeleriyle formazan denilen yapı oluşmaktadır. Bu yapı oluştuğunda, renk değişimi 

gözlenir. Tetrazolyum halkası, aktif mitokondri bulunan canlı hücreler tarafından kırılabildiği 

için  renk reaksiyonu sadece canlı hücrelerde gözlenir. Ölü hücrelerde aktif mitokondri 

bulunmadığından dolayı tetrazolyum bileşikleri indirgenmez ve bir renk değişimi gözlenmez. 

(Mosmann, 1983). 

Hücreler 96 kuyucuklu kültür kaplarına her bir kuyucukta 15x104 hücre/ml besiyeri olacak 

şekilde ekilmiştir. Hücreler 37oC ve %5 CO2 ortam şartlarında 24 saat inkübe edilmiş ve 

sonrasında A549 ve  BEAS-2B hücrelerine ayrı ayrı 0,01 µM DTX, 0,1 µM DTX ve 1 µM 

DTX; 0,5 µM FH535, 1 µM FH535 ve 5 µM FH535 ve 0,005 µM DTX+0,5 µM FH535; 0,0025 

µM  DTX+0,5 µM  FH535; 0,005 µM  DTX+0,25 µM  FH535 konsantrasyonları uygulanmıştır. 

DTX, FH535, DTX+FH535 kombinasyonları ile muamele edilen hücreler 24, 48 ve 72 saat 

süresince deneye alınmıştır. Deney sürelerinin sonunda kuyucuklardaki besiyeri 

uzaklaştırılmıştır. Kuyucuklara 40 µl MTT (sigma m5655, 5mg/ml) eklenmiştir. Yaklaşık 2 

saatlik inkübasyondan sonra ışık mikroskobu altında formazan kristalleri oluşumu gözlenmiştir. 

Ardından MTT bulunan kuyucuklara 160 µl DMSO eklenerek 40 dakika, 70 rpm, 37oC ve %5 
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CO2 ortam şartlarını içeren çalkalayıcı etüvde inkübasyona bırakılarak formazan kristallerinin 

çözünmesi sağlanmıştır. Formazan kristallerinin çözünmesinin ardından oluşturulan deney 

gruplarının absorbans değerlerinin ölçümü, 570 nm’de spektrofotometre ile gerçekleştirilmiştir 

(µQuant, Bio-Tek Instruments INC). 

3.6. xCELLigence DP GERÇEK ZAMANLI HÜCRE ANALİZİ (RTCA)  

Hücre proliferasyonu ve hücre ölümlerinin belirlenmesinde rutin olarak kullanılan yöntemler, 

kültüre edilen hücrelerden belirli zaman aralıklarında örnekler alınarak biyokimyasal analiz 

yapılması prensibine dayanmaktadır. Günümüzde bu amaçla yeni geliştirilen sistemlerden biri 

olan xCELLigence DP sistemi, kültüre edilen hücrelerdeki proliferasyon ve ölümleri gerçek 

zamanlı ve belirlenen süre içerisinde istenilen zaman aralıklarında ölçebilmektedir. Hücre 

ekiminin yapıldığı E-plate yüzeyine yapışan canlı hücre miktarı arttıkça alt yüzeyde yer alan 

altın elektrotların akıma karşı direnç artmaktadır. Plate’e yapışan canlı hücre miktarı azaldıkça 

elektrotların direnci azalmaktadır. Bu direncin eş zamanlı olarak bilgisayar ekranında grafik 

olarak gösterilmesiyle gerçek zamanlı olarak hücresel analizler gerçekleşebilmektedir.   

xCELLigence DP’de 16 kuyucuklu E-plate kullanılmıştır. A549 hücreleri için 8x103 hücre/ml; 

BEAS-2B hücreleri için ise 5x103 hücre/ml olacak şekilde her kuyucuğa hücre ekimi 

yapılmıştır. Ekimin ardından, E-plate’ler 20 dakika steril çalışma kabini içerisinde, oda 

sıcaklığında inkübe edilmiştir. İnkübasyonlarına 37oC ve %5 CO2 ortam şartlarında ve 

xCELLigence DP cihazının uygun istasyonlarında devam edilmiştir. Cihaz, 100 saat boyunca 

hücre analizi yapması için ayarlanmıştır. Hücre ekiminin ardından tekli doz ve kombin doz  

ajanları eklenerek ölçüm almaya devam edilmiştir. Belirlenen konsantrasyonlara ve 100 saatlik 

zamana bağımlı grafikler elde edilmiştir (Çetin ve Topcul, 2017). Bu işlemler her iki hücre 

hattında da DTX, FH535 ve DTX+FH535 kombinasyonu için ayrı ayrı tekrarlanmıştır.     

3.7. MİTOTİK AKTİVİTE ANALİZİ  

Her iki hücre hattı için 96 kuyucuklu kültür kabının her bir kuyusunda 15x104 hücre/ml olacak 

şekilde ekim yapılmıştır. Hücrelerin yapışması ve yayılması için 37oC’de %95 hava ve %5 CO2  

ortam şartlarını içeren etüv içerisinde 24 saat inkübasyon yapıldıktan sonra kuyucuktaki 

medium atılıp hücrelere 0,005 µM  DTX+0,5 µM  FH535 doz kombinasyonu eklenmiş ve 24 
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saat 37oC’de %95 hava ve %5 CO2 ortam şartlarını içeren etüv içerisinde inkübasyona 

bırakılmıştır. İnkübasyon sonrası ilaçlı besiyeri atılıp 100 µl %4 formaldehit içeren 10X PBS 

(pH:7.4)’den 1:9 oranında dH2O ile dilüe edilen PBS eklenip parafilmle kaplanan plate, 20 

dakika boyunca oda sıcaklığında inkübasyona bırakılmıştır. İnkübasyon sonrasında formaldehit 

içeren PBS atılıp hücreler 3 kez 5’er dakika boyunca 200 µl PBS içinde %10 Triton X-100 

solüsyonunun 1X PBS’ye eklenmesi ve iyice karıştırılmasıyla hazırlanan yıkama tamponuyla 

yıkanmıştır. Daha sonra yıkama tamponu atılmış ve kuyucuklara 100 µl Quenching Buffer 

eklenmiş ve 20 dakika oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası kuyucuklardaki 

Quenching Buffer atılmıştır. 2 kez 5’er dakika 200 µl yıkama tamponu ile hücreler yıkandıktan 

sonra yıkama tamponu da uzaklaştırılmıştır. Daha sonra 100 µl Antibody Blocking Buffer 

kuyucuklara eklenmiş ve 1 saat oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. Antibody Blocking Buffer 

atıldıktan sonra 2 kez 200 µl yıkama tamponu ile hücreler yıkanmıştır. Yıkama tamponu atılıp 

50 µl Antikor Seyreltme Tamponunda 1:2000 oranında seyreltilmiş olan primer antikor 

eklenmiştir. Plate, sızdırmazlık bandıyla kapatıldıktan sonra 1 saat oda sıcaklığında inkübe 

edilmiştir. İnkübasyon süresi sonunda primer antikor atılmış hücreler 3 kez 5’er dakika boyunca 

200 µl yıkama tamponuyla yıkanmıştır. Yıkama tamponu atıldıktan sonra, 100 µl antikor 

seyreltme tamponunda 1:1000 oranında seyreltilen sekonder antikor eklenmiştir. Plaka, tekrar 

sızdırmazlık bandıyla kapatılmış ve 1 saat oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. 1 saatlik 

inkübasyon sonrasında sekonder antikor atılıp hücreler 3 kez 5’er dakika boyunca 200 µl 

yıkama tamponu, daha sonrasında 2 kez 5’er dakika 200 µl 1X PBS ile yıkandıktan sonra oda 

sıcaklığında daha önceden bekletilmiş olan Developing Solution’dan 100 µl eklenmiştir. Oda 

sıcaklığında doğrudan ışıktan koruyarak 2-20 dakika inkübasyona bırakılmış ve mavi renk 

değişimi gözlenmiştir. Renk değişimi olunca 100 µl Stop Solution eklenerek rengin sarıya 

dönmesi gözlenmiştir. Sarı renk değişimi görüldükten sonra plate, Reader plate (Flx-800, Bio-

Tek Instruments Inc.) okuyucuda 450-655 nm’de 5 dakika içerisinde ölçüme alınmıştır. Bu 

işlemler A549 hücre hattında 24, 48 ve 72 saatlerde tekrarlanmıştır. 

3.8. BrdU HÜCRE PROLİFERASYON ANALİZİ 

96 kuyucuklu kültür kabının her bir kuyusunda 2x104 hücre/ml olacak şekilde ekim yapılmıştır. 

Hücrelerin yapışması ve yayılması için 24 saat 37oC’de %95 hava ve %5 CO2 ortam şartlarını 

içeren etüv içerisinde inkübasyonda bekletildikten sonra 0,005 µM DTX+0,5 µM FH535 doz 

kombinasyonu eklenmiştir. Kombin doz eklendikten 3 saat sonra 20 µl BrdU (Millipore 2750) 
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eklenmiştir. Öncelikle kit içerisindeki 500 x BrdU’nun 1:500 oranında (Stoktan 8 µl BrdU 

çekilmiş ve 3992 µl besiyerine eklenmiştir) seyreltik solüsyonu hazırlanmıştır. 24 saat 37oC’de 

%95 hava ve %5 CO2 ortam şartlarını içeren etüv içerisinde inkübasyona devam edilmiştir. 

İnkübasyon sonunda, kuyulardaki medium uzaklaştırılarak her bir kuyuya 200 µl sabitleme 

solüsyonu eklenmiş ve oda sıcaklığında 30 dakika inkübe edilmiştir. Bu sürenin sonunda 

sabitleme solüsyonu tamamen uzaklaştırılmıştır. Yıkama aşamasında kit içerisinde yer alan 

50xWash Buffer, 1:50 oranında seyreltilerek 3 kez yıkama yapılmış, son yıkamadan sonra 

Wash Buffer kuyulardan uzaklaştırılmıştır. Her kuyuya 100 µl Anti-BrdU antikoru eklenerek 

oda sıcaklığında 1 saat inkübe edilmiştir. Daha sonra seyreltilen Wash Buffer ile yıkama işlemi 

tekrarlanmıştır. 2000x Goat anti-mouse IgG, Peroksidaz konjugatı 1:2000 oranında seyreltilmiş 

ve her bir kuyucuğa 100 µl eklenerek 30 dakika oda sıcaklığında inkübasyona bırakılmıştır. 

Daha sonra yıkama işlemi 3 kez tekrarlanmıştır. Her kuyuya 100 µl TMB Peroksidaz Substrat 

eklenerek karanlıkta, oda sıcaklığında 30 dakika inkübasyona bırakılmıştır. Daha sonra Anti-

stop Solution’dan her kuyuya 100 µl eklenerek ve 450-550 nm çift dalga boyunda absorbans 

değerleri ölçülmüştür. Bu işlemler A549 hücre hattında 24, 48 ve 72 saatlerde tekrarlanmıştır. 

3.9. KASPAZ 3,7 AKTİVİTESİ ANALİZİ 

A549 hücre hattındaki kaspaz aktivasyonunun tespiti Kaspaz 3/7 deney kiti (CaspaTag™ 

Caspase-3,7 In Situ Assay Kit, Fluorescein Millipore, APT423) kullanılarak belirlenmiştir. 24 

kuyucuklu kültür kabının her bir kuyucuğuna 5x105 hücre/ml olacak şekilde ekim yapılmıştır. 

Hücrelerin yapışması ve yayılması için 24 saat 37oC’de %95 hava ve %5 CO2 ortam şartlarını 

içeren etüv içerisinde inkübasyonda bekletildikten sonra 0,005 µM DTX+0,5 µM FH535 doz 

kombinasyonu eklenmiştir. 24 saat 37oC’de %95 hava ve %5 CO2 ortam şartlarını içeren etüv 

içerisinde inkübasyona devam edilmiştir. İnkübasyon sonrası medium atılarak hücreler tripsin 

eriyiği ile plateden kaldırılmıştır. 800 g’de 5 dakika boyunca santrifüjlendikten sonra 

süpernatant atılmıştır. Pellet üzerine 3 ml medium eklenerek iyice karıştırılmıştır. Daha sonra 

hücre süspansiyonundan 300 µl steril tüplere aktarılmıştır. Tüpe daha önce hazırlanan 

30XFLICA reaktifinden 10 µl eklenerek %5 CO2 ve %95 hava içeren inkübatörde 37 ºC’de, 

karanlıkta 1 saat inkübe edilmiştir. İnkübasyon süresi sonunda 1X yıkama tamponundan 2 ml 

eklenerek 400 g hızda 5 dakika santrifüj yapılmıştır. Santrifüjün ardından süpernatant atılarak 

1X yıkama tamponundan 1 ml eklenerek tekrar 400 g hızda 5 dakika santrifüj edilmiştir. 

Süpernatant atılarak 1 ml 1X PBS’den eklenmiş ve vortekslenmiştir. Daha sonra vortekslenen 
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süspansiyondan steril bir tüpe 50 µl alınarak üzerine 450 µl PBS eklenmiştir. 400 g hızda 5 

dakika santrifüj yapıldıktan sonra süpernatant atılarak 400 µl PBS eklenmiştir. Hücreler siyah 

kültür kaplarına her bir deney grubundan 100 µl olacak şekilde ekilmiştir. Floresan Plate Reader 

(Flx-800, Bio-Tek Instruments Inc.) kullanılarak 490 nm eksitasyon dalga boyu ve 520 nm 

emisyon dalga boyunda (λex 490, λem 520) ölçümler yapılmıştır. Bu işlemler A549 hücre 

hattında 0,005 µM DTX+0,5 µM FH535 doz kombinasyonu için 24, 48 ve 72 saatlerde 

tekrarlanmıştır. 

3.10. İSTATİKSEL DEĞERLENDİRME: 

Deney gruplarının verileri, tek yönlü bir Anova testi ile karşılaştırılmıştır. İstatistiksel analizler, 

GraphPad Prism sürüm 6 (GraphPad Software, San Diego, California, ABD) kullanılarak 

yapılmıştır. Testlerde p< 0.05 anlamlılık düzeyi kabul edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

Bu çalışmada, KHDAK başta olmak üzere kanser tedavisinde kullanılan DTX ve KHDAK’de 

aşırı aktive gösterdiği bilinen WNT sinyal yolağı inhibitörü olan FH535’in kombin halde 

kullanımının adenokarsinomik insan alveolar bazal epitelyum hücresi A549 ve sağlıklı 

bronşiyal epitel hücresi BEAS-2B hücre hatları üzerindeki antiproliferatif etkilerinin MTT, 

gerçek zamanlı hücre analizi, mitotik aktivite analizi, BrdU hücre proliferasyon analizi ve 

kaspaz 3-7 aktivite analizi yöntemleriyle in vitro koşullarda hücresel seviyede oluşturduğu 

etkiler araştırılmıştır. 

4.1. ÇOĞALMA HIZI: MİTOKONDRİYAL DEHİDROGENAZ ENZİM AKTİVİTESİ 

ANALİZİ (MTT) BULGULARI  

DTX için 0,01 μM, 0,1 μM ve 1 μM; FH535 için 0,5 μM, 1 μM ve 5 μM dozları A549 ve 

BEAS-2B hücre hatlarına 24, 48 ve 72 saat süresince verilmiş ve ardından MTT analizi için 

gerekli deney protokolü uygulanmıştır. Elde edilen veriler ışığında DTX için A549 ve BEAS-

2B hücre hatlarında IC50 dozuna en yakın olarak etki gösteren dozların 0,01 μM ve 0,1 μM 

olduğu buna karşılık A549 ve BEAS-2B hücre hatlarında FH535 için bu dozların 0,5 μM ve 1 

μM olduğu saptanmıştır. Uygulama yapılmayan kontrol grubu ve deney grubu ile yürütülen 

deney serilerinden elde edilen veriler Tablo 4.1, Tablo 4.2, Tablo 4.3, Tablo 4.4, Şekil 4.1, Şekil 

4.2, Şekil 4.3, Şekil 4.4, Şekil 4.5, Şekil 4.6, Şekil 4.7 ve Şekil 4.8’de gösterilmiştir. 

Tablo 4.1: 24, 48 ve 72 saat süresince 0,01 μM, 0,1 μM ve 1 μM DTX uygulanan A549 hücrelerine ait 

mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi değerleri (450-690 nm) (*Kontrole göre anlamlı 

p<0.05). 
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Şekil 4.1: 24, 48 ve 72 saat süresince 0,01 μM, 0,1 μM ve 1 μM DTX uygulanan A549 hücrelerine ait 

mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi değerleri (450-690 nm) (* Kontrole göre anlamlı 

p<0.05). 

    

Şekil 4.2: 24, 48 ve 72 saat süresince 0,01 μM, 0,1 μM ve 1 μM DTX uygulanan A549 hücrelerine ait 

%  canlılık değerleri (Kontrole göre anlamlı p<0.05). 
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Tablo 4.2: 24, 48 ve 72 saat süresince 0,5 μM, 1 μM ve 5 μM FH535 uygulanan A549 hücrelerine 
ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi değerleri (450-690 nm) (*Kontrole göre 

anlamlı p<0.05). 

    

    

Şekil 4.3: 24, 48 ve 72 saat süresince 0,5 μM, 1 μM ve 5 μM FH535 uygulanan A549 hücrelerine ait 
mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi değerleri (450-690 nm) (* Kontrole göre 

anlamlı p<0.05). 
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Şekil 4.4: 24, 48 ve 72 saat süresince 0,5 μM, 1 μM ve 5 μM FH535 uygulanan A549 hücrelerine ait 

% canlılık değerleri (Kontrole göre anlamlı p<0.05). 

Tablo 4.3: 24, 48 ve 72 saat süresince 0,01 μM, 0,1 μM ve 1 μM DTX uygulanan BEAS-2B 

hücrelerine ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi değerleri (450-690 nm) 

(*Kontrole göre anlamlı p<0.05). 
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Şekil 4.5: 24, 48 ve 72 saat süresince 0,01 μM, 0,1 μM ve 1 μM DTX uygulanan BEAS-2B 
hücrelerine ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi değerleri (450-690 nm) 

(*Kontrole göre anlamlı p<0.05). 

    

Şekil 4.6: 24, 48 ve 72 saat süresince 0,01 μM, 0,1 μM ve 1 μM DTX uygulanan BEAS-2B 

hücrelerine ait % canlılık değerleri (Kontrole göre anlamlı p<0.05). 
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Tablo 4.4: 24, 48 ve 72 saat süresince 0,5 μM, 1 μM ve 5 μM FH535 uygulanan BEAS-2B 
hücrelerine ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi değerleri (450-690 nm) 

(Kontrole göre anlamlı p<0.05). 

    

    

Şekil 4.7: 24, 48 ve 72 saat süresince 0,5 μM, 1 μM ve 5 μM FH535 uygulanan BEAS-2B 

hücrelerine ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi değerleri (450-690 nm) (* 

Kontrole göre anlamlı p<0.05). 
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Şekil 4.8: 24, 48 ve 72 saat süresince 0,5 μM, 1 μM ve 5 μM FH535 uygulanan BEAS-2B hücrelerine 

ait canlılık değerleri (Kontrole göre anlamlı p<0.05). 

Kanser hücresinde istenilen hücre ölümünü/antiproliferatif etkiyi gösterirken sağlıklı hücreye 

minimum zararı veren etkin kombin dozların tespiti için iki hücre hattına da 24, 48 ve 72 saat 

süresince 0,005 μM DTX+0,5 μM FH535; 0,0025 μM DTX+0,5 μM FH535 ve 0,005 μM 

DTX+0,25 μM FH535 kombin dozları uygulanmıştır ve elde edilen veriler ışığında gerçek 

zamanlı hücre analiz sisteminde uygulama yapılacak olan dozlar belirlenmiştir. Uygulama 

yapılmayan kontrol grubu ve deney grubu ile birlikte yürütülen deneylerden elde edilen veriler 

Tablo 4.5, Tablo 4.6, Şekil 4.9, Şekil 4.10, Şekil 4.11 ve Şekil 4.12’de gösterilmiştir. 

Tablo 4.5: 24, 48 ve 72 saat süresince 0,005 μM DTX+0,5 μM FH535; 0,0025 μM DTX+0,5 μM 
FH535 ve 0,005 μM DTX+0,25 μM FH535 uygulanan A549 hücrelerine ait 

mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi değerleri (450-690 nm) (*Kontrole göre 

anlamlı p<0.05). 
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Şekil 4.9: 24, 48 ve 72 saat süresince 0,005 μM DTX+0,5 μM FH535; 0,0025 μM DTX+0,5 μM 

FH535 ve 0,005 μM DTX+0,25 μM FH535 uygulanan A549 hücrelerine ait mitokondriyal 

dehidrogenaz enzim aktivitesi değerleri (450-690 nm) (*Kontrole göre anlamlı p<0.05). 

    

Şekil 4.10: 24, 48 ve 72 saat süresince 0,005 μM DTX+0,5 μM FH535; 0,0025 μM DTX+0,5 μM 

FH535 ve 0,005 μM DTX+0,25 μM FH535 uygulanan A549 hücrelerine ait canlılık 

değerleri (Kontrole göre anlamlı p<0.05). 
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Tablo 4.6: 24, 48 ve 72 saat süresince 0,005 μM DTX+0,5 μM FH535; 0,0025 μM DTX+0,5 μM 
FH535 ve 0,005 μM DTX+0,25 μM FH535 uygulanan BEAS-2B hücrelerine ait 

mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi değerleri (450-690 nm) (*Kontrole göre 

anlamlı p<0.05). 

   

     

Şekil 4.11: 24, 48 ve 72 saat süresince 0,005 μM DTX+0,5 μM FH535; 0,0025 μM DTX+0,5 μM 
FH535 ve 0,005 μM DTX+0,25 μM FH535 uygulanan BEAS-2B hücrelerine ait 

mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi değerleri (450-690 nm) (*Kontrole göre 

anlamlı p<0.05). 
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Şekil 4.12: 24, 48 ve 72 saat süresince 0,005 μM DTX+0,5 μM FH535; 0,0025 μM DTX+0,5 μM 
FH535 ve 0,005 μM DTX+0,25 μM FH535 uygulanan BEAS-2B hücrelerine ait % 

canlılık değerleri (Kontrole göre anlamlı p<0.05). 

4.2. xCELLigence DP GERÇEK ZAMANLI HÜCRE ANALİZİ (RTCA) BULGULARI 

Mümkün olan en düşük dozların IC50 etkisini vermesi, kanser tedavisinde hastaya minimum 

dozlarda ilaç etkeninin verilmesi ve dolayısıyla yan etki, vücuda kimyasal madde alınımı ve 

sağlıklı dokuya minimal etki göstermesi bakımından önemli bir avantajdır. Bu sebepten ötürü 

DTX’in verdiği yan etkiyi minimuma indirmek amacıyla kanser hücresinin canlılığını inhibe 

etmede en çok etkiyi gösteren ve buna karşılık sağlıklı hücreye minimum zararı veren dozların 

yarı dozlarıyla, FH535’in kanser hücresinin canlılığını azaltıcı etki gösterirken sağlıklı hücreye 

en az zarar veren dozlarının kombinasyonları gerçek zamanlı hücre analiz sisteminde 

karşılaştırmalı olarak değerlendirilmiştir. Her iki hücre hattında 100 saat boyunca 15 dk 

aralıklarla ölçüm yapılmıştır. A549 hücre hattında 1 μM DTX, 5 μM DTX, 10 μM DTX, 10 

μM FH535, 20 μM FH535, 30 μM FH535, 0,005 μM DTX+0,5 μM FH535 kombinasyonu; 

BEAS-2B hücre hattında ise 0,1 μM DTX, 1 μM DTX, 5 μM DTX, 0,5 μM  FH535, 30 μM 

FH535, 40 μM FH535 ve 0,005 μM DTX+0,5 μM FH535 kombinasyonu denenmiştir. BEAS-

2B hücre hattına verdiği zarar literatürde yer aldığından dolayı 5 μM DTX dozundan fazlası 

denenmemiştir.  
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A549 ve BEAS-2B hücre hatlarında karşılaştırmalı olarak değerlendirilmiştir. Değerlendirme 

sonucunda, sağlıklı akciğer hücresi olan BEAS-2B’ye minimal zararlı etkiyi gösterirken kanser 

hücre hattı olan A549’da hücre indeksi kapsamında en fazla etkiyi gösteren dozun olan 0,005 

μM DTX+0,5 μM FH535 kombinasyonundan oluşan doz olduğu ve bu dozun kanser hücresi 

üzerinde anti-mitotik etki gösterdiği belirlenmiştir. Uygulama yapılmayan kontrol grubu ve 

deney grubu ile birlikte yürütülen deneylerden elde edilen veriler Şekil 4.13, Şekil 4.14, Şekil 

4.15, Şekil 4.16, Şekil 17 ve Şekil 18’de gösterilmiştir.  

 

    

Şekil 4.13: 100 saat boyunca uygulanan 1 μM, 5μM ve 10 μM DTX uygulanan A549 hücresine ait 

gerçek zamanlı hücre analiz verileri grafiği (--Kontrol, --1 μM DTX, 5μM DTX, --10 

μM DTX). 
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Şekil 4.14: 100 saat boyunca 10 μM, 20 μM ve 30 μM FH535 uygulanan A549 hücresine ait gerçek 

zamanlı hücre analiz verileri grafiği (--Kontrol, 10 μM FH535, --20 μM FH535 ve --30 

μM FH535). 

    

Şekil 4.15: 100 saat boyunca 1 μM ve 5 μM DTX uygulanan BEAS-2B hücresine ait gerçek zamanlı 

hücre analiz verileri grafiği (--Kontrol, 1 μM DTX, --5 μM DTX). 
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Şekil 4.16: 100 saat boyunca 30 μM ve 40 μM FH535 uygulanan BEAS-2B hücresine ait gerçek 

zamanlı hücre analiz verileri grafiği (--Kontrol, --30 μM FH535, -- 40 μM FH535). 

    

Şekil 4.17: 100 saat boyunca 0,1 μM DTX, 0,5 μM FH535 ve 0,005 μM DTX+0,5 μM FH535 
kombin doz uygulanan uygulanan A549 hücresine ait gerçek zamanlı hücre analiz verileri 

grafiği (--Kontrol, -- 0,1 μM DTX, -- 0,5 μM FH535,-- 0,005 μM DTX+0,5 μM FH535). 
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Şekil 4.18: 100 saat boyunca 0,1 μM DTX, 0,5 μM FH535 ve 0,005 μM DTX+0,5 μM FH535 

kombin doz uygulanan uygulanan BEAS-2B hücresine ait gerçek zamanlı hücre analiz 

verileri grafiği (--Kontrol, -- 0,1 μM DTX, --0,5 μM FH535, -- 0,05 μM DTX+0,5 μM 

FH535). 

4.3. MİTOTİK AKTİVİTE ANALİZİ BULGULARI 

xCELLigence gerçek zamanlı hücre analizinden elde edilen bulgular ışığında belirlenen 0,005 

μM DTX+0,5 μM FH535 kombinasyon dozunun mitotik aktivite bulguları hücreler üzerinde 

24, 48 ve 72 saat boyunca karşılaştırmalı olarak değerlendirilmiştir.  Uygulanan kombin dozun 

mitotik aktiviteyi 24 ve 72 saatlerde düşürdüğü; 48 saatte mitotik aktiviteyi kontrol grubunun 

da üzerinde bir değerle arttırarak hücreyi mitotik katastrofi yoluyla ölüme götürdüğü 

görülmüştür. Mitotik tutuklanma olarak bilinen bu etki, A549 hücre hattında 48 saatte 

görülmektedir. Uygulama yapılmayan kontrol grubu ve deney grubu ile birlikte yürütülen 

deneylerden elde edilen veriler Tablo 4.7, ve Şekil 4.17’de gösterilmiştir. 

Tablo 4.7: 24, 48 ve 72 saat süresince 0,005 μM DTX+0,5 μM FH535 uygulanan A549 hücrelerine 

ait mitotik aktivite değerleri (450-655 nm) (*Kontrole göre anlamlı p<0.05). 
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Şekil 4.19: 24, 48 ve 72 saat süresince 0,005 μM DTX+0,5 μM FH535 uygulanan A549 hücrelerine 

ait % mitotik aktivite değerleri (Kontrole kıyasla anlamlı p<0.05). 

4.4. BrdU HÜCRE PROLİFERASYON ANALİZİ BULGULARI  

Mitotik aktivite bulguları sonucunda, hücre döngüsünün sentez fazında 0,005 μM DTX+0,5 

μM FH535 kombinasyon dozunun etkisi BrdU hücre proliferasyon analiziyle belirlenmiştir. 

Kontrol grubuna kıyasla 24, 48 saatlerde ve en belirgin şekilde 72 saatte BrdU aktivitesinde 

meydana gelen düşüşün, mitotik aktivite bulgularıyla değerlendirildiğinde hücrelerin hücre 

siklusunun sentez fazında, hücre sayısında azalma yaşadığı dolayısıyla mitotik katastrofa gittiği 

fikrimizi desteklemektedir. Uygulama yapılmayan kontrol grubu ve deney grubu ile birlikte 

yürütülen deneylerden elde edilen veriler  Tablo 4.8 ve Şekil 4.18’de gösterilmiştir. 

Tablo 4.8: 24, 48 ve 72 saat süresince 0,005 μM DTX+0,5 μM FH535 uygulanan A549 hücrelerine 

ait BrdU aktivitesi değerleri (450-550 nm) (*Kontrole göre anlamlı p<0.05). 
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Şekil 4.20: 24, 48 ve 72 saat süresince 0,005 μM DTX+0,5 μM FH535 uygulanan A549 hücrelerine 

ait % BrdU aktivite değerleri (Kontrole göre anlamlı p<0.05). 

4.5. KASPAZ 3,7 AKTİVİTESİ ANALİZİ BULGULARI 

0,005 μM DTX+0,5 μM FH535 kombinasyon dozunun hücre ölümünün mitotik katastrof 

yoluyla olduğu fikrini desteklemek ve apoptotik yolakta bir aktivite olup olmadığını dolayısıyla 

kaspaz-3 ve kaspaz-7’nin aktivitesinin artıp artmadığını belirlemek amacıyla yapılan kaspaz 

3,7 aktivitesi bulguları incelenmiştir. Kombin doz uygulamasını takiben 24, 48 ve 72 saatlerde 

cellat kaspazlar olan apoptotik ölüm yolağının var olup olmadığını belirten kaspaz 3,7 

aktivitesinde kontrol grubuna kıyasla anlamlı bir değişim gözlenmemiştir. Bu sonuç, kanser 

hücresinin, belirlenen kombin doz ile var olan hücre ölümünün apoptotik yol ile olmadığını 

göstermiştir. Uygulama yapılmayan kontrol grubu ve deney grubu ile birlikte yürütülen 

deneylerden elde edilen veriler Tablo 4.9 ve Şekil 4.19’da gösterilmiştir. 
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Tablo 4.9: 24, 48 ve 72 saat süresince 0,005 μM DTX+0,5 μM FH535 uygulanan A549 hücrelerine 

ait kaspaz 3,7 aktivite değerleri (490-520 nm) (*Kontrole göre anlamlı p<0.05). 

    

    

Şekil 4.21: 24, 48 ve 72 saat süresince 0,005 μM DTX+0,5 μM FH535 uygulanan A549 hücrelerine 

ait % kaspaz 3,7 aktivite değerleri (Kontrole göre anlamlı p<0.05). 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Kanser, mortalite oranı bakımından Dünya’da ve Türkiye’de ikinci sırada yer alan bir hastalıktır 

(Özgül ve diğ., 2009). 2022 yılının sonunda Amerika Birleşik Devletleri’nde 2 milyona yakın 

yeni kanser vakası ve 1 milyon kanser ölümünün gerçekleşeceği tahmin edilmektedir. Yapılan 

istatiksel veriler göstermiştir ki kanserin tanısı, prognozu ve tedavisinde kullanılan yöntemler, 

klinik açıdan yetersiz kalmaktadır. Kanser hastalığının moleküler mekanizmasının heterojen 

yapıda olması, hastalığa neden olan mekanizmanın tam anlamıyla aydınlatılamamış olması ve 

dolayısıyla tedavi yöntemlerinin kısıtlılığı, pahalılığı ve toksisitesi gibi etmenler kanser 

gelişimini engelleme ve kanseri tedavi etme konusunda araştırmacıları ve klinisyenleri 

zorlamaktadır. Bunun yanı sıra KHDAK’de semptomlar hastalık ilerledikten sonra kendini 

gösterdiği için gecikmiş tanı nedeniyle hastalar cerrahi tedavi şansı bulamamaktadır (Jemal ve 

diğ., 2011). Tanı koyulduktan sonra dahi KHDAK birinci evre hastalarının sadece %2-5’lik 

kısmında cerrahi, bir tedavi şansı olarak görülmektedir (Jett ve diğ., 2013). Bu sorunu ortadan 

kaldırmak için yeni tedavi yöntemlerine ihtiyaç duyulmaktadır. 

Akciğer kanserinin moleküler mekanizmasında rol oynayan hücresel yolakların bilinmesi ve bu 

yolakların aktivasyon ve inhibisyon mekanizmalarını hedefleyerek tedavide yeni yöntemlerin 

geliştirilmesi önem arz etmektedir (Larsen ve Minna, 2011). Kanser tedavisi yöntemlerinden 

biri olan hedefe yönelik tedavi, hedeflenen kanser dokusu için uygulanan madde, ilaç, kombine 

ilaç ve benzeri çalışmalarla sağlıklı doku hücrelerine verilecek minimum zararın yanı sıra 

kanser hücrelerinin ölümüne sebep olacak ilaçlar ve tedavi yöntemleri geliştirilmeye 

çalışılmaktadır (Baran, 2018). Bu kapsamda akciğer kanserinin alt tiplerinden biri olan ve klinik 

vaka oranı bakımından diğer akciğer kanseri tiplerine göre daha fazla insidansa sahip olduğu 

bilinen KHDAK’de çeşitli hedefe yönelik tedavi yöntemleri üzerinde çalışmalar yapılmaktadır 

(Molina ve diğ., 2016).  

Bu çalışmada KHDAK başta olmak üzere kanser tedavisinde kullanılan DTX ve KHDAK’de 

aşırı aktive gösterdiği bilinen WNT sinyal yolağı inhibitörü olan FH535’in kombin halde 

kullanımının adenokarsinomik insan alveolar bazal epitelyum hücresi A549 ve sağlıklı 

bronşiyal epitel hücresi BEAS-2B hücre hatları üzerindeki etkilerinin MTT, gerçek zamanlı 

hücre analizi ile değerlendirilip A549 kanser hücresinin aktivitesi azaltırken BEAS-2B sağlıklı 

akciğer hücresinde minimum zararı gösteren kombin dozun belirlenerek kanser hücresinde 
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mitotik aktivite analizi, BrdU hücre proliferasyon analizi ve kaspaz 3-7 aktivite analizi 

yöntemleriyle in vitro koşullarda hücresel seviyede meydana getireceği etkilerin araştırılması 

amaçlanmıştır. Bu bağlamda sağlıklı olan akciğer hücresine minimum zararı verirken; KHDAK 

hücresinde antiproliferatif etkiyi gösteren dozun belirlenmesiyle birlikte mevcut tedavi 

protokollerine ek yeni tedavi protokollerinin oluşturulması hedeflenmiştir. 

WNT sinyal yolağı, hücre proliferasyonu, sağ kalımı ve farklılaşması gibi pek çok hücresel 

süreçte önemli rol oynamaktadır. Bu yolakta meydana gelen bozuklukların, kanser başta olmak 

üzere çeşitli hastalıkların patogeneziyle ilişkili olduğu yapılan birçok çalışmayla da 

desteklenmiştir (L’Episcopo ve diğ., 2012; Liu ve diğ., 2014; Chua ve diğ., 2015). Bu 

çalışmalardan birinde, KHDAK hücre hatlarının çoğunda aktif WNT sinyalizasyonu veya 

WNT-1’in aşırı ekspresyonu görülmüştür (He ve diğ., 2004; Licchesi ve diğ., 2008; Akiri ve 

diğ., 2009; Teng ve diğ., 2010). Bu sinyal yolağının hücre proliferasyonu, hareketi gibi hücresel 

süreçlerde etkin rol alması ve dolayısıyla bu süreçlerin homeostazının bozulmasına sebep 

olacak herhangi bir etkenin karsinogenezi de etkileyebileceği düşünülmektedir. WNT 

sinyalizasyonunda meydana gelen bozukluğun kolon, akciğer, meme, tiroit, prostat ve kan 

kanseri gibi çeşitli kanserlerin oluşumunda etkili olduğunu gösterilmiştir (Jass ve diğ., 2003; 

Yardy ve Brewster, 2005; Turashvili ve diğ., 2006; Mikesch ve diğ., 2007; Thompson ve 

Monga, 2007). A549, H1703, H460 ve H838 KHDAK hücre hatları ile yapılan bir çalışmada, 

WNT-1 proteininin bu hücre hatlarında aşırı eksprese olduğu ve bu proteinlerin ekspresyonu 

inhibe edildiğinde hücrelerin apoptotik ölüm yoluna girdiği gösterilmiştir (He ve diğ., 2004). 

KHDAK’de WIF-1'in susturulmasının hastalık patogenezinde WNT sinyal yolağının anormal 

aktivasyonunun önemli bir mekanizma olduğunu göstererek bu yolak ve KHDAK ilişkisini 

açıklayan araştırma grubu, bunun yanı sıra bu yolakta  rol alan Dvl proteinin KHDAK’de aşırı 

eksprese edildiği ve akciğer kanserinde aktif rol aldığı bilinen Rac ve Rho proteinleriyle de 

ilişki kurduğunu ve dolayısıyla akciğer kanseri patogenezinde etkili olabileceğini göstermiştir 

(Mazieres ve diğ., 2004; Mazieres ve diğ., 2005). Tüm bunların yanı sıra, WNT sinyal yolağı 

antagonistlerinden WIF-1’in plazmid vektör yardımıyla A549 ve H460 akciğer kanseri hücre 

hatlarına transfekte edildiğinde ve H460 tümör ksenografts nude farelere enjekte edildiğinde 

hücre büyümesinin inhibe olduğu da gösterilmiştir (Kim ve diğ., 2007).  

WNT sinyal yolağının KHDAK’de aşırı aktive olması, araştırmacıları bu aktivasyonu inhibe 

edecek yollar veya moleküller keşfetmeye yönlendirmiştir. Bu amaçla çeşitli WNT sinyal 
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yolağı inhibitörleri keşfedilmiştir. Bu inhibitörlerden FH535 adı verilen spesifik β-katenin 

inhibitörü, β-katenin alınımı baskılayarak β-katenin/TCF’nin aracılık ettiği transkripsiyonu 

antagonize eder (Handeli ve Simon, 2008). Yapılan çalışmalarda, FH535’in hepatoselüler 

karsinoma kök hücrelerinin proliferasyonunu inhibe ettiği, glioma oluşumunda etkili olduğu, 

mide kanseri hücrelerinin proliferasyonunu engellediği, miyeloid lösemi hücre hatlarında 

programlı hücre ölümünü arttırdığı, pankreas kanserinde hücre sayısını azalttığı, 

osteosarkomada hücre büyümesini inhibe ettiği, kolon kanseri hücre hatları olan HT29 ve 

SW480 üzerinde anjiyogenezi baskıladığı, hepatoselüler karsinoma hücrelerinde siklin D1’in 

ekspresyonunu azaltarak apoptozu indüklediği görülmüştür (Liu ve diğ., 2016; Tomizawa ve 

diğ., 2016; Gustafson ve diğ., 2017; Suknuntha ve diğ., 2017; Chen ve diğ., 2017; Liu ve diğ., 

2018; Huo ve diğ., 2019; Qian ve diğ., 2019). FH535’in WNT sinyal yolağında hangi 

mekanizma ile inhibisyon sağladığı henüz bilinmemektedir. Osteosarkomada FH535 

kullanılarak yapılan bir çalışmada, FH535’in WNT sinyal yolunu telomerik tekrar bağlama 

faktörü 1’in DNA’ya bağlanmasını engelleyen tankiraz 1/2 (TNKS1/2) enzimlerini inhibe 

ederek sağladığını, dolayısıyla inhibitörün etkisini gösterebilmek için kullandığı 

mekanizmalardan birinin bu olduğunu  açığa çıkarılmıştır (Gustafson ve diğ., 2017). Mide 

kanseri hücre hattı olan MKN45 üzerinde FH535’in hücrelerde büzülme etkisi oluşturduğu, 

hücre yoğunluğunu azaltarak hücre ölümüne sebebiyet verdiği görülmüştür (Chen ve diğ., 

2022). Lösemide WNT sinyal yolağının etkilerini araştırmak amacıyla K562, HL60, THP1 ve 

Jurkat hücre hatlarında çeşitli WNT sinyal yolağı inhibitörleri denenmiştir. WNT sinyal yolağı 

inhibitörlerinden AV939, IWP2 ve FH535’in karşılaştırılmalı olarak hücrelere verilmesiyle en 

etkili WNT sinyal yolağı baskılayıcısının FH535 olduğu ve lösemide kullanılabilecek bir ajan 

olduğu gösterilmiştir (Suknuntha ve diğ., 2017). WNT/β-katenin yolağının aktivasyonu, 

hepatoselüler karsinomların en az 1/3'ünde gözlendiği için bu yolun inhibisyonuyla 

hepatoselüler karsinomu tedavi etmek için yeni bir yöntem arayışında olan araştırmacılar, β-

katenin yolunu bloke ettiği gösterilen FH535'in, karaciğer kanseri kök hücrelerini ve 

hepatoselüler karsinom hücre hatlarını çoğalmasını inhibe edip edemeyeceğini belirlemek için 

yaptıkları çalışmada  siklin D1 ve survivinin  ekspresyonunun  azaldığını göstermişlerdir 

(Gedaly ve diğ., 2014). Bu inhibitörün hepatoselüler karsinomadaki etkisini inceleyen bir başka 

çalışmada, HepG2 hücrelerinin FH535 ile tedavisi sonucunda, hücrelerin proliferasyonunun 

inhibe olduğu ve bu inhibisyonun β-katenin  proteininin ekspresyonunun azalmasıyla ilişkili 

olduğu  görülmüştür (Liu ve diğ., 2014).  FH535'i göç, invazyon ve büyüme dahil olmak üzere 



58 

 

 

 

malign meme kanseri hücrelerinin için potansiyel bir inhibitör olup olamayacağının araştırıldığı 

bir çalışmada,  in vitro olarak üçlü negatif meme kanseri hücre hatları olan MDA-MB231 ve 

HCC38’in büyümesini, göçünü ve invazyonunu önemli ölçüde inhibe ettiği gösterilmiştir (Iida, 

ve diğ., 2012). Kolorektal kanserde ise  DLD-1 ve SW620 hücre hatlarının proliferasyonunu ve 

göçünü, G2/M tutuklamasını önemli ölçüde indükleyerek inhibe ettiği gösterilmiştir (Tu ve diğ., 

2019). 

Mikrotübülleri depolimerize ederek hücre siklusunun G2/M fazını bloke eden ve bu şekilde 

hücre çoğalmasını inhibe ettiği bilinen DTX’in, ileri evre KHDAK tedavisinde hem tek ajan 

olarak hem de sisplatinle veya gemsitabinle ikili kombinasyonunda etkili bir ajan olduğu pek 

çok klinik çalışmada gösterilmiştir (Roszkowski ve diğ., 2000; Fossella ve diğ., 2003; Herbst 

ve Khuri, 2003; Lilenbaum ve diğ., 2007). DTX’in 100 mg/m2 dozu ile kanserin faz IV 

aşamasında bulunan ve kemoterapi tedavisinden sonuç alamayan hastalarda %40 oranında 

tedaviye cevap alınmıştır ve DTX’in ilerlemiş KHDAK’e karşı önemli bir anti-tümör ilaç 

olduğu kabul edilmiştir (Erdemoğlu ve Şener, 2000). 

Bu çalışmada, KHDAK başta olmak üzere birçok kanserin tedavisinde tek  başına ve farklı 

ilaçlarla kombin olarak kullanılan DTX’in, hastada oluşturduğu yan etkiler ve sağlıklı dokuya 

verdiği zararlar göz önüne alındığında kanser tedavisinde tek ajan olarak kullanılmasının yerine 

KHDAK’de aşırı sinyalizasyon gösteren WNT sinyal yolağını inhibe eden FH535 ajanıyla 

kullanılmasının, sağlıklı hücreye verdiği zararı minimuma indirmek ve kanser hücresinin 

ölümüne neden olmak veya kanser hücresinin aktivitesini bloke etmek bakımından daha etkili 

olacağı düşünüldüğü için bu kombinasyon ile çalışılmaya karar verilmiştir. 

A549 ve BEAS-2B hücrelerine DTX ve FH535 dozları tek başlarına ve kombin halde uygulanıp 

hücresel seviyede gösterdikleri sitotoksisite sonuçları değerlendirilerek yapılan MTT 

çalışmasında, iki hücre hattına 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulanan DTX, kanser hücre hattına 

zamana ve doza bağlı olarak 72 saatte etkisini gösterirken sağlıklı akciğer hücre hattına en az 

zararı 24 saatte, en zararlı etkiyi 72 saatte göstermiştir. Bu sonuçlar, kanser tedavisinde sıklıkla 

kullanılan DTX’in kanser hücresinde en etkili olduğu zamanda sağlıklı hücreye de zarar 

verdiğini, hastalarda DTX kullanımına bağlı olarak görülen komplikasyonların nedeninin bu 

olabileceğini ve en önemlisi DTX’in tek başına KHDAK tedavisinde etkin bir hedef ilaç 

olamayacağını göstermektedir.  
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İki hücre hattına 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulanan FH535’in kanser hücresine olan etkisini 

48 ve 72 saatlerde gösterdiği; sağlıklı hücreye en az zararı 72 saatte gösterdiği ve bunun yanı 

sıra 24 ve 48 saatlerinde kanser hücresine öldürücü etki gösterirken aynı saatlerde sağlıklı 

hücreye minimal zararı verdiği dolayısıyla kanser tedavisinde hedefe yönelik olarak 

kullanılabilecek bir ajan adayı olduğu görülmüştür. 

İki hücre hattına DTX+FH535 kombini ve tekli dozların hücreler üzerinde oluşturduğu etki göz 

önüne alınarak mümkün olan en düşük doz oluşturulmaya çalışılmıştır. 24, 48 ve 72 saat 

boyunca, kontrol grubu hücrelerine kıyasla kanser hücresinde kombin dozların etkisinin paralel 

seyrettiği; sağlıklı hücrede ise zararlı etkinin 72 saatten sonra gözlenmeye başlandığı 

görülmüştür. Bu sonuçlar, kombin doz denemesinin her iki hücre hattında uygulanmasının 

uygun olduğunu ve zamana bağlı, detaylı etkinin hücresel düzeyde değerlendirilmesi için 

xCELLigence gerçek zamanlı hücre analizinde MTT’de uygulanan dozların 100 saat boyunca 

15 dakika aralıklarla denenmesinin gerekliliğini göstermiştir. MTT’de etkili olduğu görülen 

tekli dozlar ile kombin dozlar kullanılmıştır. Kombin dozlarda, tekli dozlardan daha az dozajlar 

kullanılmasıyla, minimum seviyede doz kullanılarak kullanılan ajanların oluşturabileceği 

toksik etkinin azaltılması amaçlanmıştır. 

xCELLigence gerçek zamanlı hücre analiz verilerine göre, kanser hücresine tek başına 

uygulanan DTX’in kontrol grubuna kıyasla etkinliğinin olduğunu fakat sağlıklı hücreye tek 

başına verildiğinde hücreye zarar verdiği; FH535’in kanser hücresinde %50 (IC50 değerine 

uyumlu olarak) hücresel ölüme yol açtığı, sağlıklı hücrede ise neredeyse herhangi bir toksik 

etki göstermediği görülmüştür. Belirlenen uygun ve etkili dozajlar kullanılan ajanların 

oluşturabileceği toksik etkinin azaltılması amacıyla minimuma indirilerek kombin doz halinde 

A549 ve BEAS-2B hücre hatlarına verilmiş ve 100 saat boyunca 15 dakika aralıklarla ölçüm 

alınarak hücresel seviyedeki etkileri izlenmiştir.   

Uygun DTX ve FH535 dozlarını belirlemek için A549 ve BEAS-2B hücre hatlarında ayrı ayrı 

farklı dozlarda ajanlar verilerek deneyler yapılmıştır. A549 hücresine 1 μM DTX, 5 μM DTX 

ve 10 μM DTX verildiğinde IC50 değerine en yakın dozun 1 μM doz olduğu görülmüştür. Bu 

bağlamda deneylere 1 μM DTX ve daha az molarda DTX ile devam edilmesi uygun 

görülmüştür. A549 hücresine 10 μM FH535, 20 μM FH535 ve 30 μM FH535 verildiğinde IC50 

değerine en yakın dozun 20 μM FH535 olduğu görülmüştür. A549 hücresinde istenen etkiyi 

vermesinin yanı sıra BEAS-2B’de de en az zararlı etkiyi veren dozları belirlemek amacıyla 
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BEAS-2B hücresine 1 μM DTX ve 5 μM DTX uygulanmıştır. Uygulanan her iki dozda aynı 

toksisiteyi gösterdiği için A549 hücresine verildiğinde etki gösteren en düşük doz olan 1 μM 

DTX ve daha düşük dozlarda DTX ile kombin çalışmasına devam etmeye karar verilmiştir. 

Aynı şekilde BEAS-2B hücresine verilen FH535 dozlarıyla, verilen maksimum dozajda 

gösterdiği etkiyi görebilmek için 30  μM FH535 ve 40 μM FH535 deneye alınmıştır ve literatüre 

ek katkı sağlayacak olan; yüksek dozlarda FH535’in sağlıklı akciğer hücresine yaygın olarak 

kullanılan ajanlara göre çok az zarar verdiği verisi elde edilmiştir. Dolayısıyla yüksek doz 

FH535’in sağlıklı hücreye zarar vermediği, kanser hücresinde ise doz arttıkça öldürücü etkiyi 

gösterdiği görülmüştür. Fakat, tedavi protokollerinde hastanın minimum kimyasal ajana maruz 

kalması, organizma sağlığı açısından önem taşıdığı için bu çalışmada 0,5 μM olarak belirlenen 

FH535 dozu üzerinden deneylere devam edilmiştir. 

Sonuçlar göstermiştir ki; kombin doz uygulaması, kanser hücresinde kontrol grubuna kıyasla 

daha fazla etkinlik göstermiştir. Aynı kombin doz sağlıklı hücrede, tek başına DTX verildiğinde 

verilen hasarla eş değer hasar yaratmıştır. Bu sonuçlardan hareketle, kanser tedavisinde sıklıkla 

kullanılan DTX’in sağlıklı hücreye verdiği zarardan daha fazla zarar vermeyen ve buna karşılık 

kanser hücresine DTX’in tek başına gösterdiği etkinlikten daha fazla etkinlik gösteren kombin 

ajan adayı olan DTX+FH535 kombini başarılı bulunmuştur. Elde edilen zamana bağlı hücre 

indeksi grafiği sonuçları, kombin uygulama yapılan kanser hücresinin anti-mitotik aktivite 

göstererek etkili olduğunu göstermiştir. MTT ve xCELLigence gerçek zamanlı hücre analiz 

deneylerinden elde edilen paralel veriler, kanser hücresinde belirlenen kombin uygulamanın 

hedefe yönelik tedavi için umut vaat ettiğini göstermiştir. 

Kombinasyon tedavilerinde daha etkili sonuca ulaşabilmek amacıyla kullanılan %50 toksisite 

için kombinasyon indeksi hesabı aşağıda verilen formüle göre yapılmıştır. 

CI = (D)1/(DX)1+ (D)2/(DX)2+α (D)1.(D)2/(DX)1. (DX)2                                                                  (5.1) 

(D)1: (D)2 ile kombinasyon halinde IC50 için ilaç 1’in dozu 

(D)2: (D)1 ile kombinasyon halinde IC50 için ilaç 2’nin dozu 

(DX)1: Tek başına IC50 için ilaç 1’in dozu 

(DX)2: Tek başına IC50 için ilaç 2’nin dozu 
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α: iki ilaçtan biri varken diğeri etki göstermezse “0”; iki ilaç birlikte etki gösteriyorsa “1” olarak 

kabul edilir ve hesaplanan değer; CI>1,3 ise antagonizmayı, CI=1,1-1,3 ise orta antagonizmayı, 

CI=0,9-1,1 ise destekleyici etkiyi, CI= 0,8-0,9 ise hafif sinerjizmi, CI= 0,6-0,8 ise orta 

sinerjizmi, CI= 0.4-0.6 sinerjizmi ve CI= 0,2-0,4 ise yüksek sinerjizmi gösterir (Ichite, 

Chougule, Jackson, Fulzele, Safe, ve Singh, 2009). Bu çalışmada kullanılan kombin dozun 

A549 hücrelerinde gösterdiği etki 0,37505 kombinasyon indeksi değeriyle yüksek sinerjik 

etkidir. Bu sonuç, belirlenen kombinasyon dozunun, ayrı ayrı verilen DTX ve FH535 

dozlarından daha yüksek bir etki gösterdiğini dolayısıyla A549 hücre hattına uygulanan kombin 

dozun, hücreler üzerindeki etkisinin tek başına her iki ajanın kullanılmasından daha etkili 

olduğunu göstermektedir.. 

A549 kanser hücresinde uygun bulunan kombin doz verilerek mitotik aktivite analizi 

yapılmıştır. Kanser hücresinin ilk 24 saatteki mitotik aktivitesi kontrol grubuna kıyasla %74’e 

yükselirken; 48 saatteki mitotik aktivitesi kontrole kıyasa %105’e yükselmiştir. 72 saatteki 

mitotik aktivitesi ise gerçek zamanlı hücre analiz verileriyle uyumlu olarak kontrole kıyasla 

%72’ye düşmüştür. Zamana bağlı olarak azalarak değişim gösteren mitotik aktivite, kombin 

ajan uygulamasının hücreyi mitotik katastrof adı verilen hücre ölüm tipine götürdüğünü; gerçek 

zamanlı hücre analiziyle de uyumlu olarak kombin uygulamanın kanser hücresi üzerinde anti-

mitotik etki gösterdiğini desteklemiştir. Mitotik katastrofta, hücre bölünmesinin mitozda 

kontrol noktalarında oluşan DNA hasarı sonucunda hücre metafazda ya da metafaza giremeden 

ölür. Apoptozun aksine kaspaz bağımlı olmaksızın ve nüklear fragmantasyon görülmeyen hücre 

ölümünde anormal mitoz süreci gerçekleşir. Mitoz durur, mitotik iğ iplikçiklerinde 

degradasyonlar meydana gelir. Nükleustan bol hücreler oluşur ve kromozom ayrımı 

başarısızlıkla sonuçlanır (Galluzzi ve diğ., 2018). DTX’in tek başına kanser hücrelerinde anti-

mitotik etkisini mikrotübülleri stabilize ederek G2-M fazını bloke ettiği mekanizmayla yaptığı 

bilinmektedir (Herbst ve Khuri, 2003). Elde edilen sonuçlar, tübülin heterodimerlerinin β-

tübülin alt ünitesine bağlanarak mikrotübül depolimerizasyonunu engelleyen DTX’in bu 

etkisine literatürdeki diğer çalışmalarla da uyumlu olarak FH535’in de destekleyici etki 

gösterdiği ve bu şekilde bu kombinasyonun mitoz bölünmeyi azalttığı ve hücreyi mitotik 

katastrofa sürükleyerek ölüme götürdüğünü göstermektedir.  

Mitotik katastrofta kardeş kromatidlerin ayrılması başarısızlıkla sonuçlanmaktadır. Kombin 

ilaç verilen kanser hücrelerinin mitotik katastrof yoluyla ölüme gittiğini doğrulamak için BrdU 
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aktivite analizi yapılmıştır. BrdU, DNA yapısında bulunan timidinin analoğudur. Hücre 

proliferasyonunu belirlemek amacıyla kullanılır. BrdU, hücre replikasyon sırasında aktif olarak 

çoğalan hücrelerin yeni sentezlenen DNA iplikçiklerine dahil olur. Böylelikle prolifere olan 

hücrelerde BrdU aktivitesi fazla olur. Kombin ilaç verilen kanser hücresinin 24, 48 ve 72 

saatteki BrdU aktivitesinin zamana bağlı olarak kontrol grubuna kıyasla 72 saatte  %68’lere 

düştüğü, bu sonucun mitotik aktivite analizi sonuçlarına paralel olarak mitoz bölünmenin 

azalmasıyla prolifere olan hücre sayısının da azaldığının bir göstergesidir. 

Önceki verilerden elde edilen zamana bağlı azalan mitotik aktivite sonucunda kanser hücresinin 

anti-mitotik etkisinin yanı sıra apoptoz adı verilen programlanmış hücre ölüm tipiyle de ölüme 

gidip gitmediğini araştırmak amacıyla apoptotik hücre ölüm yolağında apoptozu indükleyen en 

önemli kaspazlardan olan kaspaz 3 ve kaspaz 7’nin (diğer adıyla cellat kaspazların) aktivitesine 

bakıldığında, kombin doz uygulaması verilen kanser hücresinin kontrole kıyasla kaspaz 3,7 

aktivitesinde anlamlı bir değişiklik olmadığı görülmüştür. Bu sonuç, gerçek zamanlı hücre 

analizinden elde edilen verilerle uyumlu olarak kombin doz uygulaması yapılan kanser 

hücresinin apoptotik hücre ölümüyle değil anti-mitotik etkiyle ve dolayısıyla mitotik katastrofla 

ölüme gittiği fikrini desteklemektedir. 

Sonuç olarak; A549 ve BEAS-2B hücrelerinde DTX ve FH535’in kombin olarak uygulandığı 

literatürde ilk kez yapılan bu çalışmada, KHDAK’de kanser patogenezinde rol aldığı düşünülen 

WNT sinyal yolağındaki aşırı aktivasyonun inhibisyonunu sağlayan WNT sinyal yolağı 

inhibitörü FH535 ve KHDAK tedavi protokolünde sıklıkla kullanılmasına rağmen hastada yan 

etki ve sitotoksik etki oluşturduğu bilinen DTX’in kombin olarak uygulanmasıyla, kanser 

hücresinde antiproliferatif etki gösterirken sağlıklı hücrede minimum zararı gösterecek dozun 

bulunmasıyla yeni tedavi protokolü oluşturulması amaçlanmıştır. Bu amaçla yapılan MTT, 

gerçek zamanlı hücre analizi, mitotik aktivite analizi, BrdU hücre proliferasyon analizi ve 

kaspaz 3-7 aktivite analizi deneyleriyle 0,005 μM DTX+0,5 μM FH535 kombinasyonunun 

KHDAK hücre hattı olan A549’da anti-mitotik etki göstererek mitotik katastrofa neden olduğu; 

sağlıklı akciğer hücresi BEAS-2B’ye minimum zararı vererek tek başına DTX kullanımında 

verilen sitotoksik etkiden daha fazla zararlı etkiyi vermediği görülmüştür. Böylelikle literatürde 

ilk kez yapılan bu çalışma, KHDAK tedavisinde kullanılabilecek yeni bir protokolünün 

oluşturulmasına katkı sağlayacaktır. 
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