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Simgeler Aciklama

Ca*? :Kalsiyum

CO2 :Karbondioksit

G :Donme hizi

U :Uluslararasi Unite

kDa :Kilodalton

m? :Metrekare

mg :Miligram

ml :Mililitre

NaHCOs3 :Sodyum Bikarbonat

nm :Nanometre

pH :Potansiyel Hidrojen

Mg :Mikrogram

pl :Mikrolitre

pum :Mikromolar

°C :Santigrat

Kisaltmalar Aciklama

AIF :Apoptoz indiikleyici Faktor
ALK :Anaplastik Lenfoma Kinaz
ATP :Adenozin trifosfat

Apaf-1 :Apoptotik proteaz aktive eden faktor-1
APC :Adenomatozis Poliposiz Koli
BrdU :5-Bromo-2'-deoksitridin
BT ‘Bilgisayarl1 Tomografi
p-katenin :Beta-katenin
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CKy2
CKy3
CKo
CKe
CRD
CT
dH-20
DISC
Dkk
Dkk-1
Dkk-2
Dkk-3
Dkk-4
DMSO
DNA
DTX

Dvl

:Kaspaz Aktive Edici DNaz
:Ca?'/kalmodulin Bagimli Protein Kinaz 11
:CREB-baglayic1 Protein

:Hucre Bolinmesi Kontrol Proteini 42
:Cerberus

:Kombinasyon indeksi

:Kazein Kinaz

:Kazein Kinaz Alfa

:Kazein Kinaz Beta-1

:Kazein Kinaz Gama-1

:Kazein Kinaz Gama-2

:Kazein Kinaz Gama-3

:Kazein Kinaz Delta

:Kazein Kinaz Epsilon

:Sisteince Zengin Bolge
:Bilgisayarli Tomografi

:Distile su

:Oliim Indukleyici Sinyal Kompleksi
:Dickkopf

:Dickkopf-1

:Dickkopf-2

:Dickkopf-3

:Dickkopf-4

:Dimetil stlfoksit
:Deoksiribontkleik Asit

:Dosetaksel

:Dishevelled
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(D1
(D)2
(Dx)1
(Dx)2
EGFR
Endo-G
ER
FADD
FBS
FGFR1
FH535
Fz
GSK-3p
ICAD
1Cso
KHAK
KHDAK
LRP5/6
MRG
MTT
PBS
PCP
PD-L1
PET
PKC
P300

RPMI-1640

:(D)2 ile kombinasyon halinde ICxo i¢in ilag 1’in dozu

:(D): ile kombinasyon halinde ICxo igin ilag 2’nin dozu

:Tek basma ICsg i¢in ilag¢ 1’in dozu

:Tek basia ICsp i¢in ila¢ 2’nin dozu

:Epidermal Bliyume Faktori Reseptori
:Endonukleaz-G

:Endoplazmik Retikulum

:FAS ile Iliskili Olum Alani Proteini

:Fetal Bovine Serum

:Fibroblast Blyime Faktorl Reseptori 1
:2,5-Dikloro-N-(2-metil-4-nitrofenil) benzensulfonamid
:Frizzled

:Glikojen Sentaz Kinaz-3p

:Inaktif Kaspaz Aktive Edici DNaz

Y ar1 maksimum inhibitér konsantrasyonu

:Kii¢iik Hiicreli Akciger Kanseri

:Kii¢iik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri

:Diisiik Yogunluklu Lipoprotein Reseptor iliskili Protein 5/6
:Manyetik Rezonans Goruntileme
:3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolyum bromir
:Fosfat Tamponlu Tuzlu Su

:Planar Hicre Polaritesi

:Programlanmis Olum-ligand1 1
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OZET

KUCUK HUCRELI DISI AKCIGER KANSERINDE DOSETAKSEL’IN WNT
SINYAL YOLU INHIBITORU FH535 iLE BIRLIKTE KULLANIMININ
ANTIPROLIFERATIF ETKILERININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZi

Eda Nur AVSAR

Istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisi

Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Dr. Ogr. Uyesi Idil CETIN

Calismamizda, KHDAK tedavisinde kullanilan DTX ve WNT sinyal yolagi inhibitorii olan
FH535’in kombin halde kullaniminin adenokarsinomik insan alveolar bazal epitelyum hiicresi
A549 ve saglikli bronsiyal epitel hiicresi BEAS-2B hiicre hatlar1 tizerindeki etkileri MTT ve
gercek zamanli hiicre analizi ile degerlendirilmistir. A549 kanser hiicresinin aktivitesini
azaltirken BEAS-2B saglikli akciger hiicresinde minimum zarar1 gosteren kombin doz
belirlenerek KHDAK’de mitotik aktivite analizi, BrdU analizi ve kaspaz 3-7 aktivite analizi
yontemleriyle in vitro kosullarda bu kombin dozun hiicresel seviyede meydana getirdigi
etkilerin arastirilmasi amacglanmistir. Bu baglamda saglikli akciger hiicresine minimum zarar1
verirken; KHDAK hicresinde antiproliferatif etkiyi gdsteren dozun belirlenmesiyle birlikte
mevcut tedavi protokollerine ek yeni tedavi protokollerinin olusturulmasi hedeflenmistir.

Elde ettigimiz sonuglara gore; 0,005 uM DTX+0,5 uM FH535 kombinasyon dozunun KHDAK
hiicre hatt1 olan A549°da anti-mitotik etki gdstererek mitotik katastrofa neden oldugu; saglikli
akciger hiicresi BEAS-2B’ye minimum zarar1 vererek tek basmna DTX kullaniminda verilen
sitotoksik etkiden daha fazla zarar vermedigi tespit edilmistir. Bu kombinasyon dozunun ayr1
ayr1 verilen DTX ve FH535 dozlariin verdigi etkiden daha yiiksek bir etki gostererek 0,37505
kombinasyon indeksi degeriyle yiiksek sinerjik etkide oldugu tespit edilmistir. Dolayisiyla
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A549 hiicre hattina uygulanan kombin dozun, hiicre {izerindeki etkisinin tek basma her iki
ajanin kullanilmasindan daha etkili oldugu gdsterilmistir.

Tiim sonuglar birlikte degerlendirildiginde, kombin uygulama sonrasi A549 hiicre hattinda
¢ogalma hizi anlamli sekilde azalmistir. Gergek zamanli hiicre analizinde hiicrenin anti-mitotik
aktivitesinin artarak mitotik katastrof yoluyla 6liime gittigi goriilmiistiir. Mitotik aktivite analizi
sonuglar1 da gercek zamanli hiicre analizinden elde edilen mitotik katastrof sonucunu
destekleyici sekilde sonuglanarak kontrol grubuna kiyasla mitotik aktivitede 72 saatte azalma
goriilmiistiir. BrdU analizi ile kombin uygulama sonrasi hiicre siklusunun sentez fazinda, hiicre
proliferasyonunun nasil etkilendigi incelenmistir. BrdU aktivitesinin zamana bagli olarak
kontrol grubuna kiyasla 72 saatte %68’lere diistiigli goriilmiistiir. Bu sonug, mitotik aktivite
analizi sonuglarma paralel olarak mitoz béliinmenin azalmasiyla prolifere olan hiicre sayismin
da azaldigmmn bir gostergesidir. Hiicre canliliginda ve mitotik aktivitedeki azalmaya baglh
olarak hiicrenin kombin doz uygulamasi sonrast apoptotik hiicre 6liim yolagini kullanarak
olime gidip gitmedigini belirlemek amaciyla kaspaz 3,7 aktivitesine bakilmistir. Kontrol
grubuna kiyasla aktivitede anlamli bir degisiklik olmadig1 goriilmiistiir. Bu sonug, gercek
zamanli hiicre analizinden elde edilen verilerle uyumlu olarak kombin doz uygulamasi yapilan
kanser hiicresinin apoptotik hiicre 6liim yolagini kullanarak 6lmedigini, dolayisiyla anti-mitotik
etkiyle; mitotik katastrof yolagmi kullanarak oOlime gittigi fikrini desteklemektedir.
Calismamizda, DTX ve FH535 kombinasyonunun KHDAK modeli A549 hiicre hatt1 ve BEAS-
2B saglikli akciger hiicre hattindaki etkileri ilk kez gosterilmistir.

Aralik 2022, 94 sayfa.

Anahtar kelimeler:Kugtuk Hiucreli Dis1 Akciger Kanseri, A549, BEAS-2B, Dosetaksel,
FH535, WNT Sinyal Yolagi

Xvii



SUMMARY

INVESTIGATION OF THE ANTIPROLIFERATIVE EFFECTS OF
DOCETAXEL IN COMBINATION WITH WNT SIGNALING PATHWAY
INHIBITOR FH535 IN NON-SMALL CELL LUNG CANCER

M.Sc. THESIS

Eda Nur AVSAR

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Sciences

Department of Biology

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Idil CETIN

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 uM DTX+0.5 pM 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. GIRIS

Kanserler, hem Diinya’da hem Tiirkiye’de hastaliklar arasinda insidans ve mortalite orani
bakimindan ikinci sirada yer almaktadir (Ozgil ve dig., 2009). Kanser tiirleri arasmdaki
insidans ve mortalite orani karsilastirmasinda, 185 iilkede 36 farkli kanser tiirii arasinda yapilan
arastirma verilerine gore; 9.6 milyon kanser vakasindan en sik goriileni olan akciger kanserti,
%18,4 mortalite oraniyla birinci sirada yer almaktadir (Bray ve dig., 2018). 2013 yilinda Diinya
capmda 8 milyondan fazla kanser vakasi 6liimii gorilmiistiir (Naghavi ve dig., 2015). Bu
verilerin, giin gectikce ciddiyetini koruyarak artmaya devam edecegini gosteren ge¢cmis yillara
ait veriler, 2020-2030 yillar1 arasinda akciger kanserinin diger kanserlere kiyasla mortalite
oranini koruyarak birinci sirada yer almaya devam edecegini gostermektedir (Rahib ve dig.,

2014).

2015 yilinda Diinya Saglik Orgiitii, akciger kanserini kiiciik hiicreli akciger kanseri (KHAK)
ve kiiglik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) olarak iki gruba aymrmustir (Travis ve dig.,
2015). Akciger kanserlerinin %80-85’ini olusturan KHDAK, gecikmis tan1 ve yetersiz tedavi
nedeniyle %20’lerde olan bes yillik sag kalim oramiyla en o6liimciil kanserler arasinda yer
almaktadir (Molina ve dig., 2017; Institue, 2017). Akciger kanserinin molekiiler
mekanizmasinin heterojen ve karmasik olmasi sebebiyle tan1 ve tedavide ge¢ kalinmasi ve bu
sebeple cerrahi rezeksiyon uygulanma sansinin diisiik olmas1 gibi nedenlerden dolay1 akciger
kanseri, en ¢ok insidans ve mortalite oran1 gésteren kanserlerden biridir (Bilello ve dig., 2002).
Bu sebeple hastaligin molekiiler mekanizmasini aydinlatmak amaciyla hiicresel yolaklarin
aktivasyon ve inhibisyon mekanizmalar1 {izerine hedefli tedavi protokolii olusturulmasi 6nem
arz etmektedir. Tedavide uygulanan monoterapinin yetersiz kalmasi ve yan etkileri dolayisiyla
hastaya zarar vermesi kombin tedavi protokollerinin gelistirilmesinin 6niinii agmistir (Larsen

ve Minna, 2011).

WNT sinyal yolagi, hiicre proliferasyonu, sag kalimi, kendi kendini yenileme, hiicre biiyiimesi,
hicre hareketi ve farklilagsmasi dahil birgok dnemli hiicresel siirecte rol oynamaktadir. Bu sinyal
yolaginda meydana gelen bozukluk veya mutasyonlar kanser basta olmak iizere bircok

hastaligin patogeneziyle iligkilendirilmektedir (Willert ve Jones, 2006). WNT proteinin hticre



membraninda Frizzled ve diisiik yogunluklu lipoprotein 5/6 reseptorlerine baglanmasiyla
baglayan sinyalizasyon, hiicre iginde birtakim fosforilasyonlara sebep olarak [-katenin
birikimine sebep olmaktadir. Biriken -katenin, niikleus igerisinde transkripsiyon faktorlerini
aktiflestirerek bircok genin transkripsiyonunu dizenlemektedir (Nakamura ve dig., 2005;
Kestler ve Kiihl, 2008).

KHDAK’de, WNT sinyal yolaginda olusan mutasyon ya da bozukluk nedeniyle fazla biriken
B-katenin, WNT-1 geninin ekspresyonunu arttirir ve artan bu ekspresyon, akciger kanseri
patogenezinde de gorulen bir durumdur (Akiri ve dig., 2009; Teng ve dig., 2010). Elde edilen
bu verilere ragmen, akciger kanserinde WNT sinyal yolaginin molekiiler mekanizmasi tam
olarak aydmliga kavusturulamamistir. KHDAK {izerine yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarda,
WNT-1 proteininin ekspresyonu inhibe edildiginde akciger kanserinin apoptotik 6liim yoluna
gittigi gosterilmistir (Howe ve Brown, 2004; Kim ve dig., 2007).

WNT sinyal yolagi inhibitorlerinden biri olan FH535, spesifik bir f-katenin inhibitoridir. -
katenin alimin1 baskilar ve B-katenin/TCF’nin aracilik ettigi transkripsiyonu antagonize eder
(Handeli ve Simon, 2008). Karaciger kanseri, mide kanseri, pankreas kanseri, hepatoseliiler
karsinoma, kolon kanseri, osteosarkoma ve miyeloid I6semi gibi bircok kanser turd Gzerinde
FH535’in etkilerinin incelendigi c¢alismalarda, FH535’in anjiyogenezi baskiladigi, hicre
proliferasyonu inhibe ettigi ve hlicrede apoptotik etki gosterdigi goriilmiistiir (Liu ve dig., 2016;
Tomizawa ve dig., 2016; Gustafson ve dig., 2017; Suknuntha ve dig., 2017; Chen ve dig., 2017;
Huo ve dig., 2019; Qian ve dig., 2019).

Dosetaksel, mikrotubulleri depolimerize ederek hiicre sikluusunun G2/M (mitoz) fazin1 bloke
eden bir antineoplastik bir ajandir (Herbst ve Khuri, 2003). Hicre proliferasyonunu inhibe
ederek hiicreyi dliime gotiirdiigli diisiiniilmektedir. KHDAK basta olmak iizere bir¢ok kanser
tedavisinde siklikla kullanilan DTX, hastada olusturdugu yan etkiler, toksisite ve tedavide tek
basma yetersiz etki gostermesi sebebiyle kombin ilaglarin kullanilmas: gerekliligini
g6stermektedir. Giiniimiizde, DTX’in tek veya kombin olarak kullanildig1 ¢aligmalar, hastalik
tedavisinde istenilen basariya ulasamasa da tedavide kullanilmaktadir. Basariya ulasamayan
tedavinin yan1 sira DTX ve benzeri ajanlarmn tedavide kullanilmasi, hastada cesitli etkilere ve
zararlara neden olup tedavi strecini zorlagtirmaktadir (Cortes ve Pazdur, 1995; Miller ve dig.,
1995; Aapro, 1997; Liu ve dig., 2021).



Calismamizda, KHDAK basta olmak iizere kanser tedavisinde kullanilan DTX ve KHDAK’de
asir1 aktive gosterdigi bilinen WNT sinyal yolagi inhibitorii olan FH535’in kombin halde
kullaniminin adenokarsinomik insan alveolar bazal epitelyum hiicresi A549 ve saglikli
bronsiyal epitel hiicresi BEAS-2B hiicre hatlar1 tizerindeki etkilerinin MTT ve gergek zamanli
hicre analizi ile degerlendirilip A549 kanser hiicresinin aktivitesi azaltirken BEAS-2B saglikli
akciger hiicresinde minimum zarar1 gosteren kombin dozun belirlenerek kanser hiicresinde,
kaspaz 3-7 aktivite analizi, mitotik aktivite analizi ve BrdU analizi yontemleriyle in vitro
kosullarda hiicresel seviyede meydana getirecegi etkilerin arastirilmasi amacglanmistir. Bu
baglamda saglikli olan akciger hiicresine minimum zarar1 verirken; KHDAK hiicresinde
antiproliferatif etkiyi gosteren optimal dozun belirlenmesiyle birlikte mevcut tedavi
protokollerine ek yeni tedavi protokollerinin olusturulmasi hedeflenmistir. Calismamizda, DTX
ve FH535 kombinasyonunun KHDAK modeli A549 hiicre hatt1 ve BEAS-2B saglikli akciger

hiicre hattindaki etkileri ilk kez gdsterilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. AKCIiGER

Akciger, gogiis kafesi icerisinde sagda ii¢ lob, solda iki lob olmak {izere toraks icinde bulunan
pembe renkli, siingerimsi yapidaki bir ¢ift organdir. Nefes alip verdikge genisleyip biiziilerek
organizma igin gerekli olan oksijen ve karbondioksit gazlarmin degisimini saglamaktadir.
Sagda 625 gram; solda 565 gram olmak iizere, mediastinum ve her iki akcigeri ayr1 ayr1 saran
serdz zar adi verilen plevra ile ikiye ayrilir (Yicel, 2018). Trakeden sag ve sol primer bronsa
ayrilan hava yolu, sirasiyla sekonder ve terminal bronglara ayrilmaktadir. Terminal bronsun
sonlandig1 yerde alveol adi verilen hava keseleri bulunur (Sekil 1.1). Akciger, sag ve solda
superior, middle ve inferior adlar1 verilen segmentlere ayrilmaktadir. Bu segmentlerin digini

plevra zar1 sarmaktadir (Aung ve dig., 2019).

Plevra

Primer Brong

Superior Lob Sekonder Brong

Terminal Brong
Middle Lob

Inferior Lob

Sekil 2.1: Akciger anatomisi. Sekil, Aung ve dig., (2019)’den Tiirk¢e’ye gevrilip degistirilerek
yeniden ¢izilmistir.



2.2. KANSER

Biiyiime 6zelligi bozulan hiicrelerin klonal yayilim gdstermesine kanser adi verilmektedir
(Futreal ve dig., 2001). Homo sapiens’de hastalik olarak kategorilendirilen 100’1 askin kanser
tiri  oldugu bilinmektedir (Pavlopoulou ve dig., 2015). Diinya’da ve Tiirkiye’de
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra, ikinci siradaki 6liim sebebi kanserlerdir (Ozgil ve dig.,
2009). 2008 yilinda tiim Diinya’da kanser tanisi yeni konmus hastalarin %13’liniin akciger
kanseri oldugu; 2012 yilindaki istatistiklerde tiim Diinya’da kansere bagli 0lum nedenleri
arasinda birinci sirada akciger kanserinin %18’lik bir oranla yer aldig1 tespit edilmistir (Institue,
2012). 2013 yilinda Diinya ¢apinda 8 milyondan fazla kanser vakasi Olimi gorilmiistiir
(Naghavi ve dig., 2015). 2014 yilinda yapilan bir ¢aligmada, 2006-2010 yillar1 arasinda
g6zlenen oran ve demografik degisikliklere gore; 2020 ve 2030 yillar1 arasinda kanser tirlerinin
Olim oranlarmin siralamasinda, mortalite orani en yiiksek kanserlerin akciger, pankreas ve
karaciger kanseri olacagi ongoriilmiistiir (Rahib ve dig., 2014). 2018 yilinda 185 tlkede 36
farkli kanser tiiriiniin karsilastirilmasinin yapildig1 ¢alisma raporuna gore; Diinya’da 9.6 milyon
kanser vakasindan en sik goriileni olan akciger kanseri, %18,4 mortalite oraniyla en ¢ok 6liime
sebep olan kanser tiirti olarak belirlenmistir (Bray ve dig., 2018). 2022 yilinin sonunda Amerika
Birlesik Devletleri’nde 2 milyona yakin kanser vakasi ve 1 milyona yakm kanser 6limdnin
gerceklesecegi tahmin edilmektedir. Bu vakalar arasinda akciger kanserinden giinde yaklasik
350 oOliimiin olacag bildirilirken; akciger kanseri hastalarmin sayismin 236.740 olacagi
ongorulmektedir (Siegel ve dig., 2022). Kanser tiirlerine gore insidans ve mortalite oranlari,

Sekil 2.1°de gosterilmistir.



INSIDANS

Diger kanserler
m Ozafagus kanser
W Karaciger kanseri
Mide kanseri
M Prostat kanseri
W Kolorektal kanser
W Akciger kanseri
B Meme kanseri

M Serviks kanseri

M Tiroit kanseri

MORTALITE

Diger kanserler
m Akciger kanseri
N Lgsemi

Serviks kanseri
W Prostat kanseri
M Pankreas kanseri
B Ozafagus kanseri
B Meme kanseri

m Mide kanseri

M Karaciger kanseri

Sekil 2.2: Kanser tiirlerine gore insidans ve mortalite oranlari. Sekil, Sung ve dig., (2021)’den
Tirkge’ye cevrilip yeniden gizilmistir.

2.3. AKCiGER KANSERI

Akciger kanseri, akcigerde bulunan hiicrelerin dengesiz sekilde c¢ogalmasi, gen anlatimi
degisimi, epigenetik faktorler, mutasyon birikimi gibi ¢esitli nedenlerle hiicresel homeostazin

bozulmasi sonucunda meydana gelen malign yapida bir kanser tiiriidiir. Kontrol dis1 ¢ogalan



hiicreler tiimorleserek cevre dokulara metastaz yapmaktadir (Baran, 2018). Akciger kanserine
neden olan faktorler: sigara kullanimi, hava kirliligi, genetik alt yap1, diyet sekli, maruz kaliman
radyasyon, yas Ve cinsiyet olarak bir¢ok ¢alismada siralansa da hastaliga neden olan faktorlerin
¢ogu tamamen aydmlatilamamistir. Dolayisiyla belirlenen mevcut nedenler ve bu nedenlerin
mekanizmasi aydinlatilamadigi i¢in hastaligin tanisi, prognozu ve tedavisindeki eksiklikler

klinik yansimada artan mortalitenin éniine gecememektedir (Bilello ve dig., 2002).

Akciger kanseri tanisinda kullanilan direkt grafi, bilgisayarli tomografi (BT), magnetik
rezonans goruntileme (MRG), pozisyon emisyon tomografisi (PET), bronkoskopi, transtorasik
ince igne aspirasyonu biyopsisi, mediastinoskopi, torakoskopi ve torakotomi gibi ¢esitli
yontemler olmasina ragmen hastaligin tanisi i¢in ge¢ kalinmasi ve hastaligin tanis1 konulana
kadar hizli ilerleyisi sebebiyle de klinik asamada artan mortalite sorun yaratmaktadir (Alar ve

Sahin, 2012).

Akciger kanserinin molekiiler mekanizmasi karmasik ve heterojendir. Genetik, epigenetik ve
protein sentezi sonrast meydana gelen modifikasyonlar gibi molekiiler degisiklikler, akciger
kanseri tanisi, prognozu ve tedavisini etkilemektedir. Dolayisiyla hastaligin molekuler
mekanizmasida rol oynayan hiicresel yolaklarin bilinmesi ve bu yolaklarin aktivasyon ve
inhibisyon mekanizmalarin1 hedefleyerek tedavide yeni yontemlerin gelistirilmesi 6nem arz
etmektedir (Larsen ve Minna, 2011).

Akciger kanseri, tim kanser tirleri arasinda en sik goriilen kanser tirlerinden biridir (Bray ve
dig., 2018). Tanm1 konulmasi hastaligin ileri evrelerinde oldugu ve tedavideki yetersizliklerden
dolay1 6liim oran1 yiiksektir. Akciger kanseri, 2017 y1l Tiirkiye Kanser Istatistikleri’nde %56,7
orantyla erkeklerde insidans orani en yiiksek kanser tiirii olarak belirlenmistir (T.C. Saglk
Bakanlig1 Tiirkiye Halk Saghgi Genel Midiirliigii, 2017). En sik goriilen akciger kanseri alt tipi
olan adenokarsinomun tedavisinde gelistirilen hedefe yonelik tedavi gibi yeni yOntemler
sayesinde énemli ilerlemeler elde edilmektedir. Yapilan istatistik ¢aligmalar1 neticesinde, tim
diinyada akciger kanseri hastalarinin 2011-2017 yillar1 arasinda ortalama 5 yillik sag kalim

orani %21,7 olarak belirlenmistir (Institue, 2017).

Hedefe yonelik kanser tedavisi, diger kanser tiirlerinde oldugu gibi akciger kanserinde de umut
vaat eden bir tedavi yontemidir. Hedeflenilen kanser dokusuna ydnelik uygulanan madde, ilag,

kombine ilag ve benzeri ¢aligmalarla kanser bulunan organdaki saglikli doku hiicrelerine zarar



vermeden kanser dokusundaki hucrelerin 6limune neden olabilecek yeni tedavi yontemleri ve
ilaglar gelistirilmeye calisilmaktadir (Baran, 2018). Bu kapsamda gelistirilen ilaglar, ilag
kombinasyonlar1 veya hedeflenen molekiil iizerinden yapilan tedavi yontemleriyle akciger
kanserinin molekiiler mekanizmasma yonelik tedaviler gelistirilmektedir. Ozellikle KHDAK
tedavisinde hedefe yonelik tedavi yontemleriyle ilgili gesitli calismalar bulunmaktadir (Hirsch
ve dig., 2016).

2015 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO), akciger kanserini, KHAK ve KHDAK olmak (izere
iki gruba ayirmaktadir (Travis ve dig., 2015).

2.3.1. Kuguk Hucreli Akciger Kanseri (KHAK)

KHAK, tiim akciger kanseri olgularmnin %14’linii olusturur. Sigara icme Oykiisii bulunan
bireylerde gorulir. Taninin ge¢ konulmasindan dolayr hastaligi ileri evrelerinde tedaviye
baglanilir. TUmorla hiicrelerde artan DNA, bazofilik bir gorinime sebebiyet vermektedir
(Yener ve Diismez, 2014).

2.3.2. Kuguk Hucreli Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK)

KHDAK, adenokarsinom, skuamé6z hicreli karsinom ve farklilasmamus biiytik hiicreli kanser
olarak (¢ ana gruba ayrilmaktadir (Sekil 2.2). Akcigerin mukus {ireten bezlerinde ve akcigerin
dis kisimlarma yakin bolgelerde ortaya c¢ikmaktadwr. KHDAK, akciger kanserlerinin %80-
85’ini olusturmaktadir (Molina ve dig., 2008). KHDAK de semptomlar ge¢ tespit edildigi i¢in
hastalar gecikmis tan1 nedeniyle cerrahi sans1 bulamamaktadir (Jemal ve dig., 2011). Bu ylizden
cerrahi disinda baska tedavi yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Akciger kanseri tanisinda
bronkoskopi, biyopsi, bronsiyal lavaj, tiimér markirlari, CT (Bilgisayarlh Tomografi), MRG,
ultrason, mediastinoskopi ve PET kullanilmasina ragmen genellikle tan1 konuldugunda hastalik
ileri evrede oldugundan dolay1 cerrahi tedavi uygulanamamakta ve kemoterap6tik ilaclar,
hedefe yonelik tedavi ve/veya imminoterapi gibi tedavi yontemlerine basvurulmaktadir
(Rattinger ve dig., 2009).

KHDAK, agresif bir kanser tiiriidiir ve tan1 konuldugu zaman hastada sistematik yayilim
goriilmektedir. Ge¢ tani konulmasindan dolay1r sadece sistemik kemoterapiye yanit
vermektedir. KHDAK birinci evre hastalarmm sadece %2-5’lik kisminda cerrahi, bir tedavi

sansidir (Jett ve dig., 2013). Bu oranin hastaligin baslangic evresi olan birinci evrede dahi bu



kadar diigiik olmasi, tedavinin zorlugu ve beraberinde gelen yiiksek mortalite oranlarini

aciklamaktadir.

2.3.2.1.Adenokarsinom

Tim akciger kanserlerinin %38’ini olusturan ve terminal bronsiyol epitelinden kdken alan
adenokarsinomlar, en sik goriilen akciger kanseri tipidir. Genellikle sigara igme Oykusi
bulunmayan bireylerde gorulir. Heterojen bir yapiya sahiptir. Tiroid transkripsiyon faktor-1
(TTF-1) ve Napsin-A, hastaligin biyobelirtegleri olarak kullanilir. Bunun yani sira bu tipte,
epidermal biyime faktori reseptorti (EGFR) mutasyonu, anaplastik lenfoma kinaz (ALK)
amplifikasyonu, proto-onkojen tirozin protein kinaz-1 ROS (ROS1) amplifikasyonu ve
programli 6liim ligandi-1 (PD-L1) ekspresyonu tanida kullanilan biyobelirte¢lerdendir (Horn
ve Lovly, 2018).

2.3.2.2. Skuamoz hicreli karsinoma

Erkeklerde daha sik goriilen bu tip, akcigerin ana bronglarinda santral yerlesmis olarak bulunur
(Travis, 2011). Sigara icme Oykist bulunan bireylerde gorilir. Tek hiicre keratinizasyonu,
hiicreleraras1 kopriilesmeler en tipik 6zellikleridir (Yener ve Diismez, 2014). SOX2 ve
fibroblast buytime faktori reseptori 1 (FGFR1) amplifikasyonu skuamoz hiicreli karsinomun

ayrt edici molekiiler degisikliklerindendir (Perez-Moreno ve dig., 2012).

2.3.2.3. Buyuk Hucreli Karsinom

Akciger kanserlerinin %10’undan azin1 olusturan ve periferik akciger dokusundan kdken alan
tumor tipidir (Sholl, 2014). Belirgin nikleus ve nikleoluslara sahiptir (Yener ve Diismez,
2014).



10

Kiiiik Hiicreli AN s
Akciger Kanseri Kuquk Hilcrel
Akciger
(%15) <
Kanseri
(KHAK)
Adenokarsinoma
(%40)
T T Kiigiik Hiicreli
Skuamoz Hiicreli =
Karginaras Disi Akciger

(%35)

Kanseri (KHDAK)

Biiyiik Hiicreli
Karsinoma
(<%10)

Sekil 2.3: Akciger kanseri tirleri ve mikroskobik goruntlleri. Sekil, National Cancer Institue,
(2018a)’den degistirilerek Tiirkge’ye gevrilip yeniden ¢izilmistir.

2.4. WNT SINYAL YOLAGI

WNT geni, meme tiimorii olan bir farenin tiimér dokusundan izole edilmis olan ve int-1 isminin
verildigi bir gendir. Drosophila’da wingless olarak adlandirilan genin int-1 geni ile fonksiyon
ve dizi benzerligi paylastiginin belirlenmesi tizerine bu gen 1991 yilinda literatiire WNT geni
olarak ge¢mistir (Nusse, 2005). Glnumizde Homo sapiens’te tanimlanmis olan 19 WNT gen
ailesine ait protein belirlenmistir. Bu proteinler sisteinden zengin bdlgeler icermektedir ve

glikoprotein yapidadir (llyas, 2005).

WNT polipeptidinde bulunan hidrofobik sinyal dizileri, bu proteinin endoplazmik retikuluma
(ER) yonelmesini saglar. Burada post-translasyonel olarak glikolizasyon ve modifikasyon
geciren protein son halini alir. Son halini alan WNT proteini, ER’den tomurcuklanan tastyici
vezikiillerin iginde sitozole, sitozolden de Golgi kompleksine tasinir. WNT proteini bu

asamadan sonra hedef hiicreyi etkilemeye baglar (Damien ve dig., 2007).
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WNT sinyal yolaginin hiicre proliferasyonu, sag kalimi, kendi kendini yenileme, hiicre
buyumesi, hareketi ve farklilasmasi gibi birden fazla hticre temelli biyolojik olayda gorev aldigi
bilinmektedir (Willert ve Jones, 2006). Embriyonik gelisim siirecinde ve yetigkin donemde
doku homeostazinin saglanmasinda etkindir (Lustig ve Behrens, 2003; Jager ve dig., 2013).
WNT/B-katenin (Kanonik/Klasik), WNT/Ca*? (Kanonik olmayan) ve WNT/Planar Hiicre
Polaritesi (PCP) olmak {izere iig ¢esit WNT sinyal yolagi tanimlanmistir (Huelsken ve Behrens,
2002).

2.4.1. WNT/B-Katenin (Kanonik/Klasik) Sinyal Yolag:

WNT proteinin hiicre membranmda bulunan Frizzled (Fz), disiik-yogunluklu lipoprotein 5/6
(LRP5/6) reseptorlerine baglanmasiyla sinyalizasyon baslamaktadir (Sekil 2.3). Baglanmayla
Olusan iclii kompleks, hiicre igerisinde birtakim fosforilasyonlarin gerceklesmesini saglar
(Wawrzak ve dig., 2009). Bu fosforilasyonlarla sinyal, hiicre membranindan sitozole aktarilir.
Aktarilan sinyalle, sitozolde -katenin birikmeye baslar. Biriken p-katenin, nikleusa taginarak
transkripsiyon faktorlerini aktiflestirir (Kestler ve Kihl, 2008). B-katenin bagimli olan bu sinyal
yolag, hiicre i¢indeki B-katenin seviyesini diizenleme, hiicreler aras1 adezyonu saglama, bir¢ok
genin transkripsiyonunu diizenlemede gorev alir (Nakamura ve dig., 2005). Dolayisiyla bu
sinyal yolagmin homeostazinda meydana gelen bozukluklar kanser basta olmak tizere birgok
hastaliga sebep olmaktadir (Jass ve dig., 2003; Yardy ve Brewster, 2005; Ng ve dig., 2019). Bu
yolagin islevinde birgok bilesen rol alir. Bunlar: Fz ve LRP5/6 reseptorleri, dishevelled (Dvl),
axin, adenomatdz polipozis koli (APC), glikojen sentaz kinaz-3p (GSK-3p), kazein kinazlar
(CK), kaderinler, beta katenin (B-katenin), T hiicre faktorii/lenfosit arttirict baglanma faktori
(TCF/LEF)’ddr.
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Sekil 2.4: WNT/ B-katenin sinyal yolagi. Sekil, Patel ve dig., (2019)’den degistirilerek Tiirk¢e’ye
cevrilip yeniden ¢izilmistir.

2.4.1.1. Fz ve LRP5/6 Reseptorleri

Fz reseptorl, G protein ailesine ait (7 kivrimli resept6r protein), transmembran bir proteindir.
Fz reseptoriiniin hiicre diginda bulunan kismi sisteince zengin 10 adet rezidi (CRD)
icermektedir. 500-700 aminoasit uzunlugunda, 63-80 kDa molekiil agirligindadir (Huang ve
Klein, 2004). WNT proteininin bir ucu, Fz reseptdriiniin CRD bdlgesine, sistein rezidileriyle

baglanir; diger ucu ise LRP5/6 proteinine baglanir.
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LRP5/6, diisik yogunluklu lipoprotein ailesine ait transmembran bir proteindir. Fz’nin
koreseptoridir (Cadigan ve Liu, 2006). 1615 aminoasit uzunlugunda ve 180 kDa molekil
agirhgmdadir. Fz ve WNT proteiniyle birlikte ti¢lii kompleks (Fz-LRP5/6-WNT) olustururlar.

2.4.1.2. Dvl

500-600 aminoasit uzunlugunda ve 78 kDa molekiil agirliginda olan bu protein, ilk kez
Drosophila’da saptanmistir (Wallingford ve Habas, 2005). Dvl molekiilii, hiicre membranina
bagli olan Fz ve LRP5/6 reseptorleriyle B-katenin kompleksi arasindaki iliskiyi bir ucu Fz’ nin
hiicre i¢inde bulunan kismina, diger ucu ise LRP5/6’ya bagl olan axine baglanarak
saglamaktadir (Povelones ve Nusse, 2002). Bu protein her ii¢c WNT sinyal yolaginda da gorev
almaktadir. Bu sebepten dolayr Dvl proteinine “kavsak noktasi” adi da verilmektedir
(Wallingford ve Habas, 2005). Dvl proteinin WNT sinyalizasyonundaki 6nemi bilinse de etki
mekanizmasi heniiz tam anlamiyla agiga kavusturulamamistir. Yapilan ¢alismalarda Dvl
proteinin gorevleriyle ilgili c¢esitli goriisler One siiriilmektedir. Bunlar: axinin hicre
membranina hareketini sagladigi, Fz reseptoriine bagli olan ucunun yani sira diger ucunun axine
baglanarak axinin yikilmasmi uyardigi ve Dvl-Fz kompleksinin LRP5/6 resept6rinin
degisimini uyardig1 ve bu sayede de fosforilasyonu etkiledigidir (Kishida ve dig., 1999). Bu
proteinde meydana gelen degisiklikler ve bozukluklar, WNT/B-katenin sinyal yolaginin
kontrolsiiz aktivasyonuna sebebiyet vermektedir. Bu kontrolsuiz aktivasyonun karsionogenezin
olusumunda etkisi, yapilan ¢aligmalarla da desteklenmistir. Bu ¢alismalarda prostat, servikal,
meme, KHDAK ve kolon kanseri hiicrelerinde Dvl proteinin miktarinmn arttigi, buna bagl
olarak Dvl-1 geninin ekspresyonunun arttig1; kontrolsiiz aktivasyon gerceklestigi goriilmiistiir

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

2.4.1.3. Axin

862 aminoasit uzunlugunda 95,6 kDa molekiil agirliginda olan bir proteindir. Yikim kompleksi
olarak adlandirilan “Axin, APC, GSK-3B” kompleksinin yapisinda bulunur. Bu kompleks, -
katenin fosforilasyonunu kontrol altina almakta ve bu sekilde B-kateninin yikilmasinda gorev
almaktadir. WNT sinyal yolag: inaktif oldugunda yikim kompleksi aktif durumdadir. Bu
aktivasyon, axin ve APC proteinlerinin, kazein kinaz-1 (CK-1) ve GSK-3f3 enzimleri tarafindan
fosforillenmesine neden olur. Bu fosforillenmeyle B-katenin, yikim kompleksiyle birlesir. Daha

sonra yikim kompleksinin yapisinda bulunan CK ve GSK-3 enzimleri, B-katenin molekultnd
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fosforiller. Fosforillenen B-katenin bu kompleksten ayrilir ve pargalanir (Kikuchi, 1999;
Verheyen ve Gottardi, 2010).

2.4.1.4. APC

2843 aminoasit uzunlugunda ve 312 kDa molekiil agirliginda olan APC proteini, p-katenin ve
axin proteinlerine multidomain yapisi nedeniyle baglanma gerceklestirir (Fearnhead ve dig.,
2001; Lustig ve Behrens, 2003). Hiicre sitoplazmasi ve nikleusunda bulunan protein, birgok
kanser tiirlinde mutasyona ugramustir (Giles ve dig., 2003). Bu nedenle de APC’nin
hastaliklarin olusumunda etkili olan bir protein oldugu disiiniilmektedir (Bienz ve Clevers,
2000; Nathke, 2005). Eger APC geninde mutasyon meydana gelirse B-katenin bu proteine
baglanamayacaktir. Baglanma ger¢eklesmediginde WNT sinyal yolu inaktif durumda olsa dahi
yikim kompleksi inhibe olur. Inhibisyon sonucunda sitoplazmada bulunan B-Katenin miktarinda
meydana gelen artisla nikleusa giren fazla B-katenin, sinyal yolagmm hedef genlerinin

kontrolsiiz sekilde transkripsiyonuna neden olur (Kikuchi, 1999; Verheyen ve Gottardi, 2010).

2.4.1.5. GSK-3p

GSK-3B enzimi, embriyonik gelisim doneminden baslayarak canlilik siiresince bir¢ok sinyal
yolaginda gérev alan bir serin/treonin kinazdir. Alfa ve beta olmak tizere iki izoformu bulunur.
WNT sinyal yolaginda beta formu gorev alir. 420 aminoasit uzunlugunda, 47 kDa agirhigma
sahip olan GSK-3p molekilu, B-katenin, axin ve APC’nin fosforillenmesinden sorumludur
(Doble ve Woodgett, 2003). Bu molekiilde meydana fonksiyon bozukluklarinin kanser basta
olmak tizere bir¢ok hastalikla iliskisi oldugu gosterilmistir (Lee ve Kim, 2007; Duda ve dig.,
2020).

24.1.6.CK

Serin ve treonin aminoasitlerinin fosforilasyonunda gorevli olan protein kinazdir. Memeli
hiicrelerinde; alfa (CKa), beta 1 (CKB1), gama 1 (CKy1), gama 2 (CKy2), gama 3 (CKy3), delta
(CKd) ve epsilon (CKe) olmak iizere yedi farkli izoformu bulunmaktadir (Rowles ve dig.,
1991). CK hiicre membrani, sitoplazma ve hiicre nilkleusunda bulunmaktadir. Tek bir polipeptit
zincirinden olusan bu enzimler, 37-51 kDa molekiil agirligmma sahiptir ve organizmada
gerceklesen bircok biyolojik surecte etkinlik godsteren proteinlerin fosforile olmasindan
sorumludur (Knippschild ve dig., 2005). Fosforilasyon sonucunda proteinlerin sinyal iletim
yolaklarindaki etkinligini diizenlemektedir (Knippschild ve dig., 2005). CK’nin CKy izoformu,
WNT sinyal yolaginda LRP5/6’y1, CKe izoformu Dvl proteinlerini ve CKo izoformu, (-
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katenini fosforillemektedir (Swiatek ve dig., 2004; Verheyen ve Gottardi, 2009). CK proteini,
WNT sinyal yolaginda LRP5/6 ve Dvl proteinlerinin fosforillenmesinden sorumludur. WNT/p-
katenin sinyal yolaginda yikic1 kompleksin yapisia katilan CK, yikici komplekste bulunan
axin, APC ve B-katenin proteinini fosforillemektedir (Gao ve dig., 2002).

2.4.1.7. Kaderinler

Molekiil agirliklar1 120.000-140.000 kDa olan Ca*?a bagimli, 110 aminoasit uzunlugunda
transmembran glikoproteinlerdir (Behrens, 1994). Bulunduklar1 dokuya gore; plasentada P-
kaderinler; epitel hicrelerinde E-kaderinler; endotel hicrelerinde V-kaderinler; kas
hicrelerinde ve ndral dokularda N-kaderinler ve kalp kasinda H-kaderinler ismini alirlar (Van
Roy, 2014). Hiicrelerin birbirilerine olan baglantisinda gorev alan bu proteinler, sitoplazmik
proteinlerle iliski igindedir. Tiimor hiicrelerinde hiicrelerin birbiriyle olan iligkisi bozuldugu

icin bu proteinin de diizensiz oldugu goriilmektedir (Sensoy ve Oznurlu, 2009).

2.4.1.8. p-katenin

B-katenin, E-kaderinin sitoplazma igindeki kismu ile hiicre iskelet elemanlarindan a-aktin
arasinda koprii gérevi yapmaktadir. 782 amino asitten olusan 92 kDa agirliginda bir proteindir
(D6nmez ve dig., 2011). WNT sinyal yolag inaktif oldugunda p-katenin proteininin yapisinda
bulunan serin aminoasitlerinden zengin bdolgelerin fosforillenmesiyle, B-katenin proteinin
yikimi i¢in bir etiket gorevi goriir. B-kateninin bir kismu hiicre-hiicre baglantilarinda gorev
yapmak Uzere hlicre membraninda bulunurken geri kalan kismu sitozolde aktif olarak bulunan
yikic1 kompleksin etkisi ile parg¢alanir. Bu durumda sitoplazma ve niikleus icerisinde B-katenin
birikimi olusmaz (Brembeck ve dig., 2006). Sinyal yolu aktif oldugunda yikici kompleks
dagilir. Bu sebeple, B-katenin fosforillenemez ve sitoplazmadaki B-katenin miktar: artar. Artan

B-katenin, nukleusa girerek hedef genlerin transkripsiyonu saglar (Liu ve dig., 2022).

2.4.1.9. TCF/LEF

TCF transkripsiyon faktord, nlkleusta bulunurlar ve DNA’ya baglanarak gen
transkripsiyonunu dizenledikleri icin birgok hiicresel siirecte oldukca dnemli etkilere sahiptir.
(Willert ve Jones, 2006). Memeli hiicrelerinde TCF1, TCF3, LEF1 ve TCF4 olmak tzere dort
uyesi bulunan TCF/LEF, 380-620 amino asit uzunlugunda, 42-68 kDa molekiil agirligina
sahiptir (Shitashige ve dig., 2008). TCF/LEF-1 transkripsiyon faktorlerinin transkripsiyonunun
aktiflestirebilmesi i¢cin  p-kateninin proteine baglanmas1 gerekmektedir. TCF/LEF1

transkripsiyon faktorlerinin N-terminalinde 60 aminoasitlik B-katenine baglanma bolgesi olarak
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bilinen B-katenin baglanma domaini, bu baglanmayi saglamaktadir. Bu baglanma ile olusan
kompleks ise ‘“B-katenin-TCF/LEF1 transkripsiyon kompleksi” olarak adlandirilir ve
transkripsiyon kompleksinin DNA’ya baglanarak hedef genlerin transkripsiyonunu etkiledigi
bilinmektedir ( Behrens ve dig., 1996).

2.4.2. PCP Sinyal Yolag:

WNT proteini, reseptore baglandiginda RhoA ve Cdc42 GTPazlar1 aktive olur (Sekil 2.4) (Lai
ve dig., 2009; Lane ve dig., 2011). Bu yolak, hiicre gogii ve hiicre iskeleti elemanlarinin
diizenlenmesinde, iliskili genlerin transkripsiyonunda ve hiicre adezyonundan sorumlu hedef
genlerin transkripsiyonunda gorev almaktadir (Fanto ve McNeill, 2004; Yamamoto ve dig.,
2008).

WNT/PCP Sinyal Yolag:
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Sekil 2.5: WNT PCP sinyal yolagi. Sekil, Kahn ve Kim, (2014)’den Tiirk¢e’ye cevrilerek yeniden
cizilmistir.
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2.4.3. WNT/ Ca*? Yolag

WNT proteinin hicre membraninda bulunan Fz reseptériine baglanmasiyla, hiicre igerisinde
birtakim fosforilasyonlar gerceklesir ve bu sekilde sinyal yolagi aktive olur (Kohn ve Moon,
2005). Aktive olan sinyal yolaginda, hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu artmaya baslar. Y liksek
Ca*?konsantrasyonu, sitozolde bulunan Ca*?/Kalmodulin bagimli protein kinaz I (CamKII) ve
protein kinaz C (PKC) gibi enzimleri aktive eder. Aktiflesen bu enzimler sayesinde aktive olan
sinyal yolagi, hiicre go¢l wve hicre proliferasyonu gibi ¢esitli hiicresel sureclerin
diizenlenmesinde gorev alir (Sekil 2.5) (Kihl ve dig., 2000; Lustig ve Behrens, 2003; Komiya
ve Habas, 2008).

WNT/Kalsiyum Sinyal Yolagi
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Sekil 2.6: WNT/Kalsiyum sinyal yolagi. Sekil, Kahn ve Kim, (2014)’den Tirkge’ye ¢evrilip
degistirilerek yeniden ¢izilmistir.
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2.4.4. WNT Sinyal Yolaginin Aktivasyonu

WNT proteinin hiicre membraninda bulunan Fz reseptoriine baglanmasinin ardindan bu yapiya
LRP5/6 reseptorii de katilir. Olusan “Fz-WNT-LRP5/6” ti¢lii kompleksi ile reseptorde
konformasyonel bir degisim olusur (Huang ve Klein, 2004). Bu kompleks yoluyla sinyal

sitozole aktarilir. Bu aktarim iki sekilde meydana gelir:

Birinci yolda: Olusan konformasyonel degisim nedeniyle sitozolde serbest olarak bulunan Dvl
proteini, CK-1 enzimi tarafindan fosforillenir ve hiicre membranina yonelir (Wallingford ve
Habas, 2005).

Ikinci yolda: LRP5/6 reseptoriiniin hiicre i¢inde bulunan kismi fosforillenmektedir ve bu
fosforillenmeyle sitozolde bulunan axin proteini, hiicre membranna transloke olur (Wu ve dig.,
2009). Translokasyonla yikic1 kompleksi bir arada tutan axin proteini kompleksten ayrilir. Bu
yikic1 kompleks B-kateninin yikilmasindan sorumludur ve WNT sinyalizasyonunun baslamasi
ile inaktive olur. Bu inaktivasyonun nedeni, yikict kompleksi bir arada tutan axin proteini
yapidan ayrilip hiicre membraninda bulunan LRP5/6 proteinine baglanmasi ve B-kateninin
fosforillenmesinden sorumlu olan GSK-3B enziminin inhibe edilmesidir. Sinyal sitozole
aktarilinca, yikic1 kompleks parcalanir; B-katenin proteini fosforillenemez ve fosforillenmeyen
B-katenin proteinin bir kismi hiicre membranma giderek hiicresel baglantilarda gorev alir. Diger
kismui sitoplazmada birikmeye baglar. Daha sonra biriken B-katenin, niikleusta inaktif halde
inhibitér proteinlere bagli bulunan TCF/LEF-1 transkripsiyon faktoriinii ayirarak aktif hale
getirir ve sinyali nikleusa ulastirir (Willert ve Jones, 2006; Maher ve dig., 2009).

WNT sinyalizasyonunu kisaca 6zetlemek gerekirse; WNT ligandi, Fz ve LRP5/6 reseptoriine
baglanarak hucre iginde sinyalizasyonu baslatir. Sinyalizasyonla birlikte Fz-WNT-LRP5/6 tcli
yapisi birbirleriyle baglant1 kurar (Nusse ve Varmus, 1992; Cadigan ve Liu, 2006; Mikels ve
Nusse, 2006; Chen ve dig., 2008). Ardindan  sinyal  sitoplazmaya  gecger;  Dvl’nin
fosforilasyonunu uyarir. DvI’nin fosforilasyonuyla axin, APC, CK-1 ve GSK-3p olusan yikim
kompleksi dagilr. Bu kompleksin dagilmasi, B-katenin stabilizasyonunu saglamaktadir.
Stabilizasyonu saglanan f-katenin, niikleusa transloke olur. Burada, transkripsiyon faktor ailesi
olan TCF/LEF iiyelerine baglanarak, p300 ve CBP (CREB-baglayic1 protein) ile birlikte
hicrenin ¢ogalmasima sebep olacak WNT hedef genlerinin transkripsiyona ugramasini saglar
(Sekil 2.4.5) (Veeman ve dig., 2003; Moon, 2005; Teo ve Kahn, 2010).
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2.4.5. WNT Sinyal Yolaginin Yoklugu

WNT sinyalinin yoklugunda, B-katenin, serin/treonin kinazlar, kazein kinazlar ve GSK-3f3
tarafindan fosforillenir. Fosforillenen B-kateninin proteozomal yikimi gergeklesir (Sekil 2.6)

(Liu ve dig., 2002).
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00000000000 00000000000000000000000000000000000000 000000000000000040

PO00000000 000000000000000000000000000000 0000 00000000000000004

Ubikuitin aracili
proteoliz

Gen Gen
I_’ transkripsiyonu I-. transkripsiyonu
. \

Sekil 2.7: WNT sinyal yolaginin aktif ve inaktif durumu. Sekil, Sonderegger ve dig., (2010)’den
degistirilip Tiirk¢e’ye cevrilerek yeniden ¢izilmistir.
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2.5. WNT SINYAL YOLAGI VE AKCIiGER KANSERI

WNT yolaginin kesfinden sonra bu yolakta meydana gelen mutasyonlarin ve disfonksiyonlarin
belirlenmesi ile WNT sinyal yolagi ¢esitli hastaliklarla iligkilendirilmistir (L’Episcopo, ve dig.,
2012; Liu ve dig., 2014; Chua ve dig., 2015). Meme kanseri ve kolorektal kanser gibi bircok
kanser tiiriiniin WNT sinyal yolaginda etkin olan p-kateninin gecirdigi mutasyonlar sonucunda
birikmesine bagli olarak olustugu bilinmektedir (Howe ve Brown, 2004). WNT sinyal yolaginin
kanser {izerindeki etkisini arastirmak i¢in yapilan ¢alismalarin gogunlugu kolon kanserini temel
alinarak yapilmistir ve bu yolagm akciger kanserinin molekiiler mekanizmasina olan etkisi tam

anlamiyla agikliga kavusturulamamistir (Tennis ve dig., 2007).

WNT sinyal yolagi, akciger kanseri ve bir¢ok hastaligin patogenezinde etkindir (Xu ve dig.,
2007; Shi ve dig., 2009; Liu ve dig., 2011). KHDAK hiicre hatlarinin ¢ogunda aktif WNT
sinyalizasyonu veya WNT-1"in asir1 ekspresyonu goriilmektedir (He ve dig., 2004; Licchesi ve
dig., 2008; Akiri ve dig., 2009; Teng ve dig., 2010). WNT sinyalizasyonunun hiicre
proliferasyonu, yasami, apoptozu, hareketi gibi pek cok siirecte aktif rol almasi, bu yolakta
meydana gelen herhangi bir bozuklugun bahsedilen hiicresel siiregleri ve bu siireclerle ilgili pek
cok biyolojik aktiviteyi etkilemesine neden olmaktadir. Bahsi gecen hicresel surecler
karsinogenez gelisiminde de aktif rol aldigi igin WNT sinyal yolagindaki homeostaz
degisiklikleri karsinogenez de etkilemektedir. Yapilan ¢alismalarda kolon, akciger, meme,
tiroit, prostat kanseri ve losemi gibi bircok kanser tiriinde WNT sinyalizasyonunda bir
bozukluk oldugunu dolayisiyla WNT sinyal yolaginin bu kanserlerin gelisiminde etkili oldugu
gOsterilmistir (Jass ve dig., 2003; Yardy ve Brewster, 2005; Turashvili ve dig., 2006; Mikesch
ve dig., 2007; Thompson ve Monga, 2007).

A549, H1703, H460 ve H838 KHDAK hiicre hatlar1 ile yapilan ¢alismada, WNT-1 proteininin
bu hiicre hatlarinda asir1 eksprese oldugu ve bu proteinlerin ekspresyonu inhibe edildiginde

hucrelerin apoptoz ad1 verilen programli hiicre 6liimii yoluna girdigi gosterilmistir (He ve dig.,
2004).

Dvl proteinin KHDAKde asir1 eksprese edildigi; akciger kanserinde aktifrol aldigi bilinen Rac
ve Rho proteinleriyle de iliski kurdugu dolayisiyla akciger kanseri patogenezinde etkili
olabilecegi gosterilmistir (Mazieres ve dig., 2005). Ayni aragtirma grubu KHDAK’de WIF-1'in
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susturulmasinm, akciger kanseri patogenezindeki WNT sinyal yolaginin anormal

aktivasyonunun 6nemli bir mekanizmasi oldugunu da gostermistir (Mazieres ve dig., 2004).

Tim bunlarin yani sira, WNT sinyal yolagi antagonistlerinden WIF-1’in plazmid vektor
yardimiyla A549 ve H460 akciger kanseri hiicre hatlarina transfekte edildiginde ve H460 tUmaor
ksenografts nude farelere enjekte edildiginde hiicre blylmesinin inhibe oldugu gosterilmistir
(Kim ve dig., 2007).

2.6. WNT SINYAL YOLAGI iNHIBITORLERI

Kanser tedavisinde WNT sinyal yolagmin hedeflenmesi; somatik hiicreler tizerindeki minimal
etki ile timor buylmesinin inhibisyonu, tumér nikstnun inhibisyonu ile kemoterapi ve
radyoterapiye karsi direng gelisiminin dnlenmesi bakimindan 6nemlidir. Bu nedenle WNT
sinyal yolagi inhibitorleri bircok arastirmacinin dikkatini ¢ekmekte ve farkli inhibitorlerin
gelistirilmesine devam edilmektedir. WNT sinyal yolaginda sinyal akismi inhibe eden
inhibitorler Dickkopf (DKk) ve salgilanan frizzled-iliskili protein (SFRP) aileleri olarak ikiye
ayrilmaktadir (Kawano ve Kypta, 2003).

2.6.1. sFRP

SFRP-1, sFRP-2, sFRP-3, sFRP-4, sFRP-5, WIF ve Cerbeus (CER) gibi proteinlerden olusan
SFRP ailesi WNT proteinine direkt baglanarak ya da WNT protein reseptoriine baglanarak

WNT ligand1 ve reseptorinln etkilesimine engel olur (Kawano ve Kypta, 2003).

2.6.2. Dkk

Dkk protein ailesi, Dkk-1, Dkk-2, Dkk-3 ve Dkk-4 olmak iizere dérde ayrilir WNT proteinin
reseptord LRP5/6’ya baglanarak WNT proteinin bu reseptdrle iliski kurmasini engellerler
(Kawano ve Kypta, 2003).
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2.6.2.1. WNT Sinyal Yolag: Inhibitorii FH535
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Sekil 2.8: FH535 yapisi National Center for Biotechnology Information, (2022b).

2,5-Dikloro-N-(2-metil-4-nitrofenil)benzensiilfonamid kimyasal adiyla bilinen C13H10CI2N2O4
kimyasal formuline sahip FH535, spesifik bir B-katenin inhibitéridir (Sekil 2.7). B-katenin
alimimi baskilar ve B-katenin/TCF’nin aracilik ettigi transkripsiyonu antagonize eder (Handeli
ve Simon, 2008). DKkk-3 inhibitor ailesi gibi B-katenine baglanarak sinyal yolagmni inaktive eder.
Yapilan ¢alismalarda, FH535’in hepatoseliler karsinomda, kdk hucrelerinin proliferasyonunu
inhibe ettigi; gliomada kanser olusumunda etkili oldugu; mide kanserinde hiicre ¢ogalmasini
engelledigi; miyeloid hiicre soylarinda programli 6liimii arttirdig1; pankreas kanserinde hiicre
¢ogalmasini azalttig1; osteosarkomda biiylimeyi inhibe ettigi; kolon kanseri hiicre hatlar1 olan
HT29 ve SW480 (izerinde anjiyogenezi baskiladigi; hepatoseliiler karsinoma hicrelerinde
siklin D1’in ekspresyonunu azaltarak apoptozu indiikledigi goriilmistiir (Liu ve dig., 2016;
Tomizawa ve dig., 2016; Gustafson ve dig., 2017; Suknuntha ve dig., 2017; Chen ve dig., 2017;
Liu ve dig., 2018; Huo ve dig., 2019; Qian ve dig., 2019). FH535’in WNT sinyal yolaginda
hangi mekanizma ile inhibisyon sagladigi heniiz bilinmemektedir. 2017 yilinda, osteosarkomda
FH535 kullanarak yapilan ¢aligmada FH535’in WNT sinyal yolagini, telomerik tekrar baglama
faktorii 1’in DNA’ya baglanmasin1 engelleyen tankiraz 1/2 (TNKS1/2) enzimlerini inhibe
ederek sagladigi, dolayisiyla inhibitoriin  etkisini  gosterebilmek i¢in  kullandigi

mekanizmalardan birinin bu oldugunu agiga ¢ikarilmistir (Gustafson ve dig., 2017).
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2.8. DOSETAKSEL (DTX)

Sekil 2.9: DTX molekul formult National Center for Biotechnology Information, (2022c).

Ca3Hs3NO14 molekil formiiliine sahip ve taksan smifina ait bir molekiil olan Dosetaksel (DTX),
Taxus baccatanm igne ug¢lu yapraklarindan izole edilerek elde edilen yar1 sentetik
antineoplastik bir ajandir (Sekil 2.8) (Erdemoglu ve Sener, 2000). Mikrotlbdlleri depolimerize
ederek hicre siklusunun G2/M fazin1 bloke ettigi; bu sekilde hiicre ¢ogalmasini inhibe ettigi ve
hiicreyi Oliime gotirdiigii disiiniilmektedir (Herbst ve Khuri, 2003). DTX, tibulin
heterodimerlerinin B-tlbdllin alt {nitesine baglanarak mikrotlbil depolimerizasyonunu
engellemektedir. Depolarizasyonun engellemesi mikrotlbdlin, stabilizasyon yonine
kaymasiyla fazla mikrotubul demetleri olusumuna neden olur. Bu sebeple, hiicre dongiisi Go-
M faz gegisinde bozulur ve hiicre 6lime gider (Kumar, 1981). DTX’in timdr dokusunda
etkisini hiicre proliferasyonuna ve metastatik siire¢lere etki ederek gosterdigi ortaya
¢ikarilmistir (Herbst ve Khuri, 2003). Mikrotiibiil stabilizasyonuna etkisinin yani sira apoptoz
mekanizmasi tizerinde etkisi oldugu da bilinmektedir (Wang ve dig., 1999). Yapilan birgok
calismada DTX gibi mikrotlbil stabilizasyonunu hedefleyen anti-kanser ajanlarin apoptozu
aktive ettigi gosterilmistir (Schimming ve dig., 1999). Tek basma veya diger kemoterapotikler
ile kombine olarak ¢esitli tipteki kanserlerin tedavisinde kullanilmaktadir (Miller ve dig., 1995;
Aapro, 1997). DTX’in ileri evre KHDAK tedavisinde tek basina ve sisplatinle veya
gemsitabinle kombin kullaniminda etkinliginin oldugu klinik caligmalarda gosterilmistir
(Roszkowski ve dig., 2000; Fossella ve dig., 2003; Lilenbaum ve dig., 2007). DTX, ¢esitli solid
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tiimorlere karsi giiclii bir anti-timor aktiviteye sahiptir (Hill ve dig., 1994; Cortes ve Pazdur,
1995). DTX’in 100 mg/m? dozu ile kanserin faz IV asamasmda bulunan ve kemoterapi
tedavisinden sonu¢ alamayan hastalarda %40 oranlarinda tedavi basariya ulagmistir ve DTX’in
ilerlemis KHDAK’e kars1 6nemli bir anti-tiimor ilag oldugu kabul edilmistir (Erdemoglu ve
Sener, 2000).

2.9. APOPTOZ

Her hiicre c¢ogalir (proliferasyon), farklilasir (diferansiyasyon) ve o6lir. Bu evrelerin bir
homeostaz i¢inde gergeklesmesi organizmanin yasamsal faaliyetlerinin saglikli sekilde devam
edebilmesi icin oldukca 6nemlidir. Homeostazin bozulmasi, kanser basta olmak {izere birgok

hastaligin olusumuna zemin hazirlamaktadir (Kerr ve dig., 1994; McPhie ve dig., 2003).

Yunancada apo (ayr1) ve ptozis (diisen) kelimelerinden olusan apoptoz terimi ilk kez 1972
yilinda yapilan bir ¢alismada 6len hiicrelerin niikleuslarinda yogunlagsmis kromatin pargalarinin
nekroz 6liim tipinden farkli bir 6liim tipi oldugunun fark edilmesiyle kullanilmustir (Kerr ve
dig., 1972).

Bunun yani sira ¢ok hiicreli organizmalarda canlilarin gelisimi esnasinda apoptozise gereksinim
duyulmaktadir. Ornek olarak; insan embriyosunun el parmaklar1 arasmdaki perdenin, burada
bulunan hiicrelerin apoptozis ile 6lmesi sonucunda kaybolmasi, kurbagalarmm metamorfozis
esnasinda kuyruklarinda bulunan hiicrelerin apoptozis gecirip kaybolarak eriskin forma
gegcisinin saglanmasi, deri ve gastrointestinal sistem hiicrelerinin apoptozla 6liip yerlerine yeni
hicrelerin gelmesi, ince bagirsaktaki kriptalarin bagirsak bosluguna dokiilmesi ile yeni

kriptalarm olusumu verilebilir (Vaux ve Korsmeyer, 1999; Coskun ve Ozgiir, 2011).

Programli hiicre 6liimii olarak ifade edilen ve ATP bagimli olan apoptoz, hiicrenin kendi
kendini yok etmesi igin fizyolojik ve metabolik siireclerin olugmasiyla baslar. Apoptoz sinyali
alan hicrede ortamdan uzaklasma ve diger hiicrelerle iligkisini kesme, biiziisme, kromatin
yogunlagmasi, jel elektroforezinde merdiven bant goriintiisii denilen “ladder pattern” olusumu,
151k mikroskobunda hiicrenin etrafinda parlama, niikleusun kondanse olmasi ve sonrasinda
parcalara ayrilmasi, apoptotik cisimciklerin olusumu, hiicre membraninin i¢ ylzeyinde bulunan
fosfotidilserinin hiicre disma transloke olmasi, kromatinin piknotik denilen sekilde

yogunlasmasi, normal hticrede birbirini takip eden 7 kirilmanm yerini 300.000 kirilmaya
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birakmasi, DNA fragmantasyonu, mitokondriyal hasar gibi birtakim degisiklikler gdzlenir.
Apoptozda gorilen apoptotik cisimcikler, makrofajlar tarafindan taninarak fagosite edilir. Bu
esnada nekrozdan farkli olarak enflamasyon goriilmez (Wijsman ve dig., 1993; Oktem ve dig.,
2001; Zhang ve Xu, 2002; Guimaraes ve Linden, 2004).

2.9.1. Apoptoz Mekanizmasi

Apoptoz hiicre i¢i ve/veya hiicre dis1 sinyallerle gergeklesen bir siiregtir.

Apoptozis Ekstrinsik ve intrinsik Yolaklar

BID

Apoptozis [ ‘ )

Sekil 2.10: Apoptoz mekanizmasi. Sekil, Celepli ve dig., (2020)’den Tiirk¢e’ye ¢evrilip degistirilerek
yeniden ¢izilmistir.
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2.9.1.1. Instrik Yol

Hucre icinde meydana gelen sinyaller, Bid proteinini aktive eder. Aktiflesen Bid proteini, Bcl-
2 proteinini inaktive eder. Bcl-2’nin inaktive olmasiyla Bax ve Bak proteinleri aktifleserek
mitokondriyon membraninda por olusumunu indikler. Mitokondriyon membraninin
olusumuyla zar potansiyeli degisir (Smaili ve dig., 2000). Porlardan sitokrom-c, smac (kaspazin
ikinci mitokondri kaynakl1 aktivatorii), endo-G (endoniikleaz-g), Ca*?, kaspaz-3 ve kaspaz-8’in
aktivasyonlarmi inhibe eden AIF (apoptoz indiikleyici faktor) salinimi baglar. Sitokrom-c,
Apaf-1 ve ATP, apoptozom adi verilen kompleksi olusturur (Adrain ve Martin, 2001).
Apoptozom, kaspaz-9’u aktiflestirir. Aktiflesen kaspaz-9, prokaspaz-3’i kaspaz-3’e
dontstirir. Kaspaz-3, ICAD (inaktif kaspaz aktive edici DNaz)’1 inaktive eder. Boylelikle
CAD (kaspaz aktive edici DNaz) serbest kalir. Serbestlesen CAD, nilkleusta kromatinin
yogunlagarak kromozoma donmesini saglamayr ve DNA’nin fragmantasyonuna sebebiyet
vererek apoptotik hicre 6ltimiine neden olur (Sekil 2.9) (Strasser ve dig., 2000).

2.9.1.2. Ekstrinsik Yol
Ug farkh yol vardr:

[Ik yolda, hiicre yiizeyinde bulunan &liim reseptdrlerine ilgili ligandin baglanmasiyla
konformasyonel degisim geciren reseptorde sinyal iletimi baslar. Konformasyonel degisim
geciren reseptor, prokaspaz-8’le birleserek DISC (6lim indlkleyici sinyal kompleksi)’i
olusturur. Olusan DISC ile, prokaspaz-8, kaspaz-8’e¢ doniisiir. Kaspaz-8 ya kaspaz-3’ii aktive
eder ya da Bid proteinini keserek kaspaz-9’u aktive ederek kaspaz-3’ii aktive eder. Iki yoldan
herhangi biriyle aktiflesen kaspaz-3, DNA fragmantasyonuna ve dolayisiyla apoptoza neden
olur (Sekil 2.9) (Elmore, 2007; Coskun ve Ozgiir, 2011).

Ikinci yolda, hiicre membraninda bulunan sfingomyelinin radyasyon, kemoterapi gibi
etkenlerle seramide doniisiimii saglanir. Seramidin sfingozine doniismesiyle Bid proteinin
ekspresyonu artar. Artan Bid proteini, hiicreyi apoptoza gotirir (Elmore, 2007; Coskun ve
Ozgiir, 2011).

Uciincii  yolda, patojenle karsilasan hiicrede sitotoksik T lenfositi hiicreye baglanir.
Baglanmayla serin proteaz olan perforin salmir. Perforinler, hedef hiicrede porlar olusturur.

Porun igine Ca*? girisi artar. Artan kalsiyumla vezikiillerden baska bir serin proteaz olan
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Granzim B salinir. Granzim B, kaspazlarin aktivasyonuna neden olur. Aktive olan kaspazlar

DNA fragmantasyonu sonucu apoptoza neden olur (Elmore, 2007; Coskun ve Ozgiir, 2011).

2.9.2. Apoptozun Duizenlenmesi

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

ve Bcl-2 ailesinin tiyeleri rol almaktadir.

2.9.2.1. BCL-2 Ailesi

BCL-2 protein ailesi Uyeleri, pro-apoptotik ve anti-apoptotik Uyeler olarak iki gruba
ayrilmaktadir. Pro-apoptotik Uyeler olan Bad, Bax, Bid Bcl-Xs, Bak, Bim, Puma ve Noxa
proteinleri hiicrede fazla ise hicre sitokrom-c ve AIF salimimimi arttirdigi igin apoptoz

indiklenir.

Anti-apoptotik tyeler olan Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1 proteinleri hucrede fazla ise hiicrede por
olusumu indiiklenir ve hiicredeki iyon aligverisinin denge halinde gerceklesmesi saglanir. Bu
iyon aligverisi, pro-kaspaz adi verilen oncii kaspazlari, AIF ve sitokrom-c salinimini inhibe

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

2.9.2.2. Tumor Protein 53

P53 adiyla da bilinen bir transkripsiyon faktori olan tumér protein 53, hicredeki DNA
hasarmda hiicre déngusund durdurarak DNA tamiri i¢in zaman kazandirir. Hicredeki DNA
hasar1 fazlaysa hiicreyi apoptozis yoluna goétirmek icin Bax ve Apaf-1 gibi proteinleri indukler
(Vousden ve Lu, 2002).

2.9.2.3. FAS

Immiin sistemdeki hiicre dliimiinii kontrol eden hiicre reseptériidiir. Reseptdr uyarilinca pro-
kaspazlar: aktive olarak apoptotik siireci baglatir. Fas proteini, reseptoriine baglanarak
reseptdrde konformasyonel degisim saglar. Bu sekilde aktive olan reseptor, FADD reseptoriyle

birlesir ve pro-kaspazlar aktive olur; apoptotik slre¢ baslar (Curtin ve Cotter, 2003).

2.9.2.4. Kaspazlar

Sistein proteaz olan kaspazlar, hiicrede inaktif sekilde bulunurlar. Aktiflesmeleri icin proteolitik
streg gereklidir. Yaklagik 100 farkli proteini keserek apoptoza neden olan kaspazlar: kaspaz-2,
kaspaz-8, kaspaz-9 ve kaspaz-10’unu igeren baslatic1 kaspazlar; kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-

7’yi iceren efektor kaspazlar olarak; kaspaz-1, kaspaz-4, kaspaz-5, kaspaz-11, kaspaz-12,
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kaspaz-13 ve kaspaz-14’i iceren inflamatuvar kaspazlar olarak ii¢ ana gruba ayrilirlar.
Kaspazlar, hiicreyi apoptoza goturmek icin DNA tamir enzimlerini inhibe ederler. Bunun
disinda hiicre iskeleti proteinlerinin keserek iskelet homeostazini bozar ve apoptoza neden
olurlar. Kaspaz-3 ve kaspaz-7, cellat kaspazlar olarak adlandirilan yikici, efektdr kaspazlardir.
Bu kaspazlarin aktivasyonuyla endoniikleaz aktivasyonu, fagositik hiicreler i¢in ligand
ekspresyonu, niikleer proteinlerin imhasi ve apoptotik cisimciklerin olusumu gergeklesir; hiicre

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

2.10. HUCRE DONGUSU ve KANSER ILIiSKiSi

Hiicre dongiisii, hiicre boliinmesi ve ¢ogalmasini saglayan iki hiicre bdlinmesi arasindaki siireg
olarak tanimlanir. Hiicre dongustinde, hiicre DNA’s1, 6zdes iki hiicreye aktarilarak kopyalanir.
Bu siire¢ temelde interfaz ve mitoz (M) olmak uizere iki ana fazda gerceklesmektedir. interfaz
fazi, hiicre dongiisiiniin yaklasik olarak %90’mn1 olusturan ve mitoz bolinme igin DNA
replikasyonun yapildig1 mitoza hazirlik evresidir. interfaz faz1 G1, S ve G; evreleri olmak lizere
ii¢ evreden olugsmaktadir. G; evresinde, hiicre biiylir fakat DNA replikasyonu gerceklesmez.
Sentez fazinda, DNA kendini replike eder. G, fazinda, mitoz bdliinme i¢in hazirlik yapilir. M
evresi ise kendi icinde bes evreden olusmaktadir. Bunlar: profaz, metafaz, anafaz, telofaz ve
sitokinez evreleridir. Profazda, kromozom kondanse olur ve mikrotubtller ig iplikgiklerini
olusturmaya baglar. Metafazda, kromozomlar ekvatoral diizlemde dizilir. Anafazda, kardes
kromatidler birbirinden ayrilir ve kromozom sayisi iki katina ¢ikar. Telofazda, kromozomlar
dekondense olur. Nukleolus ve nikleus membrani olusmaya baslar. Sitokinezde hiicre
membrant ve sitoplazma iki yeni 6zdes hiicreye boliiniir ve hiicre dongiisii tamamlanir (Sekil

2.10) (Cabadak, 2008; Matthews ve dig., 2021).
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Sekil 2.11: Hicre siklusu Matthews ve dig., (2021)’den Tiirkge’ye gevrilerek yeniden ¢izilmistir.

Bu sureclerdeki herhangi bir bozukluk, disfonksiyon, streci yoneten siklin ve siklin bagimli
kinazlardaki mutasyon, siirecte rol alan mikrotubullerin, ig iplikgiklerinin hasara ugramasi ya
da fonksiyonunu dogru seckilde yerine getirememesi @ibi durumlarda, hlcrede kanser
hiicrelerinin tipik 6zelligi olan kontrolsiiz ¢ogalma goriilmektedir (Hanahan ve Weinberg,
2011). Bu durum, kanserde hiicre dongiisiinde rol alan mekanizmalarmn etkili oldugunu da
desteklemektedir (Malumbres, 2011). Birgok ¢alisma, hiicre dongiisii ve kanser arasindaki
iliskiyi ortaya koymaktadir (Tetsu ve McCormick, 2003; Malumbres, 2011). Kanser
hucrelerinde meydana gelen kontrolsiiz ¢ogalmanin dolayisiyla mitoz bdlinmenin 6niine

gecebilmek icin mitoz fazi hedefli yeni yaklagimlar {izerinde ¢aligilmaktadir (Baran, 2018).

Bu yaklagimlardan biri de hiicreyi, mitoz bélinme fazinin kontrol noktalarinda olusan DNA
hasar1 sonucunda mitotik katastrof adi verilen hiicre 6liim tipine yonlendirmektir. Mitotik
katastrof, hiicre boliinmesi sirasinda mitozda meydana gelen basarisizlik olarak tanimlanir.

Apoptotik hiicre 6liminin aksine kaspaz bagimli degildir ve niiklear fragmantasyon
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g0zlenmez. Hiicre siklusu kontrol noktalarindan birinde meydana gelen hata sonucu mitozdan
once ya da mitoz swrasinda siklus durur ve mitotik ig iplik¢ikleri degrade olarak kardes
kromatidlerin dogru sekilde ayrilmasini engeller (Galluzzi ve dig., 2018). Taksan grubundan
bir antineoplastik ajan olan DTXin de kanser hiicrelerinde mikrotibtlleri depolimerize ederek
G2-M fazin1 bloke ettigi ve boylelikle hucredeki mitoz bollinmeyi azaltarak hicreyi 6lime
yonlendirdigi bilinmektedir (Herbst ve Khuri, 2003).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN HUCRE SOYLARI

Bu ¢alismada KHDAK modeli olarak kullanilan A549 hiicre soyu, adenokarsinomik insan
alveolar bazal epitelyum hiicresidir. Bu hiicre hatt1 ilk kez 1972 yilinda 58 yasinda, erkek bir
hastanim tiimoriinden izole edilmistir. A549 hiicreleri, kiiltiir zeminine yapisarak kiiltiirde tek

tabaka halinde biiylimektedir. Morfolojik olarak yassi sekilli hiicrelerdir.

Saglikli akciger modeli olarak kullanilacak BEAS-2B hiicre soyu, saglikli insan bronsiyal epitel
hicresidir. Bu hiicre hatt1 ilk kez 1989 yilinda izole edilmistir. Morfolojik olarak fibroblast

benzeri hiicrelerdir.

Bu hiicreler Istanbul Universitesi ileri Kanser ve Ilag Biyoteknolojileri Arastirma
Laboratuvari’nda rutin olarak Kkdltiire edilen hucrelerdir. Her iki hicre hatti, 100 pg/mi
streptomisin (Streptomisin stlfat, I.E. Ulugay), 100 1U/ml penisilin (Pronapen, Pfizer),
Ambhotericine B (Sigma), %10 Fetal Sigir Serumu (FBS, Gibco lab.) igeren pH’s1 %4,4’liikk
NaHCOs3 ile 7,2’ye ayarlanmis RPMI-1640 mediumunda yasatilmistir.

3.2. HUCRELERIN PASAJ ISLEMIi

A549 ve BEAS-2B hiicrelerinin pasaj islemi, hiicrelerin yetistirildigi flasklarda tek tabaka
haline ulastiklarinda gergeklestirilmistir.  Hiicrelerin  yetistirildigi  kiiltir ~ kabindan
kaldirilabilmeleri i¢in hiicreler arasi baglantiy1 ve kiiltiir kabi ile hiicrelerin baglantisini kesen
proteolitik enzim olan %0,25’1lik tripsin eriyigin kullanilmigtir. Siispanse edilerek santrifiij
tiiptine aktarilan hiicrelere 2 ml RPMI-1640’dan hazirlanan medium eklenerek tripsin aktivesi
inaktive edilmistir. A549 hucreleri 1500 g donme hizinda 3 dakika; BEAS-2B hiicreleri 1000 g
donme hizinda 5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant atilip pellet, yeni kiiltiir kaplarina

yeterli miktarda besiyeriyle birlikte eklenmistir.

3.3. HUCRELERIN EKiM ISLEMI

Cogalma hizi: mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivesi analizi igin 96 kuyucuklu kiiltiir

kaplarma her iki hiicre hatt1 icin her bir kuyucukta 15x10* hiicre/ml besiyeri; mitotik aktivite
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analizi icin her bir kuyucukta 15x10* hticre/ml besiyeri; BrdU hicre proliferasyonu analizi igin
her bir kuyucukta 2x10* hiicre/ml besiyeri ve kaspaz 3-7 aktivite analizi icin 24 kuyucuklu
kiiltiir kabinin her bir kuyucugunda 5x10° hiicre/ml besiyeri; ger¢ek zamanl hiicre analizi igin
16 kuyucuklu E-plate’in her bir kuyucuguna 8x10° hiicre/ml besiyeri olacak sekilde A549;
5x10° hiicre/ml besiyeri olacak sekilde BEAS-2B ekimi yapilmistir ve 24 saatlik siire boyunca,
37°C’de %95 hava ve %5 CO- karisiminda inkiibasyona devam edilmistir. Hlcrelerin deney
oncesindeki durumlarinin degerlendirilmesi i¢in invert mikroskop altinda morfolojik analizleri

yapilmistir.

3.4. ILAC KONSANTRASYONLARININ HAZIRLANMASI VE UYGULANMASI

3.4.1.DTX

Uygulanan DTX konsantrasyonlari, literatlirde yer alan in vitro ¢alismalar temel alinarak
saptanmustir. 20 mg/mL Doxitax (DTX etken maddeli)’dan 200 uM’lik DTX stok soliisyonu
hazirlanmigtir. 200 puM’hk DTX stok sollisyonu +4°C’de saklanarak tiim deneyler boyunca
kullanilmistir. Deneylere baslamadan 6nce stok soliisyon, uygun doku kultlrl besiyeri ile
seyreltilerek; 0,0025 puM; 0,005 puM; 0,01 pM; 0,1 pM ve 1 pM’lik konsantrasyonlar

hazirlanmig ve Kiiltiire edilen iki hiicre soyuna da ayr1 ayr1 uygulanmstir.

3.4.2. FH535

361.2 g/mol molekiiler agirliga sahip 10 mg FH535 (Tocris 4344), DMSO ile seyreltilmistir.
500 UM FH535 stok soliisyonu hazirlanmistir ve stok solisyonu +4°C’de saklanarak tiim
deneyler boyunca kullanilmistir. Deneylere baslamadan 6nce stok soliisyon uygun doku kiiltiirii
besiyeri ile seyreltilerek; 0,25 uM, 0,5 uM, 1 uM ve 5 uM’lik konsantrasyonlar hazirlanmustir.

Hazirlanan ila¢ konsantrasyonlar kiiltiire edilen iki hiicre soyuna da ayr1 ayr1 uygulanmaistir.

3.4.3. DTX ve FH535 Kombine Cahismasi

Kombin deneyler icin; 0,005 uM DTX+0,5 uM FH535; 0,0025 uM DTX+0,5 uM FH535; 0,05
MM DTX+0,25 pM FH535 olmak Uzere i¢ doz kombinasyonu hazirlanarak Kultire edilen iki

hiicre soyuna da ayr1 ayr1 uygulanmustur.
Deneyler 6 grup halinde gergeklestirilmistir.

1. A549+DTX
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2. A549+FH535

3. A549+(DTX+FH535)

4. BEAS-2B+DTX

5. BEAS-2B+FH535

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

Ilag dozlar1 0-72 saatlik siiresince her iki hiicre hattma uygulanmistir.

3.5. COGALMA HIZI: MITOKONDRIYAL DEHIDROGENAZ ENZIM AKTIiVITESI
ANALIZI (MTT)

DTX, FH535 ve DTX+FH535 kombinasyonunun KHDAK modeli olarak kullanilan A549 ve
saglikli akciger modeli olarak kullanilan BEAS-2B hiicre soylar {izerinde meydana getirdigi
sitotoksisite, MTT testi ile degerlendirilmistir. MTT, 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2-5-
difeniltetrazolyum bromar testi olarak adlandirilir. Tetrazolyum tuzlarmmin elektron alarak
indirgenmeleriyle formazan denilen yap1 olusmaktadir. Bu yap1 olustugunda, renk degisimi
gozlenir. Tetrazolyum halkas1, aktif mitokondri bulunan canli hiicreler tarafindan kirilabildigi
icin  renk reaksiyonu sadece canli hiicrelerde gozlenir. Oli hiicrelerde aktif mitokondri
bulunmadigindan dolay: tetrazolyum bilesikleri indirgenmez ve bir renk degisimi gézlenmez.
(Mosmann, 1983).

Hiicreler 96 kuyucuklu kiltir kaplarma her bir kuyucukta 15x10* hiicre/ml besiyeri olacak
sekilde ekilmistir. Hiicreler 37°C ve %5 CO; ortam sartlarinda 24 saat inkiibe edilmis ve
sonrasinda A549 ve BEAS-2B hiicrelerine ayr1 ayr1 0,01 pM DTX, 0,1 pM DTX ve 1 pM
DTX; 0,5 pM FH535, 1 uM FH535 ve 5 uM FH535 ve 0,005 puM DTX+0,5 uM FH535; 0,0025
MM DTX+0,5 pM FH535; 0,005 uM DTX+0,25 pM FH535 konsantrasyonlari uygulanmastir.
DTX, FH535, DTX+FH535 kombinasyonlar1 ile muamele edilen hiicreler 24, 48 ve 72 saat
stiresince deneye alinmustir. Deney sdrelerinin - sonunda kuyucuklardaki besiyeri
uzaklastirilmistir. Kuyucuklara 40 pl MTT (sigma m5655, 5mg/ml) eklenmistir. Yaklagik 2
saatlik inkiibasyondan sonra 1sik mikroskobu altinda formazan kristalleri olusumu gézlenmistir.
Ardindan MTT bulunan kuyucuklara 160 ul DMSO eklenerek 40 dakika, 70 rpm, 37°C ve %5
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CO; ortam sartlarini igeren calkalayici etiivde inkiibasyona birakilarak formazan kristallerinin
¢OzUnmesi saglanmistir. Formazan kristallerinin ¢éziinmesinin ardindan olusturulan deney
gruplarinin absorbans degerlerinin 6l¢imi, 570 nm’de spektrofotometre ile gergeklestirilmistir
(MQuant, Bio-Tek Instruments INC).

3.6. XCEL Ligence DP GERCEK ZAMANLI HUCRE ANALIZI (RTCA)

Hicre proliferasyonu ve hiicre élimlerinin belirlenmesinde rutin olarak kullanilan yontemler,
kultire edilen hiicrelerden belirli zaman araliklarinda 6rnekler alimarak biyokimyasal analiz
yapilmasi prensibine dayanmaktadir. Guniimiizde bu amagcla yeni gelistirilen sistemlerden biri
olan xCELLigence DP sistemi, kilture edilen hiicrelerdeki proliferasyon ve olimleri gercek
zamanli ve belirlenen siire igerisinde istenilen zaman araliklarinda 6lgebilmektedir. Hiicre
ekiminin yapildig1 E-plate yiizeyine yapisan canli hiicre miktar1 arttik¢a alt ylizeyde yer alan
altin elektrotlarm akima kars1 direng artmaktadir. Plate’e yapisan canli hiicre miktar1 azaldikca
elektrotlarin direnci azalmaktadir. Bu direncin es zamanli olarak bilgisayar ekraninda grafik

olarak gosterilmesiyle gergek zamanl olarak hiicresel analizler ger¢eklesebilmektedir.

xCELLigence DP’de 16 kuyucuklu E-plate kullanilmistir. A549 hiicreleri igin 8x10° hiicre/ml;
BEAS-2B hiicreleri icin ise 5x10° hiicre/ml olacak sekilde her kuyucuga hiicre ekimi
yapilmistir. Ekimin ardindan, E-plate’ler 20 dakika steril ¢alisma kabini igerisinde, oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyonlarma 37°C ve %5 CO; ortam sartlarmda ve
xCELLigence DP cihazinin uygun istasyonlarinda devam edilmistir. Cihaz, 100 saat boyunca
hiicre analizi yapmasi i¢in ayarlanmistir. Hiicre ekiminin ardindan tekli doz ve kombin doz
ajanlari eklenerek 6l¢iim almaya devam edilmistir. Belirlenen konsantrasyonlara ve 100 saatlik
zamana bagimli grafikler elde edilmistir (Cetin ve Topcul, 2017). Bu islemler her iki hiicre
hattinda da DTX, FH535 ve DTX+FH535 kombinasyonu i¢in ayr1 ayr1 tekrarlanmistir.

3.7. MiTOTIiK AKTIiVITE ANALIZi

Her iki hiicre hatt1 igin 96 kuyucuklu kiiltiir kabmnn her bir kuyusunda 15x10* hiicre/ml olacak
sekilde ekim yapilmustir. Hiicrelerin yapismasi ve yayilmast i¢in 37°C’de %95 hava ve %5 CO»
ortam sartlarmi igeren etlv icerisinde 24 saat inkiibasyon yapildiktan sonra kuyucuktaki
medium atilip hiicrelere 0,005 uM DTX+0,5 uM FH535 doz kombinasyonu eklenmis ve 24
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saat 37°C’de %95 hava ve %5 CO2 ortam sartlarmi igeren etiiv igerisinde inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonrast ilagh besiyeri atilip 100 ul %4 formaldehit igeren 10X PBS
(pH:7.4)’den 1:9 oraninda dH>O ile dilte edilen PBS eklenip parafilmle kaplanan plate, 20
dakika boyunca oda sicakliginda inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda formaldehit
iceren PBS atilip hiicreler 3 kez 5’er dakika boyunca 200 pl PBS i¢inde %10 Triton X-100
soliisyonunun 1X PBS’ye eklenmesi ve iyice karistirilmasiyla hazirlanan yikama tamponuyla
yikanmistir. Daha sonra yikama tamponu atilmis ve kuyucuklara 100 pl Quenching Buffer
eklenmis ve 20 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 kuyucuk lardaki
Quenching Buffer atilmistir. 2 kez 5’er dakika 200 pl yikama tamponu ile hiicreler yikandiktan
sonra yikama tamponu da uzaklastirilmistir. Daha sonra 100 pl Antibody Blocking Buffer
kuyucuklara eklenmis ve 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Antibody Blocking Buffer
atildiktan sonra 2 kez 200 pl yikama tamponu ile hiicreler yikanmistir. Yikama tamponu atilip
50 pl Antikor Seyreltme Tamponunda 1:2000 oraninda seyreltilmis olan primer antikor
eklenmistir. Plate, sizdirmazlik bandiyla kapatildiktan sonra 1 saat oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda primer antikor atilmis hiicreler 3 kez 5’er dakika boyunca
200 pl yikama tamponuyla yikanmistir. Yikama tamponu atildiktan sonra, 100 pl antikor
seyreltme tamponunda 1:1000 oraninda seyreltilen sekonder antikor eklenmistir. Plaka, tekrar
sizdirmazlik bandiyla kapatilmis ve 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. 1 saatlik
inkiibasyon sonrasinda sekonder antikor atilip hiicreler 3 kez 5’er dakika boyunca 200 pl
yikama tamponu, daha sonrasinda 2 kez 5’er dakika 200 ul 1X PBS ile yikandiktan sonra oda
sicakliginda daha 6nceden bekletilmis olan Developing Solution’dan 100 pul eklenmistir. Oda
sicakhiginda dogrudan isiktan koruyarak 2-20 dakika inklibasyona birakilmis ve mavi renk
degisimi gozlenmistir. Renk degisimi olunca 100 ul Stop Solution eklenerek rengin sariya
donmesi gozlenmistir. Sar1 renk degigimi goriildiikten sonra plate, Reader plate (FIx-800, Bio-
Tek Instruments Inc.) okuyucuda 450-655 nm’de 5 dakika igerisinde 6lgime alinmistir. Bu

islemler A549 hiicre hattinda 24, 48 ve 72 saatlerde tekrarlanmistir.

3.8. BrdU HUCRE PROLIFERASYON ANALIZi

96 kuyucuklu kiiltiir kabmnin her bir kuyusunda 2x10* hiicre/ml olacak sekilde ekim yapilmustir.
Hiicrelerin yapismasi ve yayilmasi i¢in 24 saat 37°C’de %95 hava ve %5 CO- ortam sartlarini
iceren etlv igerisinde inkibasyonda bekletildikten sonra 0,005 pM DTX+0,5 uM FH535 doz
kombinasyonu eklenmistir. Kombin doz eklendikten 3 saat sonra 20 pl BrdU (Millipore 2750)
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eklenmistir. Oncelikle kit icerisindeki 500 x BrdU’nun 1:500 oraninda (Stoktan 8 pl BrdU
cekilmis ve 3992 ul besiyerine eklenmistir) seyreltik solisyonu hazirlanmistir. 24 saat 37°C’de
%95 hava ve %5 CO> ortam sartlarini igceren etiv igerisinde inkiibasyona devam edilmistir.
Inkiibasyon sonunda, kuyulardaki medium uzaklastirilarak her bir kuyuya 200 ul sabitleme
solusyonu eklenmis ve oda sicakliginda 30 dakika inklbe edilmistir. Bu slirenin sonunda
sabitleme sollisyonu tamamen uzaklagtirilmistir. Yikama asamasinda kit igerisinde yer alan
50xWash Buffer, 1:50 oraninda seyreltilerek 3 kez yikama yapilmis, son yikamadan sonra
Wash Buffer kuyulardan uzaklastirilmistir. Her kuyuya 100 pl Anti-BrdU antikoru eklenerek
oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra seyreltilen Wash Buffer ile yikama islemi
tekrarlanmistir. 2000x Goat anti-mouse IgG, Peroksidaz konjugati 1:2000 oraninda seyreltilmis
ve her bir kuyucuga 100 ul eklenerek 30 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmustir.
Daha sonra yikama igslemi 3 kez tekrarlanmistir. Her kuyuya 100 ul TMB Peroksidaz Substrat
eklenerek karanlikta, oda sicakliginda 30 dakika inklibasyona birakilmistir. Daha sonra Anti-
stop Solution’dan her kuyuya 100 pl eklenerek ve 450-550 nm ¢ift dalga boyunda absorbans

degerleri 6l¢iilmiistiir. Bu islemler A549 hiicre hattinda 24, 48 ve 72 saatlerde tekrarlanmustir.

3.9. KASPAZ 3,7 AKTIVITESI ANALIZi

A549 hicre hattindaki kaspaz aktivasyonunun tespiti Kaspaz 3/7 deney kiti (CaspaTag™
Caspase-3,7 In Situ Assay Kit, Fluorescein Millipore, APT423) kullanilarak belirlenmistir. 24
kuyucuklu kiiltiir kabmin her bir kuyucuguna 5x10° hiicre/ml olacak sekilde ekim yapilmistir.
Hiicrelerin yapismasi ve yayilmasi i¢in 24 saat 37°C’de %95 hava ve %5 CO- ortam sartlarini
iceren etllv icerisinde inkibasyonda bekletildikten sonra 0,005 uM DTX+0,5 uM FH535 doz
kombinasyonu eklenmistir. 24 saat 37°C’de %95 hava ve %5 CO; ortam sartlarini igeren etiiv
icerisinde inkiibasyona devam edilmistir. Inkiibasyon sonras1 medium atilarak hiicreler tripsin
eriyigi ile plateden kaldirilmistir. 800 g’de 5 dakika boyunca santrifiijlendikten sonra
slipernatant atilmistir. Pellet lizerine 3 ml medium eklenerek iyice karistirilmistir. Daha sonra
hiicre suspansiyonundan 300 pl steril tiiplere aktarilmistir. Tiipe daha 6nce hazirlanan
30XFLICA reaktifinden 10 pl eklenerek %5 CO2 ve %95 hava igeren inkiibatérde 37 °C’de,
karanlikta 1 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda 1X yikama tamponundan 2 ml
eklenerek 400 g hizda 5 dakika santriflij yapilmistir. Santrifiijiin ardindan slipernatant atilarak
1X yikama tamponundan 1 ml eklenerek tekrar 400 g hizda 5 dakika santrifiij edilmistir.

Stipernatant atilarak 1 ml 1X PBS’den eklenmis ve vortekslenmistir. Daha sonra vortekslenen
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stispansiyondan steril bir tiipe 50 pl alinarak tizerine 450 ul PBS eklenmistir. 400 g hizda 5
dakika santrifiij yapildiktan sonra siipernatant atilarak 400 pl PBS eklenmistir. Hlcreler siyah
kiiltiir kaplarina her bir deney grubundan 100 pl olacak sekilde ekilmistir. Floresan Plate Reader
(FIx-800, Bio-Tek Instruments Inc.) kullanilarak 490 nm eksitasyon dalga boyu ve 520 nm
emisyon dalga boyunda (Aex 490, Aem 520) Sl¢tiimler yapilmistir. Bu islemler A549 hiicre
hattinda 0,005 uM DTX+0,5 pM FH535 doz kombinasyonu igin 24, 48 ve 72 saatlerde

tekrarlanmustir.

3.10. iISTATIKSEL DEGERLENDIRME:

Deney gruplarmin verileri, tek yonlii bir Anova testi ile karsilastirilmustir. Istatistiksel analizler,
GraphPad Prism strim 6 (GraphPad Software, San Diego, California, ABD) kullanilarak
yapilmistir. Testlerde p< 0.05 anlamlilik diizeyi kabul edilmistir.



38

4. BULGULAR

Bu ¢alismada, KHDAK basta olmak {izere kanser tedavisinde kullanilan DTX ve KHDAK’de
asir1 aktive gosterdigi bilinen WNT sinyal yolagi inhibitorii olan FH535’in kombin halde
kullaniminin adenokarsinomik insan alveolar bazal epitelyum hiicresi A549 ve saglikli
bronsiyal epitel hiicresi BEAS-2B hiicre hatlar1 iizerindeki antiproliferatif etkilerinin MTT,
gercek zamanl hiicre analizi, mitotik aktivite analizi, BrdU hiicre proliferasyon analizi ve
kaspaz 3-7 aktivite analizi yontemleriyle in vitro kosullarda hiicresel seviyede olusturdugu

etkiler arastirilmistir.

4.1. COGALMA HIZI: MiTOKONDRIYAL DEHIDROGENAZ ENZIM AKTIiVITESI
ANALIZI (MTT) BULGULARI

DTX i¢in 0,01 uM, 0,1 uM ve 1 uM; FHS535 i¢in 0,5 uM, 1 uM ve 5 uM dozlar1 A549 ve
BEAS-2B hiicre hatlarina 24, 48 ve 72 saat siiresince verilmis ve ardindan MTT analizi igin
gerekli deney protokolii uygulanmistir. Elde edilen veriler 1s18inda DTX i¢in A549 ve BEAS-
2B hiicre hatlarinda 1Cso dozuna en yakin olarak etki gosteren dozlarin 0,01 uM ve 0,1 uM
oldugu buna karsilik A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda FH535 i¢in bu dozlarin 0,5 uM ve 1
uM oldugu saptanmistir. Uygulama yapilmayan kontrol grubu ve deney grubu ile yuritilen
deney serilerinden elde edilen veriler Tablo 4.1, Tablo 4.2, Tablo 4.3, Tablo 4.4, Sekil 4.1, Sekil
4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de gosterilmistir.

Tablo 4.1: 24, 48 ve 72 saat siiresince 0,01 uM, 0,1 uM ve 1 uM DTX uygulanan A549 hiicrelerine ait
mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (450-690 nm) (*Kontrole gére anlamli

p<0.05).
Absorbans Degerleri (450-690 nm)
faman sl Kontrol 0.01 M 0.0 M 1M
U 177x10°£0,009° | 139x10°20,008* | 126,67x10~*£0,011% | 152,5x10°+0,013*
48 333,5%107£0,012°0 | 191x10°£0,008* | 187,67x10%£0,009% | 203,67x10720,012*
72 532x103£0,01550 | 214 x10°£0,012* | 200,67x107£0,013* | 214,5x103+0,012*
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Sekil 4.1: 24, 48 ve 72 saat siiresince 0,01 uM, 0,1 uM ve 1 uM DTX uygulanan A549 hiicrelerine ait
mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (450-690 nm) (* Kontrole gore anlamli

p<0.05).
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Sekil 4.2: 24, 48 ve 72 saat stiresince 0,01 uM, 0,1 uM ve 1 uM DTX uygulanan A549 hiicrelerine ait
% canlilik degerleri (Kontrole gore anlamli p<0.05).
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Tablo 4.2: 24, 48 ve 72 saat siiresince 0,5 uM, 1 uM ve 5 uM FH535 uygulanan A549 hiicrelerine
ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (450-690 nm) (*Kontrole gére

anlamli p<0.05).
Absorbans Degerleri (430-690 nm)

b Kontrol 05 1 Sl

A4 206,5x10%£0,014%0 | 147x103+ 0,012 157x103£0,011* 180,5x107£0,013*

48 272,5x10°£0,0125D 149,2x10°0,013* | 190,67x10°*£0,013* | 270,5x10-*+0,012*

n 527,67x10°£0,013%0 | 278x10°0,016% | 324,5x10%£0,014* | 343,75x10°£0,015*

600 -
w
= 500 -
) , *
o 400 * ® Kontrol
A% # *
2 2300 ; . 40,5 M
2200 - ¥ X X =1 pM
=}
2 100 - 45 M
<«

0 1 1 1
24 48 72
Zaman (Saat)

Sekil 4.3: 24, 48 ve 72 saat siiresince 0,5 pM, 1 pM ve 5 uM FH535 uygulanan A549 hiicrelerine ait
mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (450-690 nm) (* Kontrole gore

anlaml p<0.05).
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Sekil 4.4: 24, 48 ve 72 saat siiresince 0,5 uM, 1 uM ve 5 uM FH535 uygulanan A549 hiicrelerine ait
% canlilik degerleri (Kontrole gore anlamli p<0.05).

Tablo 4.3: 24, 48 ve 72 saat siiresince 0,01 uM, 0,1 uM ve 1 uM DTX uygulanan BEAS-2B
hiicrelerine ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (450-690 nm)

(*Kontrole gore anlaml1 p<0.05).

Absorbans Degerleri (450-690 nm)

faman st Konrol 0,01 M 0. M 1M
u 16425x10°20,013%0 | 100,6x10°20,011% | 120,33x10%0,012% | 1055x103£0,011*
1 U6AI0Z0015Y | TxI0PR0012F | TL6TxI0C0011* | 84x1030007%
7 365,5x10°20,014% | 66x10°20,007% | 561020009 | 7525x10°20,008*
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Sekil 4.5: 24, 48 ve 72 saat siiresince 0,01 uM, 0,1 uM ve 1 pM DTX uygulanan BEAS-2B
hucrelerine ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (450-690 nm)
(*Kontrole gore anlaml1 p<0.05).

100
= 80
=
%
5 « e Kontrol
~Z
= (0,01 pM
= 40
< wme(,1 pM
&)
L 20 ] ptM
0 T T 1

0 24 48 72

Zaman (Saat)

Sekil 4.6: 24, 48 ve 72 saat siiresince 0,01 uM, 0,1 uM ve 1 uM DTX uygulanan BEAS-2B
hiicrelerine ait % canlilik degerleri (Kontrole gore anlamli p<0.05).
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Tablo 4.4: 24, 48 ve 72 saat siiresince 0,5 uM, 1 uM ve 5 uM FHS535 uygulanan BEAS-2B
hiicrelerine ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (450-690 nm)

(Kontrole gore anlamli p<0.05).

faxix fasl Absorbans Degerleri (450-690 nm)
Kontrol 0,5 M 1M SuM

y1 ] 166,33x10°0,014% | 150,25x10°£0,007* | 127,5x10°£0,006* | 120,33x10°£0,005*

48 330.8x10°£0,015° | 277.8x10°£0,007* | 264x10°0,012% | 277,5x10%£0,007*

72 353,5%10°£0,012°D 37x103+0,011* | 280,5x10°£0,012% | 287,5x10°+0,009*

400 -
- £
= ;
¥ 300 - r % T .
z
= m Kontrol
=1 ]
5 200 A % ’ 0,5 M
é = =1 pM
2 100 A “spM
2
—
«

0 1 1 1
24 48 72
Zaman (Saat)

Sekil 4.7: 24, 48 ve 72 saat siiresince 0,5 uM, 1 uM ve 5 uM FH535 uygulanan BEAS-2B
hiicrelerine ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (450-690 nm) (*

Kontrole gore anlamli p<0.05).
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Sekil 4.8: 24, 48 ve 72 saat siiresince 0,5 pM, 1 uM ve 5 uM FH535 uygulanan BEAS-2B hiicrelerine
ait canlilik degerleri (Kontrole gore anlamli p<0.05).

Kanser hiicresinde istenilen hiicre oliimiinii/antiproliferatif etkiyi gosterirken saglikli hiicreye
minimum zarar1 veren etkin kombin dozlarin tespiti i¢in iki hiicre hattina da 24, 48 ve 72 saat
stiresince 0,005 uM DTX+0,5 uM FH535; 0,0025 uM DTX+0,5 uM FH535 ve 0,005 pM
DTX+0,25 uM FH535 kombin dozlar1 uygulanmistir ve elde edilen veriler 1s18inda gergek
zamanli hiicre analiz sisteminde uygulama yapilacak olan dozlar belirlenmistir. Uygulama
yapilmayan kontrol grubu ve deney grubu ile birlikte yirtttlen deneylerden elde edilen veriler

Tablo 4.5, Tablo 4.6, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°de gosterilmistir.

Tablo 4.5: 24, 48 ve 72 saat siiresince 0,005 uM DTX+0,5 uM FH535; 0,0025 uM DTX+0,5 uM
FH535 ve 0,005 pM DTX+0,25 puM FH535 uygulanan A549 hiicrelerine ait
mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (450-690 nm) (*Kontrole gore
anlaml p<0.05).

Absorbans Degerleri (450-690 nm)
Zaman (saat) Kontrol 0,005 MDTX+ | 0,005 MDIX + | 0,0025 pM DTX
0,5 uM FH535 0,25 WM FH535 | +0,5 uM FH535
24 525x103£0,01650 | 466x10°£0,017% | 532,5x103+0,013*% | 758x10-3+0,013*
48 311,33x10°+0,015°0 | 435x10°3£0,016% | 422,5%103+0,017* | 423x10+0,014*
7 202,5x103£0,0115P | 207x103£0,012% | 153,5x10°£0,011% | 136x10-3+0,011*
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Sekil 4.9: 24, 48 ve 72 saat suresince 0,005 uM DTX+0,5 uM FH535; 0,0025 uM DTX+0,5 uM
FH535 ve 0,005 pM DTX+0,25 uM FH535 uygulanan A549 hiicrelerine ait mitokondriyal
dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (450-690 nm) (¥*Kontrole gére anlamli p<0.05).

150
= 120 A
g
&
5 A == Kontrol
'33 wm(),005 UM DTX + 0,5 pM FH535

60
a 0,005 UM DTX + 0,25 pM FH535
0
ke am(),0025 M DTX + 0,5 M FH535
S 30

0 T T 1
0 %4 48 )

Zaman (Saat)

Sekil 4.10: 24, 48 ve 72 saat suresince 0,005 uM DTX+0,5 uM FH535; 0,0025 uM DTX+0,5 uM
FH535 ve 0,005 pM DTX+0,25 puM FH535 uygulanan A549 hiicrelerine ait canlilik
degerleri (Kontrole gore anlamli p<0.05).
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Tablo 4.6: 24, 48 ve 72 saat siiresince 0,005 uM DTX+0,5 uM FH535; 0,0025 uM DTX+0,5 uM
FH535 ve 0,005 uM DTX+0,25 uM FH535 uygulanan BEAS-2B hiicrelerine ait
mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (450-690 nm) (*Kontrole gore

anlamli p<0.05).
Absorbans Degerleri (450-690 nm)
Zaman (saat) Kontrol 0,005 pMDTX+ | 0,005 yMDTX+ | 0,0025uM DTX +
0,5 pM FH535 0,25 tM FH535 0,5 tM FH535

24 443,5)(10’&(),013»SD 376,33x103+0,014* 334x103+ 0,015* 369.67x1073+0,016*

48 410x10-3£0,01350 | 336,67x10-£0,015* 301,5x103+£0,013* 323x10-3+0,015*

72 237x10°3 £ 0,0125P 175x103+0,011* 127,5x103+0,014* 104,5x107340,009*

500 1
0
(=]
L %* *
..v_q 400 " X
by *
’E’) 300 u Kontrol
A " 0,005 pM DTX + 0,5 pM FH535
2 200 1
E * =0,005 pM DTX + 0,25 pM FH535
3 100 1 20,0025 pM DTX + 0,5 pM FH535
4
2
<

0 r T
24 48 )
Zaman (Saat)

Sekil 4.11: 24, 48 ve 72 saat siiresince 0,005 uM DTX+0,5 uM FH535; 0,0025 pM DTX+0,5 pM
FH535 ve 0,005 uM DTX+0,25 uM FHS535 uygulanan BEAS-2B hcrelerine ait
mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi degerleri (450-690 nm) (*Kontrole goére
anlaml p<0.05).
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Sekil 4.12: 24, 48 ve 72 saat siiresince 0,005 uM DTX+0,5 uM FH535; 0,0025 uM DTX+0,5 uM
FH535 ve 0,005 pM DTX+0,25 uM FH535 uygulanan BEAS-2B hiicrelerine ait %
canlilik degerleri (Kontrole gore anlamli p<0.05).

4.2. xCELLigence DP GERCEK ZAMANLI HUCRE ANALIZi (RTCA) BULGULARI

Miimkiin olan en diisiikk dozlarin ICso etkisini vermesi, kanser tedavisinde hastaya minimum
dozlarda ilag¢ etkeninin verilmesi ve dolayisiyla yan etki, viicuda kimyasal madde aliimi ve
saglikli dokuya minimal etki géstermesi bakimindan énemli bir avantajdir. Bu sebepten oOtiirii
DTX’in verdigi yan etkiyi minimuma indirmek amaciyla kanser hiicresinin canliligini inhibe
etmede en c¢ok etkiyi gosteren ve buna karsilik saglikli hiicreye minimum zarar1 veren dozlarin
yar1 dozlariyla, FH535’in kanser hiicresinin canliligini azaltici etki gosterirken saglikl hiicreye
en az zarar veren dozlarmm kombinasyonlar1 gercek zamanli hiicre analiz sisteminde
karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Her iki hiicre hattinda 100 saat boyunca 15 dk
araliklarla 6l¢cim yapilmigtir. A549 hiicre hattinda 1 uM DTX, 5 uM DTX, 10 uM DTX, 10
uM FH535, 20 uM FH535, 30 uM FH535, 0,005 uM DTX+0,5 uM FH535 kombinasyonu;
BEAS-2B hiicre hattinda ise 0,1 uM DTX, 1 uM DTX, 5 uM DTX, 0,5 uM FH535, 30 uM
FH535, 40 uM FH535 ve 0,005 uM DTX+0,5 uM FH535 kombinasyonu denenmistir. BEAS-
2B hiicre hattina verdigi zarar literatiirde yer aldigindan dolay1 5 uM DTX dozundan fazlasi

denenmemistir.
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A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Degerlendirme
sonucunda, saglikli akciger hiicresi olan BEAS-2B’ye minimal zararli etkiyi gosterirken kanser
hiicre hatt1 olan A549°da hiicre indeksi kapsaminda en fazla etkiyi gésteren dozun olan 0,005
uM DTX+0,5 uM FH535 kombinasyonundan olusan doz oldugu ve bu dozun kanser hiicresi
Uzerinde anti-mitotik etki gosterdigi belirlenmistir. Uygulama yapilmayan kontrol grubu ve
deney grubu ile birlikte yurGtilen deneylerden elde edilen veriler Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil
4.15, Sekil 4.16, Sekil 17 ve Sekil 18’de gosterilmistir.

LR AL A 0 L P T T L U Y S S L T 00 . LU 2 I L L R O T L |

S0 o s S s o s e '

Hiicre Indeksi

0'0 lllllllllllllllllllllllllllllllllllllll[llllllllllllllllllllllllllllllllllllll

21.8 31.8 418 51.8 61.8 1.8 81.8 91.8

Zaman (Saat)

Sekil 4.13: 100 saat boyunca uygulanan 1 uM, 5uM ve 10 uM DTX uygulanan A549 hicresine ait
gergek zamanli hiicre analiz verileri grafigi (--Kontrol, --1 uM DTX, --5uM DTX, --10
uM DTX).
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Zaman (Saat)

Sekil 4.14: 100 saat boyunca 10 uM, 20 uM ve 30 uM FH535 uygulanan A549 hiicresine ait gercek
zamanli hiicre analiz verileri grafigi (--Kontrol, --10 uM FH535, --20 uM FH535 ve --30

uM FH535).

Hiicre Indeksi

0-0IllllllllllllllllllIlllllllll

11 31 411 511 611 11 81.1 911

Zaman (Saat)

Sekil 4.15: 100 saat boyunca 1 uM ve 5 uM DTX uygulanan BEAS-2B hiicresine ait ger¢ek zamanli
hiicre analiz verileri grafigi (--Kontrol, --1 uM DTX, --5 uM DTX).
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Zaman (Saat)

Sekil 4.16: 100 saat boyunca 30 uM ve 40 uM FH535 uygulanan BEAS-2B hiicresine ait gercek

Hiicre Indeksi

zamanli hiicre analiz verileri grafigi (--Kontrol, --30 uM FH535, -- 40 uM FHS535).

“....,.g‘.ﬂannouﬂ"""'

15 \ """"""""""""" e ' """""""""""" ' """""" H '.';,‘.'.wwﬂfhtwrnwﬂ”'“";“"“"" """""""" U R LD
1| SRR i T SN, SO— ’,.w" ..........................................................................
(0] TNV ot e, .| SRR e o ““‘“m ..................................
0'01 lllllllilllllllll I lllllllllilllllllllilllllllllilllllllllillllllllll

24.6 34.6 44.6 54.6 04.6 74.6 84.6 94.6 104.6

ZLaman (saat)

Sekil 4.17: 100 saat boyunca 0,1 uM DTX, 0,5 uM FH535 ve 0,005 uM DTX+0,5 uM FH535

kombin doz uygulanan uygulanan A549 hiicresine ait ger¢ek zamanli hiicre analiz verileri
grafigi (—-Kontrol, -- 0,1 uM DTX, -- 0,5 uM FH535,-- 0,005 uM DTX+0,5 uM FH535).
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Sekil 4.18: 100 saat boyunca 0,1 uM DTX, 0,5 uM FH535 ve 0,005 uM DTX+0,5 uM FH535
kombin doz uygulanan uygulanan BEAS-2B hiicresine ait gergek zamanl hiicre analiz
verileri grafigi (--Kontrol, -- 0,1 uM DTX, --0,5 uM FH535, -- 0,05 uM DTX+0,5 uM
FH535).

4.3. MITOTIK AKTIVITE ANALIiZi BULGULARI

XCELLigence ger¢cek zamanli hiicre analizinden elde edilen bulgular 1s1¢inda belirlenen 0,005
uM DTX+0,5 uM FH535 kombinasyon dozunun mitotik aktivite bulgular1 hiicreler iizerinde
24, 48 ve 72 saat boyunca karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Uygulanan kombin dozun
mitotik aktiviteyi 24 ve 72 saatlerde diistirdiigii; 48 saatte mitotik aktiviteyi kontrol grubunun
da tlizerinde bir degerle arttirarak hiicreyi mitotik katastrofi yoluyla Olime gotiirdiigii
goriilmiistiir. Mitotik tutuklanma olarak bilinen bu etki, A549 hiicre hattinda 48 saatte
gorilmektedir. Uygulama yapilmayan kontrol grubu ve deney grubu ile birlikte yiritulen

deneylerden elde edilen veriler Tablo 4.7, ve Sekil 4.17°de gosterilmistir.

Tablo 4.7: 24, 48 ve 72 saat siiresince 0,005 uM DTX+0,5 uM FH535 uygulanan A549 hiicrelerine
ait mitotik aktivite degerleri (450-655 nm) (*Kontrole gore anlamli p<0.05).

Zaman (saat) Absorbans Degerleri (450-655 nm)
Kontrol 0,005 uM DTX + 0,5 uM FH535
24 89 x10+0,003°P 66 x10°0,001*
48 20 x10°£0,0025P 21 x107£0,002*
7 12,5 x10°£0,001°P 9x10-3+0,001*
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Sekil 4.19: 24, 48 ve 72 saat siiresince 0,005 uM DTX+0,5 uM FH535 uygulanan A549 hiicrelerine
ait % mitotik aktivite degerleri (Kontrole kiyasla anlamli p<0.05).

4.4. BrdU HUCRE PROLIFERASYON ANALIiZi BULGULARI

Mitotik aktivite bulgulari sonucunda, hiicre dongiisiiniin sentez fazinda 0,005 uM DTX+0,5
uM FHS535 kombinasyon dozunun etkisi BrdU hiicre proliferasyon analiziyle belirlenmistir.
Kontrol grubuna kiyasla 24, 48 saatlerde ve en belirgin sekilde 72 saatte BrdU aktivitesinde
meydana gelen diistisiin, mitotik aktivite bulgulariyla degerlendirildiginde hiicrelerin hiicre
siklusunun sentez fazinda, hiicre sayisinda azalma yasadig1 dolayisiyla mitotik katastrofa gittigi
fikrimizi desteklemektedir. Uygulama yapilmayan kontrol grubu ve deney grubu ile birlikte

yuratilen deneylerden elde edilen veriler Tablo 4.8 ve Sekil 4.18’de gosterilmistir.

Tablo 4.8: 24, 48 ve 72 saat siiresince 0,005 pM DTX+0,5 uM FH535 uygulanan A549 hiicrelerine
ait BrdU aktivitesi degerleri (450-550 nm) (*Kontrole gore anlamli p<0.05).

Zaman (saat) Absorbans Degerleri (450-550 nm)
Kontrol 0,005 pM DTX + 0,5 pM FH535
24 66 x1073+0,0015P 54 x103+0,003*
48 12 x103+0,0025P 9 x103£0,001*
7 14,5 x10-+0,0015P 10 x10£0,001*
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Sekil 4.20: 24, 48 ve 72 saat siiresince 0,005 uM DTX+0,5 uM FHS535 uygulanan A549 hiicrelerine

4.5. KASPAZ 3,7 AKTIVITESI ANALIZi BULGULARI

0,005 uM DTX+0,5 uM FHS535 kombinasyon dozunun hiicre 6liimiiniin mitotik katastrof
yoluyla oldugu fikrini desteklemek ve apoptotik yolakta bir aktivite olup olmadigini dolayisiyla
kaspaz-3 ve kaspaz-7’nin aktivitesinin artip artmadigini belirlemek amaciyla yapilan kaspaz
3,7 aktivitesi bulgular1 incelenmistir. Kombin doz uygulamasini takiben 24, 48 ve 72 saatlerde
cellat kaspazlar olan apoptotik 6liim yolagmin var olup olmadigini belirten kaspaz 3,7
aktivitesinde kontrol grubuna kiyasla anlamli bir degisim gozlenmemistir. Bu sonug, kanser
hiicresinin, belirlenen kombin doz ile var olan hiicre 6liimiiniin apoptotik yol ile olmadigini

gostermistir. Uygulama yapilmayan kontrol grubu ve deney grubu ile birlikte yirGtilen

ait % BrdU aktivite degerleri (Kontrole gore anlamli p<0.05).

deneylerden elde edilen veriler Tablo 4.9 ve Sekil 4.19°da gosterilmistir.
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Tablo 4.9: 24, 48 ve 72 saat siiresince 0,005 uM DTX+0,5 uM FH535 uygulanan A549 hiicrelerine
ait kaspaz 3,7 aktivite degerleri (490-520 nm) (¥*Kontrole gére anlamli p<0.05).

Zaman (saaf) Floresans Degerleri (490-520 nm)
Kontrol 0,005 pM DTX + 0,5 pM FH535
24 174+115D 155+13%
48 144,5+145D 126,67+12%
7 165x10-3£155D 165.25+16*
120 1
E 80 -
E ol
i e Kontrol
§ 40 - @m(),005 pM DTX + 0,5 pM FH535
2
20 1
0 T T \
0 24 48 72
Zaman (Saat)

Sekil 4.21: 24, 48 ve 72 saat siiresince 0,005 uM DTX+0,5 pM FH535 uygulanan A549 hiicrelerine
ait % kaspaz 3,7 aktivite degerleri (Kontrole gore anlamli p<0.05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser, mortalite oran1 bakimindan Diinya’da ve Tiirkiye’de ikinci sirada yer alan bir hastaliktir
(Ozgiil ve dig., 2009). 2022 yilinin sonunda Amerika Birlesik Devletleri’nde 2 milyona yakin
yeni kanser vakasi ve 1 milyon kanser 6liimiiniin gergeklesecegi tahmin edilmektedir. Yapilan
istatiksel veriler gostermistir ki kanserin tanisi, prognozu ve tedavisinde kullanilan yontemler,
klinik agidan yetersiz kalmaktadir. Kanser hastaliginin molekiiler mekanizmasinin heterojen
yapida olmasi, hastalifa neden olan mekanizmanin tam anlamiyla aydinlatilamamis olmasi1 ve
dolayisiyla tedavi yontemlerinin kisithiligi, pahalilhigi ve toksisitesi gibi etmenler kanser
gelisimini engelleme ve kanseri tedavi etme konusunda arastirmacilart ve klinisyenleri
zorlamaktadir. Bunun yam sira KHDAK’de semptomlar hastalik ilerledikten sonra kendini
gosterdigi i¢in gecikmis tan1 nedeniyle hastalar cerrahi tedavi sans1 bulamamaktadir (Jemal ve
dig., 2011). Tan1 koyulduktan sonra dahi KHDAK birinci evre hastalarinin sadece %2-5’lik
kisminda cerrahi, bir tedavi sans1 olarak gorilmektedir (Jett ve dig., 2013). Bu sorunu ortadan

kaldirmak i¢in yeni tedavi yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

Akciger kanserinin molekiiler mekanizmasinda rol oynayan hiicresel yolaklarin bilinmesi ve bu
yolaklarin aktivasyon ve inhibisyon mekanizmalarini hedefleyerek tedavide yeni yontemlerin
gelistirilmesi 6nem arz etmektedir (Larsen ve Minna, 2011). Kanser tedavisi yontemlerinden
biri olan hedefe yonelik tedavi, hedeflenen kanser dokusu i¢in uygulanan madde, ilag, kombine
ilag ve benzeri ¢aligsmalarla saglikli doku hiicrelerine verilecek minimum zararm yani sira
kanser hiicrelerinin 6liimiine sebep olacak ilaclar ve tedavi yontemleri gelistirilmeye
calisilmaktadir (Baran, 2018). Bu kapsamda akciger kanserinin alt tiplerinden biri olan ve klinik
vaka orani bakimindan diger akciger kanseri tiplerine gore daha fazla insidansa sahip oldugu
bilinen KHDAK de ¢esitli hedefe yonelik tedavi yontemleri tizerinde ¢aligmalar yapilmaktadir
(Molina ve dig., 2016).

Bu calismada KHDAK basta olmak tizere kanser tedavisinde kullanilan DTX ve KHDAK’de
asir1 aktive gosterdigi bilinen WNT sinyal yolagi inhibitdrii olan FH535’in kombin halde
kullanimimnin adenokarsinomik insan alveolar bazal epitelyum hiicresi A549 ve saglikli
brongiyal epitel hiicresi BEAS-2B hiicre hatlar1 tizerindeki etkilerinin MTT, ger¢ek zamanli
hiicre analizi ile degerlendirilip A549 kanser hiicresinin aktivitesi azaltirken BEAS-2B saglikli

akciger hiicresinde minimum zarar1 gosteren kombin dozun belirlenerek kanser hicresinde
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mitotik aktivite analizi, BrdU hiicre proliferasyon analizi ve kaspaz 3-7 aktivite analizi
yontemleriyle in vitro kosullarda hiicresel seviyede meydana getirecegi etkilerin arastiriimasi
amaglanmigtir. Bu baglamda saglikli olan akciger hiicresine minimum zarar1 verirken; KHDAK
hlcresinde antiproliferatif etkiyi godsteren dozun belirlenmesiyle birlikte mevcut tedavi

protokollerine ek yeni tedavi protokollerinin olusturulmas: hedeflenmistir.

WNT sinyal yolagi, hiicre proliferasyonu, sag kalimi ve farklilasmasi gibi pek ¢ok hiicresel
stiregte Onemli rol oynamaktadir. Bu yolakta meydana gelen bozukluklarin, kanser basta olmak
iizere cesitli hastaliklarin patogeneziyle iliskili oldugu yapilan bir¢ok c¢alismayla da
desteklenmistir (L’Episcopo ve dig., 2012; Liu ve dig., 2014; Chua ve dig., 2015). Bu
caligmalardan birinde, KHDAK hiicre hatlarinin ¢ogunda aktif WNT sinyalizasyonu veya
WNT-1’in asir1 ekspresyonu gorilmiistiir (He ve dig., 2004; Licchesi ve dig., 2008; Akiri ve
dig., 2009; Teng ve dig., 2010). Bu sinyal yolaginin hiicre proliferasyonu, hareketi gibi hiicresel
stireglerde etkin rol almasi ve dolayisiyla bu siire¢lerin homeostazinin bozulmasina sebep
olacak herhangi bir etkenin karsinogenezi de etkileyebilecegi diistiniilmektedir. WNT
sinyalizasyonunda meydana gelen bozuklugun kolon, akciger, meme, tiroit, prostat ve kan
kanseri gibi gesitli kanserlerin olusumunda etkili oldugunu gosterilmistir (Jass ve dig., 2003;
Yardy ve Brewster, 2005; Turashvili ve dig., 2006; Mikesch ve dig., 2007; Thompson ve
Monga, 2007). A549, H1703, H460 ve H838 KHDAK hiicre hatlar1 ile yapilan bir galismada,
WNT-1 proteininin bu hiicre hatlarinda asir1 eksprese oldugu ve bu proteinlerin ekspresyonu
inhibe edildiginde hiicrelerin apoptotik 6liim yoluna girdigi gosterilmistir (He ve dig., 2004).
KHDAK’de WIF-1'in susturulmasmin hastalik patogenezinde WNT sinyal yolaginin anormal
aktivasyonunun 6nemli bir mekanizma oldugunu gostererek bu yolak ve KHDAK iliskisini
aciklayan arastirma grubu, bunun yani sira bu yolakta rol alan Dvl proteinin KHDAK’de asir1
eksprese edildigi ve akciger kanserinde aktif rol aldigi bilinen Rac ve Rho proteinleriyle de
iliski kurdugunu ve dolayisiyla akciger kanseri patogenezinde etkili olabilecegini gostermistir
(Mazieres ve dig., 2004; Mazieres ve dig., 2005). Tiim bunlarin yani sira, WNT sinyal yolagi
antagonistlerinden WIF-1’in plazmid vektor yardimiyla A549 ve H460 akciger kanseri hiicre
hatlarina transfekte edildiginde ve H460 tiimdr ksenografts nude farelere enjekte edildiginde

hiicre bilylimesinin inhibe oldugu da gosterilmistir (Kim ve dig., 2007).

WNT sinyal yolagimin KHDAK’de asir1 aktive olmasi, arastirmacilar1 bu aktivasyonu inhibe
edecek yollar veya molekiiller kesfetmeye yonlendirmistir. Bu amagla ¢esitli WNT sinyal
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yolagi inhibitorleri kesfedilmistir. Bu inhibitérlerden FH535 adi verilen spesifik B-katenin
inhibitorii, B-katenin alinimi baskilayarak B-katenin/TCF’nin aracilik ettigi transkripsiyonu
antagonize eder (Handeli ve Simon, 2008). Yapilan ¢alismalarda, FH535’in hepatoseliler
karsinoma kok hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi, glioma olusumunda etkili oldugu,
mide kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu engelledigi, miyeloid l6semi hiicre hatlarinda
programli hiicre Olimiinii arttirdigl, pankreas kanserinde hiicre sayisini azalttigi,
osteosarkomada hiicre blylmesini inhibe ettigi, kolon kanseri hiicre hatlar1 olan HT29 ve
SW480 tizerinde anjiyogenezi baskiladigi, hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinde siklin D1’in
ekspresyonunu azaltarak apoptozu indiikledigi goriilmiistiir (Liu ve dig., 2016; Tomizawa ve
dig., 2016; Gustafson ve dig., 2017; Suknuntha ve dig., 2017; Chen ve dig., 2017; Liu ve dig.,
2018; Huo ve dig., 2019; Qian ve dig., 2019). FH535’in WNT sinyal yolaginda hangi
mekanizma ile inhibisyon sagladigi heniiz bilinmemektedir. Osteosarkomada FH535
kullanilarak yapilan bir ¢alismada, FH535’in WNT sinyal yolunu telomerik tekrar baglama
faktorii 1’in DNA’ya baglanmasini engelleyen tankiraz 1/2 (TNKS1/2) enzimlerini inhibe
ederek sagladigini, dolayisiyla inhibitoriin etkisini  gosterebilmek ic¢in  kullandigi
mekanizmalardan birinin bu oldugunu a¢iga ¢ikarilmustir (Gustafson ve dig., 2017). Mide
kanseri hiicre hatt1 olan MKN45 iizerinde FH535’in hiicrelerde biiziilme etkisi olusturdugu,
hiicre yogunlugunu azaltarak hiicre Oliimiine sebebiyet verdigi goriilmiistiir (Chen ve dig.,
2022). Losemide WNT sinyal yolagmnin etkilerini arastirmak amaciyla K562, HL60, THP1 ve
Jurkat hiicre hatlarinda ¢esitli WNT sinyal yolagi inhibit6rleri denenmistir. WNT sinyal yolagi
inhibitdrlerinden AV939, IWP2 ve FH535’in karsilastirilmali olarak hiicrelere verilmesiyle en
etkili WNT sinyal yolagi baskilayicisinin FH535 oldugu ve 16semide kullanilabilecek bir ajan
oldugu gosterilmistir (Suknuntha ve dig., 2017). WNT/B-katenin yolaginin aktivasyonu,
hepatoseliiler karsinomlarin en az 1/3'linde go6zlendigi icin bu yolun inhibisyonuyla
hepatoseller karsinomu tedavi etmek icin yeni bir yontem arayisinda olan aragtirmacilar, -
katenin yolunu bloke ettigi gosterilen FH535'in, karaciger kanseri kok hiicrelerini ve
hepatoseliiler karsinom hiicre hatlarini ¢ogalmasini inhibe edip edemeyecegini belirlemek icin
yaptiklar1 ¢caligmada siklin D1 ve survivinin ekspresyonunun azaldigini gostermislerdir
(Gedaly ve dig., 2014). Bu inhibitorin hepatoseliiler karsinomadaki etkisini inceleyen bir bagka
calismada, HepG2 hicrelerinin FH535 ile tedavisi sonucunda, hicrelerin proliferasyonunun
inhibe oldugu ve bu inhibisyonun B-katenin proteininin ekspresyonunun azalmasiyla iliskili

oldugu goriilmistiir (Liu ve dig., 2014). FH535'i go¢, invazyon ve buyume dahil olmak tizere
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malign meme kanseri hiicrelerinin igin potansiyel bir inhibitor olup olamayacaginin arastirildig:
bir ¢aligmada, in vitro olarak ti¢lii negatif meme kanseri hiicre hatlar1 olan MDA-MB231 ve
HCC38’in biiylimesini, go¢iinii ve invazyonunu énemli 6l¢iide inhibe ettigi gosterilmistir (lida,
ve dig., 2012). Kolorektal kanserde ise DLD-1 ve SW620 hiicre hatlarinin proliferasyonunu ve
gocund, G2/M tutuklamasini 6nemli 6lgiide indiikleyerek inhibe ettigi gosterilmistir (Tu ve dig.,
2019).

Mikrotubdlleri depolimerize ederek hicre siklusunun G2/M fazini bloke eden ve bu sekilde
hlicre ¢gogalmasin1 inhibe ettigi bilinen DTXin, ileri evre KHDAK tedavisinde hem tek ajan
olarak hem de sisplatinle veya gemsitabinle ikili kombinasyonunda etkili bir ajan oldugu pek
¢ok klinik ¢alismada gosterilmistir (Roszkowski ve dig., 2000; Fossella ve dig., 2003; Herbst
ve Khuri, 2003; Lilenbaum ve dig., 2007). DTX’in 100 mg/m? dozu ile kanserin faz 1V
asamasinda bulunan ve kemoterapi tedavisinden sonuc¢ alamayan hastalarda %40 oraninda
tedaviye cevap alinmistir ve DTX’in ilerlemis KHDAK’e karst onemli bir anti-timor ilag

oldugu kabul edilmistir (Erdemoglu ve Sener, 2000).

Bu calismada, KHDAK basta olmak iizere bir¢ok kanserin tedavisinde tek basina ve farklh
ilaglarla kombin olarak kullanilan DTX’in, hastada olusturdugu yan etkiler ve saglikli dokuya
verdigi zararlar g6z oniine alindiginda kanser tedavisinde tek ajan olarak kullanilmasmin yerine
KHDAK’de asir1 sinyalizasyon gosteren WNT sinyal yolagmi inhibe eden FH535 ajaniyla
kullanilmasinin, saglikli hiicreye verdigi zarari minimuma indirmek ve kanser hiicresinin
6limine neden olmak veya kanser hiicresinin aktivitesini bloke etmek bakimindan daha etkili

olacag diisiliniildiigii icin bu kombinasyon ile ¢alisilmaya karar verilmistir.

A549 ve BEAS-2B hiicrelerine DTX ve FH535 dozlari tek baglaria ve kombin halde uygulanip
hiicresel seviyede gosterdikleri sitotoksisite sonuclari degerlendirilerek yapilan MTT
calismasinda, iki hiicre hattina 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulanan DTX, kanser hiicre hattina
zamana ve doza bagh olarak 72 saatte etkisini gosterirken saglikli akciger hiicre hattina en az
zarar1 24 saatte, en zararl etkiyi 72 saatte gostermistir. Bu sonuglar, kanser tedavisinde siklikla
kullanilan DTX’in kanser hiicresinde en etkili oldugu zamanda saglikli hiicreye de zarar
verdigini, hastalarda DTX kullanimina bagh olarak goriilen komplikasyonlarin nedeninin bu
olabilecegini ve en Onemlisi DTX’in tek basmma KHDAK tedavisinde etkin bir hedef ilag

olamayacagini gostermektedir.
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Iki hiicre hattina 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulanan FH535’in kanser hiicresine olan etkisini
48 ve 72 saatlerde gosterdigi; saglikli hiicreye en az zarar1 72 saatte gosterdigi ve bunun yani
sira 24 ve 48 saatlerinde kanser hiicresine oldiiriicii etki gosterirken ayni saatlerde saglikli
hiicreye minimal zarar1 verdigi dolayisiyla kanser tedavisinde hedefe yonelik olarak

kullanilabilecek bir ajan aday1 oldugu goriilmiistiir.

Iki hiicre hattina DTX+FH535 kombini ve tekli dozlarm hiicreler iizerinde olusturdugu etki géz
Onlne alinarak miimkiin olan en diisiik doz olusturulmaya c¢alisilmistir. 24, 48 ve 72 saat
boyunca, kontrol grubu hiicrelerine kiyasla kanser hiicresinde kombin dozlarin etkisinin paralel
seyrettigi; saglikli hiicrede ise zararli etkinin 72 saatten sonra godzlenmeye baslandigi
goriilmiistiir. Bu sonuglar, kombin doz denemesinin her iki hiicre hattinda uygulanmasmin
uygun oldugunu ve zamana bagl, detayl etkinin hiicresel diizeyde degerlendirilmesi icin
XCELLigence ger¢cek zamanl hiicre analizinde MTT’ de uygulanan dozlarin 100 saat boyunca
15 dakika araliklarla denenmesinin gerekliligini gostermistir. MTT de etkili oldugu goriilen
tekli dozlar ile kombin dozlar kullanilmistir. Kombin dozlarda, tekli dozlardan daha az dozajlar
kullanilmasiyla, minimum seviyede doz kullanilarak kullanilan ajanlarin olusturabilecegi

toksik etkinin azaltilmas1 amaglanmustir.

XCELLigence ger¢ek zamanli hiicre analiz verilerine gore, kanser hiicresine tek basina
uygulanan DTX’in kontrol grubuna kiyasla etkinliginin oldugunu fakat saglikli hiicreye tek
basmna verildiginde hiicreye zarar verdigi; FH535’in kanser hiicresinde %50 (ICso degerine
uyumlu olarak) hiicresel 6liime yol agtigi, saglikli hiicrede ise neredeyse herhangi bir toksik
etki gostermedigi goriilmiistiir. Belirlenen uygun ve etkili dozajlar kullanilan ajanlarin
olusturabilecegi toksik etkinin azaltilmasi amaciyla minimuma indirilerek kombin doz halinde
A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarma verilmis ve 100 saat boyunca 15 dakika araliklarla 6l¢iim

alinarak hiicresel seviyedeki etkileri izlenmistir.

Uygun DTX ve FH535 dozlarin1 belirlemek i¢cin A549 ve BEAS-2B hiicre hatlarinda ayr1 ayr1
farkli dozlarda ajanlar verilerek deneyler yapilmistir. A549 hiicresine 1 uM DTX, 5 uM DTX
ve 10 uM DTX verildiginde ICso degerine en yakin dozun 1 uM doz oldugu goriilmiistiir. Bu
baglamda deneylere 1 pM DTX ve daha az molarda DTX ile devam edilmesi uygun
goriilmiistiir. A549 hiicresine 10 uM FH535, 20 uM FH535 ve 30 uM FHS535 verildiginde 1Cso
degerine en yakin dozun 20 pM FH535 oldugu goriilmiistiir. A549 hiicresinde istenen etkiyi

vermesinin yani sira BEAS-2B’de de en az zararli etkiyi veren dozlar1 belirlemek amaciyla
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BEAS-2B hiicresine 1 uM DTX ve 5 uM DTX uygulanmistir. Uygulanan her iki dozda ayni
toksisiteyi gosterdigi icin A549 hiicresine verildiginde etki gosteren en diisiikk doz olan 1 pM
DTX ve daha diisiik dozlarda DTX ile kombin ¢aligmasina devam etmeye karar verilmistir.
Ayni sekilde BEAS-2B hiicresine verilen FH535 dozlariyla, verilen maksimum dozajda
gosterdigi etkiyi gorebilmek i¢in 30 uM FH535 ve 40 uM FH535 deneye alinmistir ve literatiire
ek katki saglayacak olan; yiiksek dozlarda FH535’in saglikli akciger hiicresine yaygin olarak
kullanilan ajanlara gore ¢cok az zarar verdigi verisi elde edilmistir. Dolayisiyla yiiksek doz
FH535’1n saglikli hiicreye zarar vermedigi, kanser hiicresinde ise doz arttik¢a Sldiiriicli etkiyi
gosterdigi goriilmiistiir. Fakat, tedavi protokollerinde hastanin minimum kimyasal ajana maruz
kalmasi, organizma sagligi agcisindan 6nem tasidigi i¢in bu ¢alismada 0,5 uM olarak belirlenen

FH535 dozu uzerinden deneylere devam edilmistir.

Sonuglar gostermistir ki; kombin doz uygulamasi, kanser hiicresinde kontrol grubuna kiyasla
daha fazla etkinlik gostermistir. Ayni1 kombin doz saglikli hiicrede, tek basina DT X verildiginde
verilen hasarla es deger hasar yaratmistir. Bu sonuclardan hareketle, kanser tedavisinde siklikla
kullanilan DTX’in saglikl1 hiicreye verdigi zarardan daha fazla zarar vermeyen ve buna karsilik
kanser hiicresine DTX’in tek basina gosterdigi etkinlikten daha fazla etkinlik gosteren kombin
ajan aday1 olan DTX+FH535 kombini basarili bulunmustur. Elde edilen zamana bagli hiicre
indeksi grafigi sonuglari, kombin uygulama yapilan kanser hiicresinin anti-mitotik aktivite
gostererek etkili oldugunu gostermistir. MTT ve XCELLigence ger¢ek zamanli hiicre analiz
deneylerinden elde edilen paralel veriler, kanser hiicresinde belirlenen kombin uygulamanin

hedefe yonelik tedavi i¢in umut vaat ettigini gostermistir.

Kombinasyon tedavilerinde daha etkili sonuca ulasabilmek amaciyla kullanilan %50 toksisite

icin kombinasyon indeksi hesabi asagida verilen formiile gore yapilmustir.
Cl = (D)1/(Dx)1+ (D)2/(Dx)zta (D)1.(D)2/ (Dx)1. (Dx)2 (5.1)
(D)1: (D)2 ile kombinasyon halinde ICsp i¢in ilag 1’in dozu
(D)2: (D)1 ile kombinasyon halinde 1Csp igin ilag 2 nin dozu
(Dx)1: Tek basima ICsp i¢in ilag¢ 1’in dozu

(Dx)2: Tek basma ICsp i¢in ilag 2’nin dozu
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a: iki ilagtan biri varken digeri etki gostermezse “0”’; iki ilag birlikte etki gdsteriyorsa “1” olarak
kabul edilir ve hesaplanan deger; CI>1,3 ise antagonizmay1, CI=1,1-1,3 ise orta antagonizmays1,
CI=0,9-1,1 ise destekleyici etkiyi, Cl= 0,8-0,9 ise hafif sinerjizmi, Cl= 0,6-0,8 ise orta
sinerjizmi, Cl= 0.4-0.6 sinerjizmi ve Cl= 0,2-0,4 ise yuksek sinerjizmi gosterir (Ichite,
Chougule, Jackson, Fulzele, Safe, ve Singh, 2009). Bu ¢alismada kullanilan kombin dozun
A549 hiicrelerinde gosterdigi etki 0,37505 kombinasyon indeksi degeriyle yiiksek sinerjik
etkidir. Bu sonug, belirlenen kombinasyon dozunun, ayri ayr1 verilen DTX ve FH535
dozlarindan daha yiiksek bir etki gosterdigini dolayisiyla A549 hiicre hattina uygulanan kombin
dozun, hiicreler iizerindeki etkisinin tek basina her iki ajanin kullanilmasindan daha etkili

oldugunu gostermektedir..

A549 kanser hicresinde uygun bulunan kombin doz verilerek mitotik aktivite analizi
yapilmistir. Kanser hiicresinin ilk 24 saatteki mitotik aktivitesi kontrol grubuna kiyasla %74’e
yukselirken; 48 saatteki mitotik aktivitesi kontrole kiyasa %105’e yiikselmistir. 72 saatteki
mitotik aktivitesi ise gercek zamanli hiicre analiz verileriyle uyumlu olarak kontrole kiyasla
%72’ye diigsmiistiir. Zamana bagli olarak azalarak degisim gdsteren mitotik aktivite, kombin
ajan uygulamasinin hiicreyi mitotik katastrof adi verilen hticre 6lim tipine gotiirdiigiinii; gercek
zamanli hiicre analiziyle de uyumlu olarak kombin uygulamanin kanser hiicresi tizerinde anti-
mitotik etki gosterdigini desteklemistir. Mitotik katastrofta, hiicre bolinmesinin mitozda
kontrol noktalarinda olusan DNA hasar1 sonucunda hiicre metafazda ya da metafaza giremeden
oliir. Apoptozun aksine kaspaz bagimli olmaksizin ve niiklear fragmantasyon goriilmeyen hiicre
oliminde anormal mitoz sureci gerceklesir. Mitoz durur, mitotik ig iplik¢iklerinde
degradasyonlar meydana gelir. Nikleustan bol hucreler olusur ve kromozom ayrimi
basarisizlikla sonuglanir (Galluzzi ve dig., 2018). DTX in tek basina kanser hiicrelerinde anti-
mitotik etkisini mikrottbtlleri stabilize ederek G2-M fazin1 bloke ettigi mekanizmayla yaptigi
bilinmektedir (Herbst ve Khuri, 2003). Elde edilen sonuglar, tibilin heterodimerlerinin B-
tibdlin alt initesine baglanarak mikrotiibll depolimerizasyonunu engelleyen DTX’in bu
etkisine literatiirdeki diger ¢aligmalarla da uyumlu olarak FH535’in de destekleyici etki
gosterdigi ve bu sekilde bu kombinasyonun mitoz boliinmeyi azalttig1 ve hiicreyi mitotik

katastrofa siiriikleyerek 6liime gotiirdiigiinii gostermektedir.

Mitotik katastrofta kardes kromatidlerin ayrilmasi basarisizlikla sonuglanmaktadir. Kombin

ilac verilen kanser hticrelerinin mitotik katastrof yoluyla 6ltime gittigini dogrulamak i¢in BrdU
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aktivite analizi yapilmistir. BrdU, DNA yapisinda bulunan timidinin analogudur. Hucre
proliferasyonunu belirlemek amaciyla kullanilir. BrdU, hiicre replikasyon sirasinda aktif olarak
cogalan hiicrelerin yeni sentezlenen DNA iplik¢iklerine dahil olur. Boylelikle prolifere olan
hicrelerde BrdU aktivitesi fazla olur. Kombin ilag verilen kanser hicresinin 24, 48 ve 72
saatteki BrdU aktivitesinin zamana bagli olarak kontrol grubuna kiyasla 72 saatte %68 lere
diistiigii, bu sonucun mitotik aktivite analizi sonuglarmma paralel olarak mitoz boliinmenin

azalmasiyla prolifere olan hiicre sayisinin da azaldiginin bir gostergesidir.

Onceki verilerden elde edilen zamana bagli azalan mitotik aktivite sonucunda kanser hiicresinin
anti-mitotik etkisinin yan1 sira apoptoz adi verilen programlanmis hiicre 6liim tipiyle de 6liime
gidip gitmedigini arastirmak amaciyla apoptotik hiicre 6liim yolaginda apoptozu indiikleyen en
onemli kaspazlardan olan kaspaz 3 ve kaspaz 7’nin (diger adiyla cellat kaspazlarin) aktivitesine
bakildiginda, kombin doz uygulamas: verilen kanser hiicresinin kontrole kiyasla kaspaz 3,7
aktivitesinde anlamli bir degisiklik olmadig1 goriilmiistiir. Bu sonug, ger¢ek zamanl hiicre
analizinden elde edilen verilerle uyumlu olarak kombin doz uygulamasi yapilan kanser
hlicresinin apoptotik hiicre dliimiiyle degil anti-mitotik etkiyle ve dolayisiyla mitotik katastrofla

Olime gittigi fikrini desteklemektedir.

Sonug olarak; A549 ve BEAS-2B hiicrelerinde DTX ve FH535’in kombin olarak uygulandigi
literatiirde ilk kez yapilan bu ¢alismada, KHDAK’de kanser patogenezinde rol aldig1 diisiiniilen
WNT sinyal yolagindaki asir1 aktivasyonun inhibisyonunu saglayan WNT sinyal yolagi
inhibitori FH535 ve KHDAK tedavi protokoliinde siklikla kullanilmasina ragmen hastada yan
etki ve sitotoksik etki olusturdugu bilinen DTX’in kombin olarak uygulanmasiyla, kanser
hiicresinde antiproliferatif etki gosterirken saglikli hiicrede minimum zarar1 gosterecek dozun
bulunmasiyla yeni tedavi protokolii olusturulmasi amaclanmistir. Bu amagla yapilan MTT,
gercek zamanl: hiicre analizi, mitotik aktivite analizi, BrdU hiicre proliferasyon analizi ve
kaspaz 3-7 aktivite analizi deneyleriyle 0,005 uM DTX+0,5 uM FH535 kombinasyonunun
KHDAK hiicre hatt1 olan A549°da anti-mitotik etki gostererek mitotik katastrofa neden oldugu;
saglikli akciger hiicresi BEAS-2B’ye minimum zarar1 vererek tek basma DTX kullanimida
verilen sitotoksik etkiden daha fazla zararli etkiyi vermedigi goriilmiistiir. Boylelikle literatiirde
ilk kez yapilan bu ¢aligma, KHDAK tedavisinde kullanilabilecek yeni bir protokoliinin

olusturulmasma katki saglayacaktir.
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