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OZET

KISA ZINCIRLI SFINGOLIPIDLERIN AKCiGER KANSERI HUCRELERI
UZERINDEKI ETKILERI
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AnadoluUniversitesi,Saglik Bilimleri Enstitiisii,Haziran 2022

Danigsman:Dog¢.Dr. Gokhan KUS

Akciger kanseri heniiz tedavisi bulunamamis tiim diinyada 6liim nedenlerinin
bas sirasinda yer alan kiiresel bir hastaliktir. Son zamanlarda bu alanda yapilan bircok
caligmanin da temel amaci apoptozis ile iligkili diizenleyici mekanizmalar1 anlamak ve
anti kanser ilaglarin gelistirilmesine yeni yaklagimlar saglamaktir. Sfingolipid grubu bir
molekiil olan seramidin kanser patogenezi ve tedavisinde apoptozun tetiklenmesi, hiicre
proliferasyonu ve migrasyonunun diizenlenmesinde etkisi biiyiiktiir. Kilit role sahip
olan seramidlerin, apoptoz yolaklarinin bir ¢ogunda gorev aldiklar ve sitoplazmadaki
seviyeleri arttiginda programli hiicre Oliimiine yol actigi yapilan c¢aligmalarda
gosterilmistir. Biz de bu ¢alisma ile C2 ve C6 seramidin kombine formunun Tiirkiye ve
tim diinyada en ¢ok 6lim Sebebi olan akciger kanser hiicreleri lizerindeki etkilerini
arastirdik. Bunun igin dnce in vitro ortamda kisa zincirli sfingolipidlerin etken dozunu
zamana bagli olarak belirledik, C2 ve C6 kombine formunun belirledigimiz [Cso
konsantrasyonunda A549 hiicreleri tizerindeki sitotoksisite etkilerini MTT kolorimetrik
testi ile tespit ettik. Hiicrelerin yapisinda olusan morfolojik degisikleri ikili boyama
sonucunda 6nce konfokal mikroskopu ile, daha sonra gegirimli elektron mikroskopu ile
gozlemledik. Sonug olarak C2 ve C6 kombin seramidin A549 insan akciger kanseri
hiicre hattindaki sitotoksik ve apoptotik etkileri belirlenmis ve ¢alismamizin sonucu
olarak hiicrelerde apoptozisi gosteren morfolojik ve ince yapisal degisiklikler

saptanmistir. Bu calisma sonrasinda hiicrelerin sfingolipid ve lipid metabolizmasi



kanser tedavisi ile iligkilendirilerek yeni tedavi yaklasimi secene§i ortaya
konmustur. Elde ettigimiz sonuglarin akciger kanserinde C2 ve C6 kombine formunun
alternativ bir tedavi ¢esiti olarak kullanilmasina yonelik ileriye doniik bagka ¢aligsmalara

da 151k tutacagi kanaatindeyiz.

Anahtar Kelimeler: Seramid, Akciger Kanseri, C2, C6, Apoptoz.



ABSTRACT

EFFECTS OF SHORT CHAIN SHINGOLIPIDS ON LUNG CANCER CELLS

Shahri TAGHIZADE
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Supervisor: Accos. Prof.Dr.Gokhan KUS

Lung cancer is a primary disease for which no cure has yet been found, and is
one of the leading causes of death in the world. The main purpose of many recent
studies in this field is to understand the regulatory mechanisms associated with
apoptosis and to provide new approaches to the development of anticancer drugs.
Ceramide, a sphingolipid group molecule, has a great effect on triggering apoptosis,
regulating cell proliferation and migration in the pathogenesis and treatment of cancer.
Studies have shown that ceramides, which have a key role, play a role in many of the
apoptosis pathways and lead to programmed cell death when their levels increase in the
cytoplasm. In this study, we investigated the effects of the combined form of C2 and C6
ceramide on lung cancer cells, which are the leading cause of death in Turkey and all
over the world. For this, we first determined the effective dose of short-chain
sphingolipids in vitro in a time-dependent manner, and determined the cytotoxicity
effects of the combined form of C2 and C6 on A549 cells at the IC50 concentration we
determined by MTT colorimetric test. As a result of double staining, we observed the
morphological changes in the structure of the cells first with a confocal microscope and
then with a transmission electron microscope. As a result, cytotoxic and apoptotic
effects of C2 and C6 combined ceramide in A549 human lung cancer cell line are
determined and as a result of our study, morphological and fine structural changes in
cells indicating apoptosis are determined. After this study, sphingolipid and lipid
metabolism of cells were associated with cancer treatment, and a new treatment
approach option was presented. We believe that our results will shed light on other
prospective studies on the use of C2 and C6 combined forms as an alternative treatment

type in lung cancer.
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1. GIRIS

Kanser, hiicrelerden birinin transformasyonu sonucu hiicrelerin kontrolsiiz
bliylimesi ve yayilmasidir. Genetik degisiklikler sonucu hiicreler kontrolsiiz bir sekilde
biiyiir. Bu hiicreler, tiimor ad1 verilen bir kitle olusturabilir(https-1). Dis etkenlerin veya
kalitsal genetik faktorlerin neden oldugu doniisiim viicudun hemen her bdlgesini
etkileyebilir. Normal bir hiicrenin bir tiimor hiicresine doniisiimii, genellikle
neoplazmlarin ¢evre dokulara biiylimesi ve uzak organlarda metastazlarin ortaya
cikmasiyla birlikte ¢cok asamali bir siirectir.Globocan verilerine gore 2018'de diinya
capinda yeni teshis edilmis kanserli 18,1 milyon insan ve 9,6 milyon 6lim vardir.
Insidans acisindan (her iki cinsiyette) akciger kanseri (%11,6) birinci, meme kanseri
ikinci (%11,5), prostat kanseri (%7,1) ve kolorektal kanser doérdiincii (% 6,1) yer
almaktadir.Giliniimiizde, bu sayilar, ozellikle akciger kanserinin orani dis etkenler ve
Covid-19’un yaratdigi etkilerle daha da artti. Kanser insidansi ve mortalitesi tiim
diinyada artmaya devam ediyor. Oniimiizdeki 20 yil i¢inde kanser prevalansinin en az
%60 oraninda artacagi tahmin edilmektedir (https-2).

Vakalarm onemli bir kismi 6zellikle erken teshis edildiginde cerrahi, radyoterapi
ve kemoterapi gibi yontemlerle tedavi edilebilmektedir.Akciger kanseri en agresif
kanser tilirlerinden biridir ve kisa Oykii, hizli seyir ve erken metastaz egilimi ile
karakterizedir.Lipidomik alanin gelismesi, akciger kanseri de dahil olmak iizere bircok
hastalikta, hiicre sinyallesmesinde ana diizenleyiciler olarak sfingolipidlerin roliinii
ortaya cikarmistir. Sfingolipid metobolizmi hiicre proliferasyonu, cesitli hiicre 6limii
bicimleri, hiicre farklilagsmasi, anjiyogenez ve hiicre gocii gibi kanser ilerlemelerinde
yiiksek 6neme sahip biyolojileri i¢erir (Hannun vd., 2018).

Seramid sinyallesme yolagi farkli tiimor hiicrelerinde ana apoptozis tetikleme
faktorii olarak bilinmektedir. Son yillarda ekzojen seramid seviyelerine etki eden
elementlerin ve bunlarin operatdrleri ve metabolizmasini etkileyen faktorleri birgcok
caligmada yer almistir. Bu sebeple, seramid ve sfingozin metabolizmasinda gorev yapan
enzim sistemlerini hiicre sagkalimi veya o6liimiindeki rollerini ve bunlarin efektorlerinin
etki mekanizmalarini ele almak faydali olacaktir (Ogretmen, 2017). Seramid tarafindan
indiiklenmis apoptoz ilk kez 1993 yilinda ekzojen seramidlerle muameleden sonra
16semi hiicrelerinde gosterilmistir (Reynolds vd., 2003). O zamandan sonra, sayisizca
calisma endojen olarak iiretilmis seramidin apoptozun gergek bir tetikleyicisi oldugunu

gostermistir. Bu apoptozun hiicre tipine bagli ve/veya kontekse bagli anlamda farkl

1


https://www.who.int/

mekanizmalar tarafindan regiile edildigi bilinmektedir (Kolesnick, 2002; Strelow vd.,
2002; Rombaut vd., 2006; Schmelz vd., 1994).

Bu tez galismasi ile seramid C; ve Cs kombine formlarinin optimum doz ve
siireleri bulunarak akciger kanser hiicrelerindeki etkileri molekiiler olarak arastirilmistir.
Hiicrelerin seramid kaynakli akciger kanseri iizerindeki ince yapisal, organel ve
cekirdek yapisindaki degisiklikleri hiicre kiiltiirii laboratuvarinda ¢aligilip, 6liim yollar1
hakkinda ilk verilere ulasilmis ve orijinal bir ¢alisma yapilarak sonuglar elde edilmistir.
Oncelikle seramid C, ve Ce’nin AS549 akciger kanseri hiicrelerindeki etkin dozu
bulunmus, daha sonra kombine formun hiicreler lizerindeki sitotoksite etkileri MTT
kolorimetrik testi ile belirlenmis, sonda A549 hiicrelerindeki morfolojik degisiklikler
konfokal ve gecirimli elektron mikroskopi ile gozlemlenmistir. Amacimiz
dogrultusunda seramid kombine formunun etkisiyle akciger kanser hiicrelerinde
apoptozisi gosteren morfolojik ve ince yapisal degisiklikler saptanmis, apoptotik etkiler

belirlenmistir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1 Kanser

Viicutta anormal sekilde olusan bir kitle veya hiicre grubu tiimor veya neoplazm
diye adlandirilir. Tiimorler viicudun c¢esitli bolgelerinde olusabilir. Yanlis bilinenin
aksine, her tiimori kanser adlandiramayiz. Kanserli olmayan tiimérler tedavi edilmezse
0 zaman kanserli hale gelir. Kanser hiicreler 4 ana tip olarak ayrilir: karsinomlar,
sarkomlar,losemiler, lenfomalar.

Kanser hiicreleri kendi kendine kiigiiliip kaybolmadigi siirece biiylimeye devam
eder. Bu siirecte yapilmasi gerekenler; (1) kanserli kitle cerrahi olarak ¢ikarilmasi; (2)
kemoterapi veya hormon tedavisi gibi kansere 6zgii baska bir ilag tiirii kullanilmast; (3)
radyasyon tedavisine baslanilmasidir. Baz1 kanser tiirleri timor olusturmaz. Bunlara
l16semiler, ¢cogu lenfoma tiirii ve miyelom dahildir.

Tiim kanser tanilarinin yaklasik %50'sinden dort kanser tiirii sorumludur. Meme
kanseri, tiim kanser tanilarmin %13,1'ini olusturan en sik teshis edilen kanserdir
(530.000 vaka; yalnizca kadin), bunu kolorektal (520.000, %12.9), akciger (480.000,
%11.8) ve prostat (470.000, %11.7) kanserleri izlemektedir. Cinsiyete gore ayrim
yapildiginda erkeklerde en sik goriilen kanserler prostat (toplam erkeklerin %22.2'si),
akciger (320.000, %14.8), kolorektum (280.000, %13.2),kadinlarda isememe kanseridir
(toplam kadinlarin %27.8') (Dyba vd.,2021). Sagliksiz beslenme, obezite ve yetersiz
fiziksel aktivitenin etkileri birlikte degerlendirildiginde, sagliksiz yasam tarzi ile iligkili
kanserlerin oran1 %60'a ¢ikmaktadir(https-1).

Kanserin biyolojisi: Genel olarak kanserle iliskili genler iki gruba ayrilabilir:
onkogenler ve tiimor baskilayict genler (TSG'ler). DNA niikleotid dizisini etkilemeyen
epigenomik yapisal degisikler (6rnegin, DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlari)
ayni zamanda baskilayici genlerin inaktivasyonuna ve protoonkogenlerin aktivasyonuna
da katkida bulunan tiimor hastaligina yol acabilir (Alberts vd., 2002; Weinhold vd.,
2006). Onkogenler aktivasyona ugrar ve fenotipik olarak baskindir, TSG'ler ise
inaktivasyona ugrar ve fenotipik olarak g¢ekiniktir. Onkojenik aktivasyon su sekilde
meydana gelebilir: gen sekansi i¢indeki belirli nokta mutasyonlari; genin kopya
sayisinin amplifikasyonu; ya da DNA'nin transkripsiyonun daha aktif oldugu ya da
biyolojik etkinligi arttirilmis bir proteini kodlayan yeni bir flizyon geninin olustugu

bolgelere translokasyonu (Nenclares ve Harrington, 2020).



Kanser genleri:Kanser, her biri normal hiicrelerde énemli bir islev saglayan iki
smif gen, onkogenler ve tiimor baskilayict genler (TSG'ler) tarafindan yonlendirilir. Cok
asamal1 karsinogenez kavramina dayanarak, hastaligin ilerlemesi ve timor hiicrelerinin
metastatik aktivitesi, hastaligin son asamasinda degisiklikleri biriktiren ve timdriin
malignite derecesi ile iliskili olan genler tarafindan belirlenir (Hanahan ve Weinberg,
2011). Onkogenler, kansere neden olmak igin {i¢ sekilde aktive edilir: (1) gen
mutasyonlar1, bir genin dizisini, ona gelismis biyolojik fonksiyon kazandirmak igin
degistirir (Ornegin, pankreas, akciger ve kolorektal kanserlerde RAS); (2) gen
amplifikasyonu, bir genin normal dizilimini korudugu, ancak kromozomda ¢ogaldiginda
(6rnegin, noroblastomda N-MYC (MYCN olarak da bilinir)); (3) gen translokasyonu,
bir genetik dizinin normal kromozomal pozisyonundan (lokusu) yeni, daha aktif bir
promotor element tarafindan kontrol edildigi yeni bir pozisyona (genellikle farkli bir
kromozom iizerinde) hareketini icerir veya gelistirilmis biyolojik aktiviteye sahip yeni
bir fiizyon proteini iretir (6rnegin, kronik miyeloid 16semide BCR-ABL)Sekil2.1’de

onkogenlerin ii¢ yoldan aktive edilmesi detaylica gosterilmistir.

Normal protein function

Normal protein in [:]
normal amount T

Normal mRNA
T

Normal DNAWANWVA®
Abnormal s |b B C
DNA WAV WYV WVAVAAVA
l . l

| l l
Protein E:j [::][":j[z] <:€:]

mMRNA

Mutant Amplified normal protein Fusion
protein protein

Enhanced pr:)tein function

Sekil 2.1.4ktive edilmis onkogenler.(A) DNA kodundaki mutasyonlar, proteinlerin amino asit dizisinde
degisikliklere yol acarak aktivitesini arttirir.(B) Amplifikasyon, normal protein miktarinmin artmastyla
sonuglanir.(C) DNA'nin bir kisminin bir kromozal konumdan digerine geg¢isi, biyolojik aktiviteye sahip o

fiizyon proteini tiretebilir (Nenclares ve Harrington.2020).



TSG'ler, hiicre ¢ogalmasini ve hayatta kalmasini1 engelleme islevi gdren normal
hiicresel genlerdir. Genellikle hiicre dongiisii ilerlemesini ve programlanmis hiicre
oliimii/apoptozunu kontrol etmede rol oynarlar (Nenclares ve Harrington, 2020).

Siirekli anjiyogenez:Kanserin ilerleme yetenegi, kan akisini saglama yetenegi
ile yakindan iligkilidir. Dogrudan difiizyonla oksijen ve besin elde ederek kanser hiicresi
kiimeleri 60-100 mikrometreye kadar biiyiiyebilir, ancak bu boyutu asmak i¢in bir
tiimoriin 6zel bir kan kaynagi edinmesi gerekir.Boyut olarak birka¢ milimetrenin
izerinde biiyiimek i¢in, yeni baslayan tiimdrlerin, genisleyen tiimdr hiicrelerine oksijen
ve besin iletimini saglamak i¢in kendi damarlarini olusturmalar1 gerekir (Bergers ve
Benjamin, 2003). Bununla birlikte, proanjiyogenik faktorlerin asir1 iiretimi nedeniyle,
tiimdrler genellikle oldukea kaotik, kotii organize olmus ve islevsiz bir damar sistemini
indiikler (Oliveira vd., 2011).Cizelge 2.1’de pro ve anti-anjiyogenik faktdrlerin

ozellikleri gosterilmistir.

Cizelge 2. 1. Pro ve anti anjiyogenik faktorler (Nenclares ve Harrington, 2020)

Pro-anjiyogenik Anti-anjiyogenik

* Vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF) * anjiyostatin

* Temel fibroblast biiyiime faktorii (bFGF) * endostatin

* Asidik fibroblast biiyiime faktorii (aF GF) * Trombospondin (TSP)-1 ve 2

* Doniistiiriicii biiyiime faktorii (TGF)-a ve B » Interlokinler (IL-1B, IL-12, 1L-18)
* Trombosit kaynakli biiyiime faktorii(PDGF) * Anti-trombin 111

* Tiimor nekroz faktori (TNF)-a

Gen ekspresyonu ve hiicre tiikkenmesi calismalari tiimorle iligkili makrofajlarin
(TAM'ler) fenotipik ve islevsel olarak farkli alt kiimeler igerdigini gosterir. Daha iyi
karakterize edilen TAM alt kiimeleri arasinda, tiimorlerde bir arada bulunan
proanjiyogenik (TIE2+) ve anjiyostatik/enflamatuar (CD11c+) makrofajlar bulunur. Bu
tiir antagonize edici TAM alt kiimeleri, tim6r mikrogevresinde farkli nigler iggal eder ve
timdr tipine ve derecesine gore degisen oranlarda bulunur. TAM'leri spesifik olarak

hedeflemek veya onlar1 proanjiyojenikten anjiyostatik bir isleve yeniden programlamak,



tiimdr damar sistemini "normallestirebilir" ve radyoterapi, kemoterapi ve damar bozucu
ajanlar dahil cesitli antikanser tedavilerinin etkinligini artirabilir (Squadto vd., 2011).

Kanserin ayirt edici ozellikleri ve kolaylastirici ozellikleri:2000 yilinda,
Hanahan ve Weinberg kanserlerde, malign davraniglarini biiyiik 6l¢iide agiklayan alti
temel degisikligi (biiyiime faktorii bagimsizligi, biiyiime baskilayicilardan kaginma,
hiicre 6limiinii 6nleme, anjiyogenez, replikatif potansiyeli slirdiirme, istila/metastaz)
tanimladilar. (Hanahan ve Weinberg, 2000) Bu, daha sonra 2011'de ortaya ¢ikan iki
ayirt edici Ozelligin (enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi, bagisiklik
yikimindan kaginma) ve iki etkinlestirici 6zelligin (genomik kararsizlik, iltihaplanma)
eklenmesiyle giincellendi. (Hanahan ve Weinberg, 2010).

Istila ve metastaz: Uzak metastazlar kanser dliimlerinin %90'ma neden olur.
Istila ve metastaz, karmasik biyolojik siireclerin sirali orkestrasyonunu icerir:timor
hiicresinin yerel bolgedeki yakin komsularindan ve stromadan ayrilmasi; hiicre disi
matrisin enzimatik bozunmasi ve ardindan spesifik yonlii hareketlilik (tek hiicreler,
gruplar); kan veya lenf damarlarinin penetrasyonu ve timoér embolizasyonu; uygun
bliyiime faktdrlerinin uygun bir sekilde saglanmasi temelinde secilebilecek bir
metastatik bolgeye ulasana kadar dolagimda hayatta kalma; varis noktasinda kan damari
endoteline baglanma ve damardan ekstravazasyon; ve yeni yerinin yayilmasi ve istilasi
ve yeni bir kan kaynagmin saglanmasidir. Epitelyal tiimorlerin invazyonu ve
metastazinin altinda yatan anahtar siire¢lerden biri epitelyalden mezenkimal gegistir. Bu
¢ok yonlii program, kanser hiicrelerini istila ederek gecici veya istikrarli bir sekilde
devreyegirebilir. Ek olarak, tiimor metastatik bir birikim olusturacagi son organa
ulastiginda, siklikla mezenkimalden epitelyal gecis meydana gelir (Talmadge ve Fidler,
2010).

2.2 Hiicre Dongiisii

Hiicre dongiisii ve apoptoz, diizenli kosullar altinda organizmanin biiylimesine
ve homeostazina izin veren hiicre biyolojisinin Onemli siiregleridir. Bu
mekanizmalardaki degisiklikler, azalmis apoptoz ve asir1 proliferasyon durumunda
tiimor olusumu ve gelisimi gibi patolojik durumlara neden olabilir. Devam eden hiicre
dongiisii, durgunluk, yaslanma, apoptoz veya nekroz gibi birkag farkli hiicre dongiisii ve
metabolik durum arasinda ayrim yapabiliriz (Pack vd., 2019) Devam eden bdliinme

altindaki hiicreler, bilinen hiicre dongiisii fazlarindan, yani G1 bosluk fazindan, S

6



fazindan (DNA sentezi), G2 bosluk fazindan ve M fazindan (mitoz) geger. G1, S ve S2
fazlarina alternatif olarak interfaz denir. Son safhada, hiicre organel sayimlarmi (G1
faz1) blyiitiir, DNA'sin1 kopyalar (S fazi) ve boliinmeye hazirlanirken igerigini yeniden
diizenler (G2 faz1).GO veya dinlenme fazindaki hiicreler, geri doniistimli biiyiime
durmast ve diisiik metabolizma ile karakterize uyusuk bir durumu temsil eden
sessizlikte kalir (Pack vd., 2019). Sessizlik durumuna giris, direncin stres ve toksik
uyaranlarin iistesinden gelmesine izin verir. Hiicresel hasar tolere ettikten ve onardiktan
sonra, hiicreler, sikline bagimli kinaz-2 (CDK2) ve E2F (Yao vd., 2017; Kwon
vd.,2017; Hahn vd., 2009; Cappel vd., 2016; Spencer vd., 2013; Dong vd., 2018;
Sakaue-Sawano vd., 2008) gibi spesifik biiylime faktorleri tarafindan uyarildiktan sonra
yeni bir hiicre dongiisiine yeniden girebilirler. Sessizligin aksine, yaslanma, yliksek
hiicresel metabolizma ile kalic1 bir hiicre dongiisii durmast durumudur. Hem durgunluk
hem de yaslanma, iyonlastiricti radyasyon, DNA ve kromatin hasari, endojenik
replikasyon stresi, reaktif oksijen tiirlerinden (ROS) kaynaklanan hiicresel stres, serum
acligi, temas inhibisyonu vb. gibi dis ve i¢ sinyaller tarafindan tetiklenirken, kalict hasar
ve stres sinyal verme genellikle yaslanmay1 destekler ( Daigh ve ark.,2018; Arors ve
ark.,2017; Barr vd.,2017; Yang vd.2017).Apoptoz terimi, hiicre mimarisinin
bozulmasina yol agan enerjiye bagli programlanmis hiicre 6liimii siirecini tanimlamak
icin kullanilir ve hiicre 6liimiinden sonra toksik eliminasyon siireclerini ifade eden
enerjiden bagimsiz nekroz ile karigtirilmamalidir (Elmore,2007; Fan vd.,2018).
Apoptoz, ciddi sekilde hasar gérmiis ve islevsiz hiicrelerin dokulardan gerekli sekilde
uzaklastirllmasin1 saglayan fizyolojik bir mekanizmadir. Atilan hiicreler, kalan
hiicrelerin (bir boliimiiniin) mitotik aktivitesi ile degistirilir - yani dokularin apoptozu ve
G0'da olmayan hiicre sayisin1 dengelemesi gerekir.Hiicre dongiisiinlin siiregleri, iki
diizenleyici protein grubu, yani siklinler ve sikline bagimli kinazlar (CDK'ler)
tarafindan kontrol edilir. Bu proteinler, p107, p130 ve retinoblastoma (Rb) dahil olmak
lizere cep protein ailesinin belirli {yelerinin fosforilasyonunu hedefleyerek
baglanmalarindan sonra sinerjistik olarak hareket eder.S fazina giriseve DNA
replikasyon sinyallerini kodlayan E2F hedef genlerinin transkripsiyonuna izin veren Rb
gibi fosforlanmis cep proteinleri kromatinden salgilaniyor(Pack vd.,2019; Fan
vd.,2018). Prensipte, CDKI'ler ve siklinler, CDK'lere baglanmak igin rekabet eder;

CDK2-siklin E gibi bir kompleks hiicre dongiisii ilerlemesini yonlendirir; tersine,



CDK4/6—p16 kompleksi hiicre dongiisii durmasini indiikler. Hiicre dongiisiintin ilgili
basamaklar1 Sekil 2.2'de gosterilmektedir. (Gousias vd.,2022)
/
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Sekil 2.2.Hiicre dongiisii basamaklari. Hiicreler, c¢esitli  siklinler-CDK
kompleksleri ve Rb arasindaki etkilesim baglaminda Rb'nin fosforilasyonu ile
desteklenen, ¢ekirdekte salinan E2F'nin transkripsiyonundan sonra hiicre dongiisiine
girerler. Aksine kompleks CDKI'ler-CDK'ler, Rb'nin fosforilasyonunu inhibe
eder.Sonu¢ olarak, Rb ve E2F kromatinden salinmaz, ancak yine de hiicre
dongiisiidurmasina yol agan saglam bir komplekse baglanir. Kisaltmalar: CDK'ler:
sikline  bagimli  kinazlar, CDKl'ler: sikline bagimli kinazlar inhibitorii; Rb:
retinoblastom, rE2F: serbest birakilan E2F. En bilinen siklinler: siklin A, BI, B2, DI,
D2, D3, E1, E2, G1; CDK'ler: CDK1, 2, 4, 6, 9; CDKl'ler: p16, p21, p27, p57 (Gousias
vd.,2022).

2.3 Apoptoz

Programlanmis hiicre 6liimiiniin en iyi ¢alisilmig bigimleri apoptoz, nekroptoz ve
piroptozdur(Damien vd.,2021). Apoptoz mekanizmasi karmasiktir ve bir¢ok yolu igerir.
Bu yollar boyunca herhangi bir noktada kusurlar meydana gelebilir, bu da etkilenen
hiicrelerin malign transformasyonuna, tiimdr metastazina ve antikanser ilaglara karsi
dirence yol acar. Apoptoz, problemin nedeni olmasina ragmen, bir¢cok tedavi
stratejisinin popiiler bir hedefi oldugu icin kanser tedavisinde ©nemli bir rol
oynamaktadir. Apoptoz, fizyolojik ve patolojik kosullarda meydana gelen diizenli ve

diizenlenmis bir hiicresel siiregtir. Ayni zamanda hiicre biyologlar1 arasinda en ¢ok
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calisilan konulardan biridir. Apoptozun altinda yatan mekanizmanin anlagilmasi, bir¢ok
hastaligin patogenezinde ¢ok dnemli bir rol oynadigi i¢in 6nemlidir (Wong, 2011).

Apoptozun normal fizyolojideki rolii mitozunki kadar énemlidir. Cesitli hiicre
popiilasyonlarinin diizenlenmesinde mitoz ve hiicre ¢ogalmasi i¢in tamamlayict ama zit
bir rol gosterilir. Yetiskin insan viicudunda homeostazi korumak ve apoptoz yoluyla
Olenleri dengelemek icin her giin yaklastk 10 milyar hiicre yapildigi tahmin
edilmektedir. (Renehan vd., 2001) Normal gelisim,yaslanma veya hastalik sirasinda
artan apoptoz oldugunda bu say1 onemli Ol¢iide artabilir. Apoptoz, cesitli gelisim
stiregleri sirasinda kritik derecede dnemlidir.Apoptoz, embriyogenez sirasinda ve hatta
stirekli hiicre dongiisii ve doku rejenerasyonunun O6zellikle gerekli oldugu dogumdan
sonra doku olusumunun vazgecilmez fizyolojik mekanizmasidir. Gergekten de, RIPK1
ve kaspaz-8'e bagl olan temel diizenleyici mekanizmalar, gelisim sirasinda embriyonik
hiicrelerin kaderini diizenler (Kaiser vd., 2014; Dillon vd.,2014; Newton vd., 2016)
Apoptoz ayrica enfeksiyonlarla savasmak ve onarilamaz DNA hasar1 olan hiicreleri
uzaklastirmak igin bagisiklik sisteminin gerekli bir aracidir. (Muizo vd., 1996; Talanian
vd., 1997).Programlanmis hiicre 6liimii veya apoptoz yoluyla kanser hiicrelerinin etkin
bir sekilde ortadan kaldirilmasi,30 yili agkin bir siiredir klinik kanser tedavisinin temel
dayanagi ve hedefi olmustur.

Biyokimyasal Ozellikler: Agir hasarl hiicreler kendi dliimlerini indiikleyebilir.
Apoptotik hiicre kayiplari, kalan hiicrelerin mitotik aktivitesi ile dengelenir. Apoptoz
sirasindaki morfolojik degisiklikler, ilk hiicre kiigiilmesini, ardindan sitoplazma ve
organellerin piknozu, kromatinin yogunlasmasi ve hasarli hiicrenin fagositik hiicreler
tarafindan son alimima kadar DNA'nin bozulmasin igerir (Elmore, 2007). Apoptozun
basamaklar1 ya i¢sel ya da digsal sinyaller tarafindan tetiklenir; dis sinyaller, ekstrinsik
veya Oliim reseptor yolunu indiiklemek i¢in TNF ve FAS'n hiicre yiizeyi reseptorleri ile
etkilesime girebilirken, besin kaybi, endojen stres, sicak veya soguk sok veya telomer
kisalmasi gibi igsel sinyaller, i¢sel veya mitokondriyal yolu tetikleyebilir. Tiim farkl
baslangi¢ yollari, nihai bir yiiriitme yoluna birlesir. Apoptozun hem baslangic hem de
yiiriitiicli fazlarinin siiregleri, kaspazlar adi verilen ve baglaticilar (kaspazlar 1, 2, 8, 9,
10) ve efektorler (kaspazlar 3, 6, 7) olarak kategorize edilen bir grup sistein proteaz
tarafindan diizenlenir.

Kaspazlar proteolitik olarak hareket eder ve proteinleri aspartik asit

kalintilarinda pargalar. Ilk intrinsik mitokondriyal yol sirasinda apoptozun bagka bir



reglilasyonu, Bcl-2 protein ailesinin tyeleri tarafindan gerceklestirilir (Adams ve
Cory.,2018). Ikinci aile hem antihem de proapoptotik proteinlerini igerir. Sekil 2.3
apoptozun yollarini, yani i¢sel, digsal ve perforin/granzim yolunu gosterir (Gousiasvd.,
2022).

Death signals. g —
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Sekil 2.3.4poptoz yollari. Apoptoz basamaklarimin tasviri. DNA hasari, hiicresel stres, telomer kisalmast,
iyonlastirict radyasyon, mitokondriyal iglev bozuklugu, 1si1, hipoksi gibi kalict hasar sinyaline neden olan
gesitli i¢ ve dis uyaranlar, perforin/granzim (4), dissal (B) araciligiyla veya i¢csel/mitokondriyal (C) yol
apoptoz stirecini tetikleyebilir. Yukarida bahsedilen siiregler, apoptozun yénetici yolu (D) olarak
adlandrilan apoptozun son adimini aktive eder. Bu prosediirler sirasinda, baslaticilar (kaspaz 8, 9, 10)
ve efektor kaspazlart (kaspaz 3, 6, 7) apoptotik hiicrenin fagositozuna kadar kritik hiicre yapilarinin
bozulmasinda kilit oyunculardwr. Fizyolojik kosullar altinda, p53 aktivitesi MGM?2 tarafindan kontrol
edilir,; ciddi kalict hasar durumunda, p53 sinyali yukart dogru diizenlenir ve apoptozun digsal ve i¢sel
yolunu tetikler. Kisaltmalar: FADD: Fas ile iliskili protein ve dliim alani;, TRADD: tiimér nekroz faktorii
reseptorii tipl ile iligkili 6liim alani proteini; MGM?2: fare ¢ift dakika 2; Apaf-1: apoptotik proteaz aktive
edici faktor 1; TNFa: tiimor nekroz faktorii alfa; TNF-R: tiimér nekroz faktorii alfa reseptérii. Digsal
yolun yaygin ligand baglanmalar,, TNFa/TNF-R'ler, ApoL'ler/DR'ler, TRAIL/TRAIL-R'ler, FasL-Fas-
R'dir. Bilinen proapoptotik proteinler: Bcl-10, Bax, Bak, Bad; antiapoptotik proteinler: Bcl-2, Bcl-x,
BAG.(Gousias, vd., 2022)

Kaspaz, hiicre diizenleyici aglarda programlanmis hiicre Oliimi ve
iltihaplanmaya aracilik eden birendoproteazdir (Mcllwainvd.,2013).
Kaspazlar,hiicrelerde aktif olmayan zimojenler olarakiiretilir,daha sonra ¢esitli hiicre
aktivitelerini gerceklestirmek igin c¢esitli sinyal olaylar1 tarafindan aktive edilir
(Kusmardivd.,2021). Kaspazlar bir kez aktive edildiklerinde siklikla diger pro-
kaspazlar1 aktive ederek bir proteaz kaskadinin baslatilmasina izin verir. Baz1 pro-

kaspazlar ayrica toplanarak etkinlestirilebilir. Bir kaspazin diger kaspazlari aktive

10



edebildigi bu proteolitik kaskad, apoptotik sinyal yolunu gii¢lendirir ve bdylece hizli
hiicre 6liimiine yol agar.

Apoptozdaki geleneksel rollerinin yani sira, kaspazlarin daha yakin zamanlarda
daha genis bir biyolojik siire¢ yelpazesinin 6nemli aracilart oldugu gdsterilmistir.
Bunlarin en iyi calisilant hiicresel farklilasma olmustur. Kaspazlarin, noral ve gliyal
hiicrelerin, iskelet miyoblastlarinin ve osteoblastlarin yani sira eritrositler de dahil
olmak tizere hematopoietik sistemin ¢esitli hiicre tiplerinin farklilasmasi i¢in gerekli
oldugu gosterilmistir(Crawford ve Wells, 2011; Connolly vd., 2014).insanlarda kesf
edilen 14 kaspaz yapilarina gore g tipe ayrilir: inflamatur kaspazlar (kaspaz -1, -4, -5, -
11, -12, -13 ve -14), baslatic1 kaspazlar (kaspaz -2, -8, -9 ve -10) ve efektor kaspazlar (-
3,-6 ve -7) (Lu vd.,2011).

Kapsamli protein ¢apraz baglanmasi, apoptotik hiicrelerin bir baska 6zelligidir
ve doku transglutaminazinin ekspresyonu ve aktivasyonu yoluyla elde edilir (Nemes
vd., 1996). Ca2+ - ve Mg2+ - bagimli endoniikleazlar tarafindan DNA parcalanmasi da
meydana gelir, bu da 180 ila 200 baz ¢ifti DNA fragmanlari ile sonuglanir. (Bortner vd.,
1995). Karakteristik bir “DNA merdiveni”, etidyum bromiir lekesi ve ultraviyole
aydinlatma ile agaroz jel elektroforezi ile gorsellestirilebilir (Bratton vd., 1997). Sekil

2.4’de insan kaspaz gen ailesi skematik bir sekilde gosterilmistir.

i _ e .
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Sekil 2.4.Insan kaspaz gen ailesi. Kaspazlar iki ana filogenik alt aileye ayrilir (ICE, CED-3). Kaspazlar
ayrica ti¢ gruba ayrilr: grup I enzimler (mavi) sitokin olgunlasmasina aracuik ederken, apoptotik
kaspazlar hiicre oliimiiniin grup Il (kirmizi) efektorleri veya grup Il (vesil) yukar: akis aktivatorleridir.
Cogu kaspaz, kisa peptidik on alanlara sahip olan kaspazlar-3, -6 ve -7 (kutu) disinda uzun onalanlara
sahiptir. Kaspaz-13 disinda, tiim kaspazlarn insan kromozomal konumu belirlenmistir. Tandem gen

duplikasyonundan kaynaklanan bazi kaspazlarla tutarli olarak en az iki gen kiimesi tanimlanmigtir. Sekil

11



2.4. (Devam ediyor) Bunlar, 11022.2-¢22.3 iizerindeki kaspaz-1, -4, -5 gen kiimesini ve 2q33-934
tizerindeki kaspaz-8, -10, cFLIP/Usurpin gen kiimesini icerir. (71,72) -5, -8 ve -10 kaspazlarina
homologtur, ancak substrat baglama ve katalitik belirleyicilerin olmamasi, onu baskin bir negatif 6liim
baskilayici yapar) Sigangil kaspazlari-11, -12 ve -14"tin insandaki karsiliklar: heniiz tanimlanmamistir

(ancak sigangil kaspaz-12, insan kaspaz-5'e esdeger olabilir).

Apoptozu baglatan dissal sinyal yollari,. tiimor nekroz faktorii (TNF) reseptor
gen siiper ailesinin iiyeleri olan 6liim reseptorlerini igeren transmembran reseptdr aracili
etkilesimleriigerir. (Locksley vd., 2001). TNF reseptor ailesinin tiyeleri, “6liim alani”
olarak adlandirilan yaklasik 80 amino asitlik bir sitoplazmik alana sahipsiteinden zengin
benzer hiicre dis1 alanlar1 paylasir(Ashkenazi ve Dixit, 1998). TNF ligandinin TNF
reseptoriine baglanmasi, FADD ve RIP alimi ile adaptér protein TRADD'nin
baglanmasi ile sonuglanir. (Hsu vd., 1995; Grimm vd., 1996; Wajant, 2002).FADD
daha sonra oliim efektor alaninin dimerizasyonu yoluyla prokaspaz-8 ile birlesir. Bu
noktada, prokaspaz-8'in otokatalitik aktivasyonu ile sonuglanan bir 6liimii indiikleyen
sinyal kompleksi (DISC) olusur. (Kischkel vd., 1995).0lim reseptorlerinin asag
akiginda apoptozu indiikleyen islevi ve nekropotik hiicre 6liimiiniin bir inhibitdrii olarak
bilinen kaspaz-8 etkinlestirildiginde, apoptozun yiiriitme asamasi tetiklenir (Hitoshi vd.,
1998).

Apoptozu baglatan icsel sinyal yollar1 uyaranlar, pozitif veya negatif bir sekilde
hareket edebilen hiicre i¢i sinyaller iiretir. (Saelens vd., 2004).Mitokondriden sitokrom
c'nin salinimi, BAX (BCL-2 ile iligkili X proteini), BAK (BCL-2 antagonist 6ldiiriicti 1)
gibi proapoptotik BCL-2 ailesi tiyeleri tarafindan pozitif olarak ve BIM, BID, PUMA ve
BCL-2, BCL-XL, Bcl-w, A1 ve MCL gibi anti-apoptotik BCL-2 ailesi tiyeleri
tarafindan negatif olarak diizenlenir (Yang vd., 1997; Kharbanda vd., 1997; Nijhawan
vd., 2003). Negatif sinyaller, 6liim programlarinin baskilanmasinin basarisiz olmasina
ve dolayisiyla apoptozu tetikleyebilecek belirli bliylime faktorlerinin, hormonlarin ve
sitokinlerin yoklugunu igerir. Bir ¢ok i¢ ve dis faktorler i¢ mitokondriyal zarda
degisikliklere neden ola bilir (Saelens vd., 2004).Kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7 cesitli
substratlar1 pargalayarak efektor veya "infazc1" kaspazlar olarak islev goriir ve sonugta
apoptotik hiicrelerde degisikliklere neden olur (Slee vd., 2001).

Dissal ve igsel yollarin her ikisi kaspaz aktivasyonu ile baslayan son yol olarak

bilinen yiiriitme agsamasinda sona erer.
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Pss geni:Kanser, hiicre dongiisii diizenlemesinin,6lmesinin veya g¢ogalmasinin
normal mekanizmalarinin bozulmasiyla ortaya ¢ikan bir durumdur (King ve Cidlowski,
1998). Ozellikle,baz1 kanserlerin gelisimi ve ilerlemesinde karsinogenez sirasinda
apoptozun baskilanmasinin merkezi bir rol oynadigi diisiiniilmektedir (Kerr vd., 1994).
Timdr hiicrelerinin  apoptozu  baskilamak icin kullandigr ¢esitli molekiiler
mekanizmalar vardir. Tiimor hiicresi olan Bcl-2veya Bax gibi proapoptotik proteinlerin
asag1 regiilasyonu veya mutasyonu ile apoptoza diren¢ kazanabilir. Hem Bcl-2 hem de
Bax'in ekspresyonu, ps3 tiimor baskilayici gen tarafindan diizenlenir. (Miyashita, 1994).

Ps3 proteini, DNA hasar1, hipoksi ve onkojen aktivasyonu gibi anormal
proliferatif sinyaller dahil olmak tizere cesitli stres sinyallerine hiicresel tepkileri ortaya
cikarmada merkezi bir rol oynar. Hiicresel stresleri takiben, p53 stabilize edilir ve DNA
onarimi, hiicre dongiisii durmasi, yaslanma ve apoptoz gibi 6nemli hiicresel siireclere
aracilik eden genlerin transkripsiyonel diizenlenmesiyle sonuglanan diziye 6zgii bir
sekilde DNA'ya bir tetramer olarak baglanir (Levine, 1997; Riley vd., 2008). Bu ¢oklu
gorev, timor olusumunun baskilanmasi ve ayrica kanser tedavisine neden olan bir¢ok
standart DNA hasarma hiicresel tepkilere aracilik etmek i¢in énemlidir. Insanlarda, bu
genin timor baskilanmasindaki 6nemi, insan kanser hiicrelerinde bulunan bol, inaktive
edici, somatik mutasyonlarla vurgulanir (Petitjean vd., 2007; Soussi vd., 2007).

Ps3, DNA hasar gordiiglinde DNA onarim proteinlerini aktive edebilir, hiicre
dongiistinii DNA hasar tanima {izerindeki G1/S diizenleme noktasinda tutabilir ve DNA
hasarmin onarilamaz oldugu kanitlanirsa apoptozu baslatabilir (Pientenpol ve Stewart,
2002).Bu sistem ters giderse tiimor olusumu meydana gelebilir. Son zamanlarda, Ps3
yolunun mitokondriyal fonksiyonlarin modiilasyonunda ve glikolizde oldugu kadar
amino asit, niikleotid, lipid ve demir metabolizmasinda da 6nemli bir rol oynadigi
bildirilmistir (Lahalle vd., 2021; Yu vd., 2021). Ana rolii -yani hiicre dongiisiiniin
diizenlenmesi- ile ilgili olarak pss, siklinler veya CDK'ler gibi hiicre dongiisii ilerlemesi
diizenleyicilerini tiiketebilir ve indiikleyebilir. p21Waf/Cipl (veya 021/CDKN1A) gibi
baskilayic1 komplekslerin olusumu, G1/M veya G2/M durmasiyla sonuglanir
(Engeland,2018; Wong vd.,2021). Geri doniisii olmayan hasar veya stres sinyalleri
lizerine, p53, daha sonra apoptozu indiikkleyen Bcl-2 protein ailesinin (BAX/BAK) BH3
tiyelerini aktive eder. Fizyolojik kosullar altinda, p53 seviyeleri ve aktivitesi, fare ¢ift
dakika 2 (MDM2) olarak adlandirilan bir E3 protein ligazi tarafindan diizenlenir; bu,

p53'in baglanmasi1 ve subseliiler translokasyonu iizerine p53 transkripsiyonel
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aktivitesini, exportin-1 (CRM1 veya XPO1) yoluyla ¢ekirdekten sitoplazmaya inhibe
eder (Nachmias vd., 2020; Miles vd.,2021)

Nekroz: Baska bir hiicre 6liimii sekli olan nekroz, canli organizma iginde belirli
bir bolgede meydana gelen bir fenomen olan hiicre 6liimii siirecini tanimlar. Nekroz, bir
veya daha fazla hiicreyi etkileyen, sonucun diizensiz ve yikict olmasiyla kazara
meydana gelebilir. Siireg, enfeksiyon, toksinler veya travma gibi gesitli dis faktorler
nedeniyle olusur. Biyolojik olarak bunlar gelisigiizel bir sekilde kendini gdsterir
(Antonella vd.,2010). Bu perspektiften, belirli bir bolgede canli organizma diizeyinde
nekroza neden olabilecek degisiklikler,6ncelikle yaralanmalarin meydana gelmesiyle
baglantilidir. Aniden ciddi hiicre hasar1 meydana gelebilir; 6rnegin bazen fiziksel ve
kimyasal bir travmayi takiben iskemi veya hiperterminin neden oldugu gibi. Bu
baglamda nekroz, hiicreler artik iyon homeostazini koruyamadiginda meydana gelen bir
tiir hiicresel metabolik ¢okiis olarak (ana inorganik katyonlarin ve anyonlarin asimetrik
konsantrasyonlari, hiicresel zarlarin ana iglevidir) diistiniilebilir(Synthesis vd., 2009).
Nekroz, art arda meydana gelen birkag asamadan sonra gergeklesir. ilk asamada, nekroz
oncesi, geri doniisiimlii hiicre hasar ile karakterize edilen distrofik degisikliklerdir.
Nekrobiyoz olarak adlandirilan bir sonraki asamada, bu, distrofik ila geri doniisii
olmayan hiicre hasar1 ile karakterize edilir; burada hiicreler, anabolik ile
karsilastirildiginda katabolik siireclerin hakim oldugu "6lmektedir". Nekroz adi verilen
son asama, biyolojik bir sistem olarak hayati hiicrenin bozulmasi ile karakterize
edilir(Antonella ve Melek, 2011).Hiicre 6liim sinyalinin dogasi, doku tipi ve gelisim
asamas1 gibi faktorler hiicrenin apoptoz veya nekroz yoluyla 6lmesine etki gosterir
(Fiers vd., 1999; Zeiss, 2003).

Uyarmin yogunlugu ve siiresi, ATP tiikkenmesinin derecesi ve kaspazlarin
mevcudiyeti  gibi  faktorlere = bagli  olarak  eszamanli  olarak  ortaya
cikabildiklerindenapoptozu nekrozdan ayirmak her zaman kolay degildir (Zeis, 2003).
Nekroz, genellikle genis hiicre alanlarini etkileyen kontrolsiiz ve pasif bir siire¢ oldugu
halde, apoptoz kontrollii,enerjiye bagimlidir ve bireysel veya hiicre kiimelerini
etkileyebilir. Hiicrenin enerji kaynagina miidahale ve hiicre zarlarina dogrudan zarar,
nekrotik hiicre hasarina aracilik eden iki ana mekanizmadir.

Nekroz zamani hiicre zari biitiinliigiindeki Kayip, sitoplazmik igerigin ¢evreleyen

dokuya salinmasiyla sonuglanir. Apoptotik hiicreler, hiicresel bilesenlerini ¢evreleyen
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interstisyel dokuya salmadiklarindan ve hizla fagosite edildiginden esasen inflamatuar
reaksiyon yoktur (Savill ve Fadok, 2000; Kurosaka vd., 2003).

Piknoz ve karyoreksisin apoptoza 6zgii olmadigini ve nekrozla meydana gelen
sitomorfolojik degisiklikler yelpazesinin bir pargasi olabilecegini de belirtmek
1999). Cizelge 2.2°de,

karsilagtirilmaktadir(Viktorsson

apoptoz ve nekrozun baslica

Lewensohn,2007;

onemlidir (Cotran vd.,

Ozelliklerinden  bazilari ve

Korkut,2018):

Cizelge 2.2. Apoptoz ve nekrozun ozelliklerinin karsilastirilmast (Viktorsson ve Lewensohn, 2007;

Korkut, 2018 )

Apoptoz Nekroz
Biiyime  faktorii  eksikligi,hiicre | Hipotoksik ortam,oksidatif
yaslanmasi,apoptik yolak | stres,agir metaller,toksik

aktivasyonu,sitotoksik etki,radyasyon. | maddeler,inflamasyon.

Hiicre membrani,organeller saglamdir. | Membran biitiinliigi
bozulmustur,organeller

parcalanmustir.

Hiicre biiziilmesi ve konvoliisyonu

olusur.

Hiicre sigsmesi ve lizisi gerceklesir.

ATP gerektirir.

ATP gerektirmez.

Hiicreler fizyolojik sartlar dolayisiyla

tek basina veya grup halinde oSliir.

Hiicreler patoloji  nedenlerden

dolay1 grup halinde oliir.

Makrofajlar tarafindan fagosite edilir.

Lizozomal enzimler sekresyonu

gerceklesir.

2.4 Akciger Anatomisi

Solunum sistemi burunda baslar, daha distalde farenks, girtlak ve sol ve sag
bronglara ayrilan trakea tarafindan takip edilir. Brongslar her biri ayrica daha kiiciik
bronsiyollere boliiniir ve yol, akcigerin derinliklerinde, alveolar keselerde terminal
bronsiyollerde sona erer. Solunum yolunun farkli béliimlerini siniflandirmak i¢in g¢esitli
bicimler vardir. En sik kullanilan kategorilerden biri hava yollarmin iki ana boliime
ayrilmasidir: burun, burun boslugu ve farinksten olusan {ist solunum yollari; girtlak,

soluk borusu, bronglar ve alveollerden olusan alt solunum yolu (Gehr, 1984).
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Akciger piiriizsiiz, parlak bir viseral plevra ile kaplidir. Plevral membran yari
saydamdir, ancak akcigere dayandig1 i¢in viseral plevral yiizey pembe goriiniir. Artan
yasla birlikte, plevra her zaman, miktar1 ¢evresel partikiillere maruz kalma derecesinin
bir yansimasi olan siyah pigment biriktirir (Yousem, 2001). Sekil 2.5'de sistematik bir

diyagramgosterilmektedir:

Trakea
Sag iist lob (RUL)

Sol iist lob(LUL)

Sag yatay lob (RHF)

Sag orta lob (rRM1) — Sol egik fissiir (LOF)

Sag egik fissiir (ROF) -

Sag alt lob(RLL) — Sol alt lob (LLL)

Sag akciger Sol akciger

Sekil 2.5. Insan akcigeri. Insan akcigerleri bes lobdan olusur. Sag akciger sag iist lob (RUL),
sag orta lob (RML) ve sag alt lob (RLL) olmak iizere alt boliimlere ayrilir ve sag oblik fissiir ve sag yatay
fissiir ile ayrilir, sol akciger ise sol egik fissiir ile ayrilan sol iist lob (LUL) ve sol alt lob (LLL) olarak alt
boliimlere ayrilmistir. Akciger loblarina ayri brons agaclar: ve bunlara karsilik gelen pulmoner arterler

hizmet eder ve anatomik olarak bagimsizdwr (Doel vd.,2015).

Akcigerler balon gibi sonebilen elastik bir yapiya sahiptir ve sisecek giic
olmadiginda tiim havay1 soluk borusundan igeri dogru iterler. Ayn1 zamanda akcigerler
ile goglis arasinda bazal bolge disinda bir baglanti yoktur. Akcigerler, cevreleyen
plevral sivinin kayganlastirict etkisi nedeniyle gogiis boslugunda hareket eder ve bu
boslukta "yiizer". Ayrica, visseral ve parietal plevra arasindaki lenfatik kanallardan fazla
stvinin siirekli disart akisi, diisiik basingli vakum etkisi yaratir. Bu nedenle akcigerler
gogiis bosluguna yapismis gibi goriinlir ve goglis genisleyip kasilitken bu
kayganlastirici siv1 i¢inde serbestge hareket eder (Hall,2011).

2.5. Akciger Kanseri

Akciger kanseri, diinya ¢apinda kanser oliimlerinin 6nde gelen nedenidir ve
insidans1 artmaya devam etmektedir (Ginsberg vd., 2001). Akciger kanseri en kotii
huylu tiimoérlerden biridir ve kisa Oykii, hizli seyir ve erken metastaz egilimi ile
karakterizedir.Akciger kanserinin 2 ana formu vardir: kiigiik hiicreli olmayan akciger

kanseri (KHDAK) ve kii¢iik hiicreli akciger kanseri (KHAK). Kii¢iik hiicreli olmayan
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akciger kanserinin de 3 ana tipi vardir: adenokarsinom, skuamdoz hiicreli karsinom ve
biiytik hiicreli karsinom (Travis vd., 2015; Burke vd., 2015). Ayrica klinik alt tiplerin
cesitli varyantlar1 ve kombinasyonlar1 vardir. Kiigiik hiicreli akciger kanseri, uzak
metastazlar ve malign plevral eflizyonlar dahil olmak iizere bir radyasyon portalini
genisletir: hastalarin yaklasik %70'inde teshis edilir ve kotii prognoza sahiptir, sagkalim
yaklasik 10-12 aydir (Jackman vd., 2005). Akciger kanserinde tedavi protokolleri ve
klinik sonuc¢lar da adenokarsinom ve skuamoz hiicreli karsinom arasinda farklidir
(Ettinger vd. , 2017).

2.5.1.Adenokarsinom ve Skuamoz hiicreli karsinoma

Adenokarsinom, en yaygin KHDAK tipidir ve akciger kanserlerinin yaklagik
%40'1n1 olusturur (Burke vd., 2015). Adenokarsinom, daha kii¢iik hava yolu epitelinde
yer alan alveolar hiicrelerden kaynaklanir ve TTF-1 ve napsin A gibi
immiinohistokimyasal belirtegleri ifade etme egilimindedir. Diinya Saglik Orgiitiiniin
smiflandirmas1  adenokarsinoma in situ (pre-invaziv lezyon), minimal invaziv
adenokarsinom veya invazivlik derecesine bagl olarak invaziv adenokarsinom olarak
akciger kanserinin erken evrelerini tanir(Travis vd.., 2015). Gegtigimiz on yillar
boyunca, kii¢iikk hiicreli olmayan akciger kanserinin ¢esitli onkogenlerdeki
mutasyonlarin bir sonucu olarak ortaya ¢ikabilecegi ve bu da hiicre proliferasyonunu ve
hayatta kalmasimi uyaran sinyal yollarmin yapici aktivasyonuna yol agabilecegi
gosterilmistir. Adenokarsinom durumunda mutasyonlar ALK, BRAF, EGFR, HER?2
MEK1, MET, RET, KRAS, NRAS, PIK3CA, TP53 ve ROS1 genlerini etkiler
(Koivunen vd., 2008; Cardarella, vd., 2013; Lynch, vd., 2004; Buttitta, vd., 2006;
Arcila, vd., 2015; Ju, vd., 2012; Sun, vd., 2010; Rikova, vd., 2007).Tedavideki
ilerlemelere ragmen, esas olarak gec tanit nedeniyle, adenokarsinom i¢in bes yillik
sagkalim orani su anda %15'ten azdir. Akciger adenokarsinomunun erken teshisi su anda
oldukga zor bir istir. Her seyden dnce, bunun nedeni spesifik biyobelirteclerin olmamasi
ve dolayisiyla toplu tarama yoluyla erken teshisin imkansiz olmasidir. Ayrica, sigara
icmeyenlerde goriilme sikliginin artmasi nedeniyle bdyle bir inceleme icin bir “risk
grubu” belirlemek de sorunludur (Toh, vd., 2006; Subramanian, vd., 2007).Kural
olarak, ilk asama neredeyse asemptomatiktir ve daha sonra kendini gdsteren gogiisteki
Oksiiriik ve agr1, genellikle bronkopulmoner sistemin enflamatuar hastaliklar1 ile
karistirilir, bu da yanlis tedaviye ve daha ciddi sonuglara yol agar. Teshis, radyografi,

bilgisayarli tomografi (BT) ve manyetik rezonans goriintiileme (MRI), ultrason ve
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bronkoskopik muayene, balgam sitolojisi, tiimdr belirtecleri i¢in kan testi ve biyopsiyi
icerebilen kapsamli bir calisma temelinde konur.Ancak akciger adenokarsinomu
durumunda bir¢ok kanser tiiriiniin tanisinda kendini kanitlamig balgamin radyografi ve
sitolojik incelemelerinin yeterince etkili ve kanita dayali olmadiginm1 belirtmek gerekir
(Toh, vd., 2006; Subramanian, vd., 2007).

Adenokarsinom, Kuzey Amerika ve ¢ogu Bati Avrupa iilkesinde en yaygin
histoloji iken, Skuaméz hiicreli karsinoma Dogu Avrupa ve Asya'da en yaygin
histolojidir (Asamura ve ark. 2008). Ayrica, Adenokarsinom obezite ve yiiksek viicut
kiitlesi ile giiglii bir sekilde iligkilidir (Chow ve ark. 1998; Lagergren ve ark. 1999).
Skuaméz hiicreli karsinoma daha ¢ok tiitin ve alkol kdotiiye kullanimiyla iliskilidir
(Cook ve ark. 2010). Tedavilerle ilgili olarak, Adenokarsinom'un kemoterapi ve
radyoterapiye Skuamoz hiicreli karsinoma'dan daha az duyarli oldugu goriilmektedir.
Adenokarsinom'un uzun vadeli sonucu, cerrahi rezeksiyondan sonra Skuaméz hiicreli
karsinoma daha iyidir (Siewert ve ark. 2001).Sigara tiiketimindeki azalmaen yaygin
histoloji olan Skuamoéz hiicreli karsinoma insidansini diisiirmiis en yaygin akciger
kanseri tipinin akciger adenokarsinomuolmasina yol agmistir (Govindan vd., 2006).

2.5.2.Biiyiik hiicreli karsinom

Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinin diger bir ana tipi biiyiik hiicreli
karsinomdur. Biiyiik hiicreli kanserler, tiim akciger kanserlerinin yaklagik %5 ila
%10'unu olusturur. Bu tiimdrler tipik olarak kotii diferansiyedir ve bol sitoplazmali ve
bliylik niikleollii biiylik hiicrelerden olusur. Belirtileri hemen hemen diger tiirler ile
aynidir. Vaka say1 ¢ok olmasa da uzak organlara metastaz yapma egiliminin fazla

olmastyla tehlikeli bir tiirdiir.

2.6. Akciger Kanseri Epidemiyolojisi

Akciger kanseri, diinya ¢apinda hem cinsiyet hem de kadin ve erkek ayr1 ayri
kanser oliimlerinin 6nde gelen nedenidir. 2018'de akciger kanseri, diinya ¢capindaki tiim
kanser Oliimlerinin %18,4'i olan tahmini 1.761.000 6limden sorumluydu. 2018'de
kadinlar arasinda tahmini 576.000 dliimle birlikte, kadinlarin akciger kanserinden 6lme
olasilig1 erkeklere gore yaridan daha azdi (Bray vd.,2018). Ancak ABD ve Avrupa'da
kadinlar arasinda akciger kanseri insidansi ve mortalitesi artmaktadir. 2017'de akciger

kanseri, 100.000 kadinda 14,6 oliimle Avrupa'da kadinlar arasinda kansere bagl
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Olimlerin 6nde gelen nedeni olarak meme kanserini geride birakmistir (Malvezzi
vd.,2017). Akciger kanseri, sigara igmenin en yaygin oldugu gelismekte olan {ilkelerde
en yiiksek insidansa sahiptir ve bolgeler arasinda goriilme sikligir 20 kattan fazladir.
Prostat kanseri 104 iilkede erkekler arasinda en sik goriilen kanser iken, akciger kanseri
Rusya, Cin ve Dogu Avrupa'nin ¢ogu, Orta Dogu ve Glineydogu Asya dahil 37 tilkede
en yaygm olanidir.Ulusal Kanser Enstitiisii'niin Siirveyans, Epidemiyoloji ve Son
Sonuglar (SEER) programina gore, 2020'de ABD'de tahmini 229.000 yeni akciger
kanseri vakasi vardir ve tiim kanser teshislerinin %12,7'sini olusturmaktadir.
45.6/100.000'ik mevcut insidans, biiyiik ol¢lide sigaray1 birakmaya bagli olarak 1992'de
69,5/100.000'lik bir zirveden diigmiistiir. Birgok Batili {ilke benzer bir egilim
bildirirken, Cin ve eski Sovyetler Birligi iilkeleri gibi gelismekte olan iilkeler sigaray1
birakma ve akciger kanseri insidansinda benzer bir basar1 gormemistir (Howlander vd.,
2019). Cin'de erkeklerin %65'1 su anda 20'li yaslarin ortalarinda sigara igmeye
baslamas1 akciger kanseri insidansinda gelecek on yillar boyunca devam edecek bir
artisin habercisidir (Doll, 2010).Artan sanayilesme ve diinya ¢apinda tiitiine erigim ile
birlikte, diinya capinda akciger kanseri insidansi artmaktadir (Barta,2019).Kiiresel
olarak erkekler, akciger kanserine yakalanma ve akciger kanserinden Olme
olasiliklarininiki katindan fazla. Cinsiyet esitsizligine en biiyiik katki, erkeklerin tiitiin
igme olasiliginin daha yiiksek olmasidir (Pesch, 2015).

Aile oyKkiisii: Orta ve Dogu Avrupa'dan yapilan meta-analizlere gore, pozitif bir
aile oykiisii akciger kanseri riskini 1,7 kat artirmaktadir (Lissowska vd., 2010).Anamnez
birinci derece akrabalarda ise, sigara igme Oykiisii kontrol edilse bile risk 2-4 kata
¢ikmaktadir (Kanwal vd., 2017). Genom ¢apinda iligskilendirme galismalar1 (GWAS),
kalitsal akciger kanseri riskinin artmasiyla iligkili c¢esitli kromozomal bdlgelerde
varyantlari iligkilendirmistir. Bunlar arasinda telomeraz ters transkriptaz (TERT) genini
(Landi vd., 2009) igeren S5pl5 lokusu, G-protein sinyallesmesini diizenleyen 6p21
lokusu (Yokota vd., 2010) ve 150925-26 lokusu, nikotin bagimliligini ve akciger
kanserine yatkinligi arttirdigi gosterilmistir ( Thorgeirsson vd., 2008). Diger yaygin
kanserlerin aksine, akciger kanseri i¢in spesifik germ hatt1 genetik mutasyonlar
(BRCA1/2 gibi) veya predispozan sendromlar (Lynch sendromu) tanimlanmamistir.
Bununla birlikte, aile dykiisii ve genetik riskin dikkate alinmasi, 6zellikle sigara icmek
gibi komorbid risk faktorleri olanlarda erken tarama programlarmin etkinligini

artirabilir (Kanwal vd., 2017).
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Tiitiin: Hem alkol hem de tiitiin kullanan kisilerin agiz, nazofarenks, girtlak ve
yemek borusu kanseri gelistirme olasiligi, yalnizca alkol veya yalnizca tiitiin igen
kisilere gore 5 kat daha fazladir. Cok miktarda alkol ve tiitlin tiiketenler i¢in bu risk 30
kata kadar c¢ikabilmektedir. Tiitliin kullanim1 aym1 zamanda akciger kanserinin de 6nde
gelen nedenidir. Tahminen 186 milyon insanin (yani yetiskin niifusun %26’sinin) tiitiin
kullandign DSO Avrupa Bélgesi’nde tiitiin, kritik bir halk saglig1 sorunu olmaya devam
etmektedir. Erkeklerde, tiitiin kullanim1 tiim trakea, bronslar ve akciger kanserlerinin
%92’si ile iligkilidir; kadinlar igin bu rakam %62’dir.Sigara igenlerin akciger kanserine
yakalanma riski, tiitiin kullanmayan kisilere gére 22 kat daha fazladir. Bununla birlikte,
kendileri tiitlin kullanmayan ancak evde, iste veya diger halka agik yerlerde tiitiin
dumanina maruz kalan kisilerde kronik solunum yolu hastalig1 ve kanser dahil olmak
tizere akciger hastaliklar1 gelistirme riski daha yiiksektir. Sigara igenler tiitlin
kullanmayr birakirsa 10 vakadan neredeyse 9’u Onlenebilir durumdadir. Tiitiini
birakmanin faydalari neredeyse aninda hissedilir. Sigaray1 biraktiktan sadece 20 dakika
sonra nabiz yavaslar. Kan dolasimi ve akciger fonksiyonu 2-12 hafta i¢inde diizelir. 1-9
ay igerisinde Oksiiriik ve nefes darlig1 yavas yavas kaybolur. Sigaray: biraktiktan 10 yil
sonra akciger kanserine yakalanma riski, sigara igen birine gore yaklasik yari yariya
azalir (https-1).

2005 tarthli bir derlemede, Yiiz Y1l Akciger Kanseri, yazarlar tarihsel olarak bu
tiimdrlerin, tiitlinlin savas kitinin bir pargast oldugu ve komutanlar tarafindan tesvik
edildigi iki biiyiik savastan sonra bir halk sagligi sorunu haline geldigini bildirmistir.
Sigaranin popiilerlesmesi Birinci Diinya Savasi sirasinda General John J. “Black Jack”
Pershing’in “Bana bu savas1 kazanmak i¢in ne gerektigini sorun, ben de cevaplayayim —
tiitlin ve mermi” dedigi zaman gerceklesmistir. Su anda, gelismis iilkelerde, tiitiiniin
farkli saglik sorunlar1 ve 6zellikle akciger kanseri ile dogrudan iligkisinin sayisiz teyidi
nedeniyle akciger kanseri azalmaktadir. Mevcut endise, Ozellikle su anda diinyanin
sigara icen niifusunun yaklasik iigte birini olusturan Cin’de, sigara tiiketiminde énemli
bir artisin tahmin edildigi gelismekte olan iilkelerde daha fazla goriinmektedir(Spiro ve
Silvestri., 2005).

Diger faktorler: Beslenmenin rolii kanser insidansinin = %35-50'sini
olusturur(Doll ve Pito0.,1984).Yiyeceklerin artan kalori igerigi yag metabolizmasini ve
hormonal dengeyi bozar; bu hiicre béliinmesini uyarir (Radkevich vd., 2012). Irsiyet,

kanserojen maddeler, alkol, iyonlastirici radyasyon ve ilaclar gibi kansere yol agan diger
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faktdrlerin oran1 ¢ok daha azdir (Doll ve Pito.,1984). Ote yandan, protein iiriinleri, uzun
siire tiiketildiginde kot huylu timorleri indiikleyebilir. Protein iirlinlerinin islenme

sicakligi ne kadar yiiksek olursa, o kadar ¢ok heterosiklik amin olusur (Eckholm, 1980).

2.7Akciger Kanseri Teshis Yontemleri

Bir¢ok kimyasalin akciger dokusu iizerinde kanserojen etkisi vardir: komiir ve
petroliin (katranlar, koklar, gazlar vb.) 1s1l islem {iriinlerinin bir parg¢asi olan polisiklik
aromatik hidrokarbonlar, bir dizi basit organik madde (klorometil eterler, vinil kloriir,
vb.), bazi metaller ve bilesikleri (arsenik, krom, kadmiyum).Celik, agac isleme,
metalurji endiistrileri, seramik, asbest, ¢imento ve fosfat endiistrilerindeki iscilerde,
krom bilesiklerine veya tas tozuna maruz kalan kisilerde ve motorlu arag siiriiciilerinde
akciger kanserinin goriilme siklig1 artmaktadir (Pira, 2005).

Gogiis BT taramasi: Bugiine kadar akciger kanserinin primer ve aydinlatici
tanisinda g6giis BT'nin rutin rontgen incelemesine listiinliigii agikca goriilmektedir. Bu,
yontem yiiksek ¢Oziiniirliigii sayesinde kotlii huylu bir tiimoriin belirtilerini erken bir
asamada tespit etmeyi miimkiin kilar (Ishchenko, 2001; Sedykh vd., 2004; Silvestri vd.,
2003).BT'nin modern yetenekleri, yalnizca akciger dokusunun hipoventilasyon
semptomlarinin baslangicindan 6nce merkezi akciger kanserini teshis etmekle kalmaz,
ayni zamanda peribrongiyal biliyliyen tliimdrler dahil olmak {izere ilk formlarin
tanimlamaya da izin verir. Tiimor diiglimiine kan beslemesinin dogasini belirleyen ve
yogunluk dagilim grafiklerini ¢izen ek dijital goriintii isleme teknikleri, malign bir
stirecin 0zelligi olan ek belirtileri tanimlamayr miimkiin kilar, bdylece ayiric1 tani
araligini daraltir (Sedykh vd.,2007; Adasko, 2003).

Manyetik rezonans goriintiilleme: Gogilis organlarinin manyetik rezonans
gorlintiillemesinin (MRG) - akciger kanserinin tanisinda BT'ye gore hicbir avantaji
yoktur. Sadece bazi durumlarda, gégiis duvarinin (omurlar) yapilarina tiimor biiylimesi
veya akciger apeks kanserinin brakiyal pleksus ve subklavian damarlara yayilmasi
hakkinda MRI kullanilarak elde edilen veriler, tedavi plan1 se¢imini veya kapsamini
etkiler (Bradley, 2004).

Pozitron emisyon tomografi: Pozitron emisyon tomografisi (PET), akciger ve
mediastende saptanabilir degisikliklerle anatomik yapilarin ve uzaysal iligkilerinin net
bir gorlintlisiinii saglamaz, bu da operasyonun kapsamini veya uzaktan radyasyon

tedavisi alanini planlamak i¢in kullanimini sinirlar(Bradley, 2004). PET, mediastenin
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lenf diigiimlerindeki metastazlari, plevral efiizyonu ve uzak metastazlar1 saptamada
oldukga etkilidir (Reed vd., 2003; Gupta vd., 2002; Vansteenkiste vd., 2004).

Fibrobronkoskopi: Fibrobronkoskopi, akciger kanseri teshisi ig¢in zorunlu
yontemlerden biridir. Larinks, trakea ve bronslar1 gorsel olarak incelemenize, tiimdriin
yerini ve yayilmasinin sinirlarint dogrudan belirlemenize ve ayrica akciger ve mediasten
kokiiniin lenf diiglimlerinin genislemesini dolayli olarak yargilamaniza olanak tanir. Ek
olarak, bronkoskopi, sitolojik inceleme icin materyal elde ederek (firca biyopsisi,
smearler, baskilar, siyriklar veya brons agacindan yikamalar) taniyr morfolojik olarak
dogrular ve tiimdriin histolojik yapisini netlestirir.

Son yillarda, X-ray endoskopi, endosonografi ve floresan endoskopi
ozelliklerine sahip bronkoskopik cihazlar, santral akciger kanserinde primer ve
aydinlatici tanisinda giderek artan bir sekilde kullanilmaktadir. Mukozal kanserin gizli
mikro odaklarini saptamak i¢in en umut verici yontem, floresansin etkisine dayanan ve
timordeki endojen 1s18a duyarlilastiricilarin - konsantrasyonunu kaydeden floresan
endoskopidir (Sokolov, 1999; Lam,1996).Biiyiitiilmiis mediastinal lenf diigiimlerinin
fibrobronkoskopi ile morfolojik olarak dogrulanmasi amaciyla, BT verileri dikkate
alinarak bir transbrongiyal veya transtrakeal ponksiyon yapilir. Endoskopik ultrasonik
sensorlerin  kullanimi, genislemis bronkopulmoner, trakeobronsiyal, pretrakeal ve
bifurkasyon lenf diiglimlerini daha net bir sekilde goriintiilemeyi ve transbronsiyal
ponksiyon gerceklestirmeyi miimkiin kilar (Okamoto vd.,2002). Genislemis ¢atallanma
lenf diigiimleri ile 6zofagoskopi ile bir ponksiyon biyopsisi yapilir (Wallace vd., 2001).

Transtorasik (perkiitan) ponksiyon: Floroskopik, bilgisayarli tomografik veya
ultrason kontrolii altinda gergeklestirilen transtorasik (perkiitan) ponksiyon, akcigerdeki
periferik bir odaktan arastirma i¢in malzeme elde etmenizi saglar. 3 cm'ye (T1) kadar
bir neoplazm ¢ap1 ile, bir biitiin olarak yontemin etkinligi yaklasik %70'tir (<I cm -
%49, 1-1.5 cm - %63, 1.6-3 cm - %84); ve timdr ¢apt >3 cm (T2-T3) — %85-90
(Trakhtenberg ve Chissov, 2000; Shimizu vd.,2006).

Mediastinoskopi: Histolojik inceleme i¢in degistirilmis mediastinal dokulardan
daha biiyiik miktarda biyopsi materyali elde etmek i¢in genellikle mediastinoskopi,
parasternal mediastinotomi veya video-kanseroskopi yapilir. Mediastinoskopi, daha az
invaziv yontemler kullanilamadiginda mediastinal lenfadenopati tanisinda altin standart

olmaya devam etmektedir (Rusch 2005).
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Bolgesel ve uzak metastazlart tanimlamak i¢in ek tanit yontemleri kullanilir:
karacigerin ultrason muayenesi, adrenal bezler, retroperitoneal bosluk, supraklavikiiler
bolgeler, tim viicudun PET', karin organlarinin BT'si, beyin, iskeletin radyoniiklid
muayenesi, omurga kolonu ve pelvik kemiklerin MRG'si, kemik iliginin morfolojik
muayenesi vb. Bu caligmalara duyulan ihtiya¢ ve bunlarin sirasi, birincil timoriin

prevalansina, morfolojik yapisina ve klinik semptomlarina baghdir.

2.8 Akciger Kanseri Tedavisi

Genel olarak kemoterapi, yiiksek oranda ¢ogalan hiicreleri o6ldiirme
yeteneginden dolay1 kanser icin etkili bir tedavidir. Kemoterapétik ajanlar, sitoplazmik
seviyede kanser hiicrelerinde strese neden olur ve yanit olarak, seramid seviyeleri artar,
ardindan apoptotik hiicre 6liimiiniin indiikler. Ornegin, daunorubisin, etoposid ve
gemsitabin, de novo seramid olusumunun indiikleyicileri olarak tanimlanmistir (Perry
vd.,2000).

Kemoterapi direnci ayrica, sonugta hiicrenin hayatta kalmasima yol agan lipid
tirlerinin Uretimini destekleyen, degistirilmis sfingolipid metabolizmasiyla da
baglantilidir (Shawvd.,2018). Bu anlamda, tiimoérleri 6ldiirmek ve kemoterapi direncini
tersine ¢evirmek i¢in sfingolipid metabolizmasinin birgok inhibitorii veya modiilatorii
gelistirilmistir (Beckham vd., 2015).

2.8.1 Akciger kanserinde molekiiler prognostik faktorler

DNA dizilemesindeki teknolojik gelismelerle birlikte KHDAK i¢in onkolojik
tedavilerin sonuglarini iyilestirme ¢abalari, hastalifin spesifik molekiiler 6zelliklerinin
bilgisine ve smiflandirilmasina dayali yeni terapotik stratejilerin gelistirilmesine yol
acmistir. Adenokarsinomlu hasta alt gruplari ve EGFR geninin kinaz alanindaki aktive
edici mutasyonlari, erlotinib, gefitinib, afatinib ve osimertinib gibi segici tirozin kinaz
inhibitorleri (TKI'ler) ile basarili bir sekilde tedavi edilmistir ve geleneksel
kemoterapiye kiyasla daha az yan etki ile karakterizedir (Paliogiannis vd., 2015; Dong
vd., 2019).

Ek olarak, ALKve ROSI fiizyonlarinin krizotinib, alektinib gibi hedefe yonelik
inhibitorlerle etkin bir sekilde ilaglanabildigi gdsterilmistir ve ileri evre adenokarsinom
tedavisi i¢in Onerilmektedir (Shaw vd., 2013; Bergethon vd., 2012; Lindeman vd.,
2018).
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Ayrica, Kirsten sigan sarkomu viral onkogen homologu (KRAS) ve v-raf murin
sarkomu viral onkogen homologu B (BRAF) mutasyonlar1 veya protoonkogen cMET
amplifikasyonlar1 gibi ek siiriiklenebilir genetik degisikliklerin klinik etkisinin
degerlendirilmesi icin aktif aragtirmalar devam etmektedir ve akciger kanserinin
patogenezi ve diger malignitelerin tedavisinde etkili oldugu kanitlanmistir (Palomba
vd., 2016; Sini vd., 2018).

Akciger kanserinin molekiiler temeli karmasik ve heterojendir. Akciger
kanserinde tiimor olusumu, EGFR, KRAS, BRAF, mayoza 6zgii serin/treonin protein
kinaz 1 (MEK1), tiyli iligkili 2 (HER2), MET, ALK ve ret proto-onkogen gibi (RET)
bliylimeyi tesvik eden genlerin aktivasyonunu ve timor baskilayict p53 (TP53),
kromozom 10'da silinen fosfataz ve tensin homologu (PTEN), karaciger kinaz BI
(LKB1) gibi tiimor baskilayici genlerin etkisizlesmesini igerir(Yoda vd., 2019). Siklikla
mutasyona ugramis genler arasinda tirozin kinazlar, bunlarin arasinda EGFR homologu
ERBB4; coklu efrin reseptor genleri, 6zellikle EPHA3; vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii reseptorii VEGFR2 (KDR); ve NTRK genleri bulunur (Ding vd.,2008).

2.8.2 Sfingolipid metabolizmasi

Sfingolipidler, hiicresel yapisal biitiinliik i¢in gerekli olan ve lipid ¢ift
tabakasinin  akigkanligimin  diizenlenmesinde rol oynayan bir lipid smifim
olustururlar.Sfingolipidlerin metabolitleri ayrica biyoaktif lipid habercileri olarak islev
gorliir ve reseptOrlerin, protein kinazlarin ve fosfatazlarin ve iyon tasiyicilarin
aktivasyonu veya inhibisyonu yoluyla hiicre i¢i sinyallemeye katkida bulunur. Bu
metabolitlerin biiylime, farklilagsma, apoptoz ve otofaji dahil olmak iizere ¢ok sayida
hiicresel islevi etkiledigi bilinmektedir (Segui vd., 2006; Zheng vd., 2006; Leong ve
Saba 2010).

Mitojenik etkiler ortaya cikaran veya hiicre i¢inde oliimiin diizenlenmesine
katkida bulunan dinamik bir sfingolipid metabolit dengesi vardir.Sfingolipidlerin
Ozellikle ana biyoaktif lipidleri olarak bilinen seramid ve sfingosin, tipik olarak hiicre
bliylimesinin durmasi, hiicre 6liimiiniin indiiklenmesi, hiicre 6liimiinii ve sagkalimini
diizenlemesi ile iliskili sfingolipid metabolitlerinin drnekleridir; sfingosin-1-fosfat (S1P)
dahil olmak tizere diger fosforile edilmis ve glikozile edilmis sfingolipid metabolitleri,
hiicresel ¢ogalma, hayatta kalma ve ilag direnci ile ilgilidir.Bu nedenle, hiicrenin nihai

kaderini belirleyen karmasik bir sfingolipid dengesi vardir (Lindsay vd.,2011).
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Bu iki molekiil sfingolipid metabolizmasinin ve sinyallesmesinin antikanser
terapiye cevaben olusturulan proseslerdeki rollerinin anlasilabilmesi i¢in 6nemlidir. Son
zamanlarda sfingolipidlerin ve bunlarin yol {stii hedeflerinin tiimor biiylimesini
diizenlemedeki ve kemoterapiye, radyoterapiye ve/veya immiinoterapiye, sfingolipid
sinyallesme noktalarini hedeflemek i¢in olan genetik ve farmokolojik elemanlara karsi
kanser hiicrelerinin verdigi cevaplara diizenlemeleriyle ilgili mekanistik detaylar ortaya
konulmustur (Cuvillier, 2002).

Sfingolipid molekiilleri kanser hiicresi Oliimiiniin veya hayatta kalmasinin
indiiklenmesinde anahtar rollere sahip olan metabolik enzimler tarafindan yiiksek
oranda diizenlenir.Diizensiz sfingolipid metabolizmasi, insan kanserleri arasinda ortak
bir tema haline gelmistir. Sfingolipit metabolizmasinin merkezi molekiilii seramidtir.
Seramid, sfingozin molekiiliiniin amino azotuna farkli uzunluklarda bir yag asitinin
amid bag ile baglanmasiyla olusur (Cakir 2010 , Adan 2018). Sfingolipid metabolik
yolunun temel bir temas1 Sekil 2.6'da gosterilmistir(Ogretmen ve Hannun. 2004; Fyrst
ve Saba 2004; Saddoughi vd., 2008).

Glycosphingolipids,
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T H

[Galactosylceramide] [ Glucosylceramide ]

\‘&AALT GCS
GALC CRS

CH PP‘[lCK SMase [Sphingomyelin]
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cs CDase
; Ceramide 1-
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J S1P Lyase
[ Phosphoethanolamine ]
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and Hexadecenal
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Sekil2.6. Sfingolipid metabolik yol. Endojen seramid, serin ve palmitoil-CoAd'nin yogunlastirilmasi,
sfingomylinazlar tarafindan sfingomyelin katabolizmasi, glikospingolipidlerin katabolizmas: veya
seramid 1-fosfat ve sfingosin 1-fosfat gibi metabolitlerin fosforilasyonu yoluyla de novo sentez yoluyla
tiretilebilir. El yazmasinda ayrintili olarak a¢iklandig gibi,bu sfingolipid enzimlerinin ve metabolitlerinin

bir cogunun kanserde diizensiz oldugu bilinmektedir. CK, seramid kinaz; C1PP, seramid 1-fosfat

25



fosfataz; cR'ler, serebrosidaz; cs, seramid sentaz; cdase, seramidaz; dAG, diasilgliserol; des,
dihidroseramid desatiiraz; GALc, galaktosilseramidaz; GALT, galakto-iltransferaz; Gcs, glukozilseramid
sentaz; PC, fosfatidilkolin; sK, sfingosin kinaz; s1PP, sfingosin 1-fosfat fosfataz; s1P Liyaz, sfingosin 1-
fosfat liyaz; sMs, sfingomyelin sentaz; sMase, sfingomyelinaz; sPT, serin palmitoil transferaz.(Lindsay
vd.,2011).

Seramid hiicre i¢inde salvage (kazanim) yolagi, de novo yol izi, sfingomiyelin
dongiisti ve katabolik yolak olmak iizere dort sekilde olusmaktadir (Adan 2018 ; Moro
vd 2019). De novo yolaginda seramid, endoplazmik retikulum zarinin sitozolik
yiizeyinde, ¢ekirdek zarinda, mitokondride ve lizozomda sentezlenir. De novo yol izinin
ilk basamaginda L-serin ve palmitoil koenzim-A’dan serin palmitoil transferaz (SPT)
enzimi araciligi ile 3-keto-sfinganin sentezlenir. Olusan 3-keto-sfinganin ise 3-keto-
sfinganin rediiktaz enzimi aracilif1 ile dihidrosfingozin olusur. Dihidrosfingozin ise
seramid sentaz (SerS) tarafindan dihidroseramide dontiistiiriilir ve bu da desaturaz
enzimi ile seramide doniistiiriiliir (Sekil 13) (Adan 2018 ; Moro vd 2019).

Salvage yolaginda, kompleks sfingolipitlerin terminal ucundaki hidrofilik
gruplart  spesifik hidrolazlar aracilifiyla sfingolipitlerin terminal uglarindan
uzaklastirilarak katalize edilerek seramid tiretimi gerceklestirilir (Adan vd 2013).

Sfingomiyelin yolaginda, sfingomiyelinaz (SMaz) enzimi aracilifi ile hiicre
membraninda bulunan sfingomiyelinin hidroliz edilmesi sonucu seramid {retimi
gergeklestirilir (Adan vd 2013, Adan 2018, Moro, vd 2019).

Katabolik yolakta ise seramid ile negatif korelasyon icerisindeki sfingozin-1-
fosfatin SIF fosfataz ile sfingozine daha sonra seramid sentaz araciligi ile seramide
dontistiiriilmesi sonucu seramid iiretilir (Moro vd2019).

2.8.3 Seramid

Bir hiicrenin kanserli hale gelmesi icin, oOncelikle hiicre dongiisiiniin
durdurulmas:t ve apoptosis (Hanahan ve Weinberg., 2000) gibi asir1 ¢ogalmasini
onlemek icin kurulmus sistemleri yenmesi gerekir. Apoptozun diizenleyicisi olarak
seramid, kanserli hiicrelerin gerekli cogalmayr saglamak i¢in atlatmas1 gereken
molekiillerden biridir, birgok kanserli hiicre hattinin metabolik
doniistimiinii/bozunmasini istlendigi bulunmustur (Morad ve Cabot., 2013). Bu
nedenlerden dolayi, kanserli hiicrelerde seramid seviyelerinin eski haline getirilmesi,

onlarca yildir ¢alismanin odak noktasi olmustur.
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Seramid, biyoaktif sfingolipit ailesi iiyeleri arasinda lizerinde en fazla c¢alisma
yapilmis bir timor baskilayict lipittir. Timdr baskilayict lipit olma 6zelliginin temel
sebebi apoptozu tetiklemesinden kaynaklanmaktadir. Fakat sadece apoptozu
tetiklemesinden dolay1 tiimor baskilayici 6zellik gostermez ayni zamanda hiicre
biiyiimesi ve farklilagmasi, hiicre yaslanmasi, invazyon, metastaz, anjiyogenez, nekroz
ve nekroptoz gibi olaylar1 da regiile ederek timor baskilayici 6zellik gosterir (Adan vd
2013). DNA hasari, hipoksi, stres ve apoptotik molekiillerin indiiklenmesiyle hiicre
icinde seramid artis1 gergeklesir ve bu artis hiicre ¢ogalmasinin baskilanmasi, apoptozun
indiiklenmesi, telomeraz aktivitesinin inhibe edilmesi ve hiicre yaslanmasi ile
sonuglanir (Yildiz 2016). 1993 yilinda, seramid ile apoptoz indiiksiyonu ilk olarak
16semik hiicrelerde eksojen seramid 85 ile tedavi edilerek gosterilmistir. O zamandan
beri, endojen olarak {iretilen seramidin, hiicre tipine bagh ¢esitli mekanizmalar
tarafindan diizenlenen (ana metinde tartisildigi gibi) gergek bir apoptoz indiikleyicisi
oldugunu gosteren sayisiz ¢alisma yapilmistir (Reynolds vd., 2003). Seramidler
endoplazmik retikulumda (ER) sentezlenir ve daha sonra Golgiapparatus yoluyla hiicre
zarina, lipid ¢ift tabakasinin yapisal bilesenleri olarak, ¢ekirdege veya esas olarak sinyal
molekiilleri olarak islev gordiikleri mitokondriye tasinabilirler (Bieberich. 2008).
Seramidler, kendi baslarina sfingolipid olmanin yani sira, sfingolipid ailesinin diger
tiyeleri i¢in metabolik ara iriinlerdir. (van Echten-Deckert ve Herget., 2006).

Kemoterapotikler, etoposid ve doksorubisin, ldsemi hiicrelerinde hiicre
Oliiminiin indiikklenmesi sirasinda seramidi yiikseltir (Perry ve Hannun., 1998).
Paklitaksel ve tamoksifen kombinasyonu, yumurtalik adenokarsinomunda seramidi
arttirir ve ilag direncinin {istesinden gelir(Devalapally vd.,2008). E vitamini siiksinat,
bas ve boyun skuamoz hiicreli karsinomunda seramid birikimi yoluyla hiicresel
biiylimeyi engeller(Gu vd.,2008). PC3 prostat kanseri hiicrelerinin kemoterapiye
direnci, kusurlu seramid olusumundan kaynaklanmaktadir (Wang vd.,1999). Bu giine
kadar yapilan arastirmalarda, c¢ogu kemoterapdtik ilacin seramidlerin seviyesini
arttirdigr gosterilmistir.Kemoterapotik ajanlar yoluyla hiicre i¢indeki endojen seramid
seviyelerinin arttirilmasina  bir alternatif, eksojen kisa zincirli seramidlerin
uygulanmasidir. Eksojen seramid analoglar1 beyin, prostat ve meme kanseri
hiicrelerinde sitotoksik bir etkiye aracilik etti (Bieberich vd.,2000; Bieberich vd.,2002;
Oh vd.,2006; Crawford vd.,2003). Eksojen kisa zincirli seramidlerin (C2-, C6-, C8-

seramid) uygulanmasi, artan hiicresel gecirgenlikleri nedeniyle 6zellikle ilgi ¢ekicidir.
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Bununla birlikte, bu eksojen kisa zincirli seramidlerin sistemik dagitiminin Oniinde,
¢okelme ve minimum zar tasinmasi dahil olmak {izere potansiyel engeller mevcuttur
(Shabbits ve Mayer., 2003; Stovervd.,2005; Liu vd.,2010; Tran vd.,2008;Kester vd.,
2008; Stover vd.,2008).Cesitli seramid analoglar1 tarafindan insan ndroblastom, glioma,
medulloblastom ve adenokarsinom hiicrelerinde de apoptotik hiicre Olimii
gozlenmistir(Bieberich vd.,2002). C6-piridinyum-seramid, bas ve boyun skuamoz
hiicreli karsinomunun biiyiimesini 6nemli 6l¢iide engelleyen katyonik suda ¢oziiniir bir
seramid analogudur (Senkal vd.,2006). Katyonik uzun zincirli piridinyum seramid
analogu LCL-30, kolon kanserinde de sitotoksisite gostermistir (Dindo vd.,2006;
Dahm vd.,2008).  Nanolipozomal C6-seramidin, proinflamatuar  kinazlarin
fosforilasyonunu inhibe ettigi ve insan ndtrofillerinde sitokin ve kemokin iiretimini
bloke ettigi gosterilmistir(Sun vd., 2008).Seramidin deasilasyonu yoluyla olusan
sfingosinin fosforilasyonu, sfingolipid metaboliti olan sfingosin-1-fosfat (S1P)
tiretimine yol agar (Nava vd.,2002; Wang vd.,1999).

Seramid aracili apoptozun tetiklenmesi, mitokondri zar gegirgenligini arttirip
mitokondriden sitokrom c¢ salimimin tetiklemek suretiyle intrinsik apoptoz yolagin
tetiklemis olur. Ayrica seramid pro-apoptotik 6zellikte olan Bax’in mitokondri zarina
lokalizasyonunu saglayarak intrinsik apoptozu baslatir (Adan 2018). Matriks
metalloproteinaz  (MMP) enzimleri kanser hiicrelerinin metastaz ve invazyon
yapmasinda Onemli rol oynar. Seramidlerin kanser hiicrelerinin metastaz ve
invazyonuna etkisi bronsial kanser hiicrelerinde yapilan bir ¢alisma sonucunda

seramidin MMP-2 seviyesinin azalttig1 gosterilmistir (Debret vd 2008).
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. KullanilanKimyasallar ve Sarf Malzemeler
Osmium tetraoksit

Glutaraldehit, Araldit

Propilen oksit

Uranil asetat

Kursun sitrat (Electron Microscopy Science)

Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI)
Dimetil siilfoksit (DMSO)

Fetal Bovine Serum (FBS)
Tripsin-Etilendiaminotetraasetik asit (Tripsin/EDTA)
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)
Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10000 U/mL penisilin, 10mg/mL streptomisin)
25 ve 75 cm?2’lik flask

96 ve 6 kuyucuklu plakalar

Pastor ve cam pipetler (1, 2, 5 ve 10 mL hacimlerinde)
Enjektorler (10, 20 ve 50 mL hacimlerinde)

Steril falkon tiipler (15 ve 50 mL)

Steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron ¢apinda)
Yuvarlak lamel

Bakir grid deney
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3.2. Yontemler
3.2.1. Hiicre kiiltirii

Hiicrelerin viicut diginda- in vitro ortamda tedavi amaciyla yetistirilmesi ve
cogaltilmasima hiicre kiiltiirii denilmektedir. Hiicre kiiltiirii teknigi: kok hiicrelerin
iiretimi, kanser arastirmalari, biokimya ve molekiiler biyoloji ¢alismalari, tiip bebek ve
kisirlik tedavisi, zarar goren bir dokunun yeniden olusturulmasi, asi iiretimi, ilag
sanayisinde, kullanilacak tibbi degeri yiiksek bitkilerin {iretilmesi, bitki islah ¢alismalari
ve gen kaynaklarinin korunmasi gibi bir ¢ok alanda kullanilmaktadir.

Adenokarsinomik insan alveolar bazal epitelyal hiicreli A549 ilk kez 1972
yilinda D.J.Giard ve digerleri tarafindan elde edilmistir.

3.2.2. insan akciger kanseri A549 hiicrelerinin cogaltilmas:

ATCC’den (American Type Culture Collection) temin edilen kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanser hiicre hatti - A549 (CCL-185), tez kapsaminda deneylerde
kullanilmak tizere stoktan ¢ikartildi. Kriyo tiipler igerisinde -80 °C’deki donuk hiicreler
protokole uygun olarak, 37°C’ye getirilmis sicak su banyosunda hizli bir sekilde
¢Ozdiirtilmiistiir.

Hiicreler, icerisinde besiyeri bulunan kiiltiir flasklarina alinarak 37 °C’de %5
karbondioksit igeren ortamda inkiibe edilmistir. Cogalan hiicrelerin pasajlama islemi
tamami hiicreler tarafindan kaplanmis flaskalara gerceklestirilmistir. Hiicre dizileri,
mikroskop altinda inceleme sonucunda flask yiizeyini %80 oraninda kapladiklarinda
besiyeri uzaklastirtlmig flask tizerine 2 mL fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ilave
edilmis, hiicrelerin hafifge yikanmasi saglandiktan sonra PBS de ortamdan
uzaklastirilmistir. Flaska hidrolitik bir enzim olan 2 mL Tripsin- EDTA ¢6zeltisi
eklenip 37 °C, %5 karbondioksit igeren ortamda 5 dakika inkiibatorde bekletilmistir.
Daha sonra bu ¢ozeltiyi inaktive etmek amaciyla tekrar 4 ml besiyer eklenmistir.
Tiplere alinan hiicreler santrifiij isleminden sonra siipernatant kismindan uzaklastirilir
ve siispanse hale getirilir. Cogalan hiicreler 3 giinliik periyotlar halinde pasajlanmistir.

Daha sonra ¢ogaltilan hiicreler 8. pasajdan sonra tiim deneylerde kullanilmigstir.
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3.2.3. MTT kolorimetrik testi ile C2 ve C6 kombine formunun A549 hiicrelerine

sitotoksik etkilerinin belirlenmesi

Kimyasal, biyolojik ve fiziksel faktorler hiicreleri farkli derecelerde etkileyerek
sitotoksisiteye neden olabilir. Bir bilesigin biyolojik karakteristigini anlamak icin toksik
veya toksik olmayan etkilerini belirlemek esastir. In vitro sitotoksisite deneyleri,
genellikle olas1 ilag adaylarmi degerlendirmek veya bazi bilesiklerin sitotoksik
profillerini aragtirmak icin kullanilan hiicre kiiltiiri tabanli 6l¢iim yontemleridir. Bu
yontemlerle bircok bilesigi kisa siirede degerlendirmek ve daha sonraki hayvan
deneyleri i¢in gerekli temel bilgileri elde etmek miimkiindiir. Farkli mekanizmalara ve
cesitli hassasiyetlere sahip kolorimetrik, enzimatik, liminometrik prensiplere vb. dayali
birgok hiicre canliligi belirleme yéntemi mevcuttur. MTT, MTS, XTT, WST, LDH
enzim tahlili, alamar mavi tahlili, ATP biyoliiminesan sitotoksisite testi tiirleridir
(Orhan ve Abdurrahman., 2017).

Kolorimetrik testler, biyokimyasal markoriin 6l¢iilmesi ile hiicrelerin metabolik
aktivitesini degerlendirmeyi saglar. Hiicre canliliginin spektrofotometre ile kolorimetrik
Olctimii, kullanilan reaktifler sonucu hiicrelerin canliliga yanit olarak renk gelistirmesine
dayalidir. Sitotoksisiteyi veya hiicre canliligin1 degerlendirmek i¢in en sik kullanilan
kolorimetrik testlerden biri siiksinat dehidrojenaz gibi mitokondriyal enzimlerin
aktivitesini, ayni zamanda hiicrelerin mitokondriyal fonksiyonunun belirlenmesi yoluyla
hiicre canliligini 6lgen MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2-5-difeniltetrazolyum bromiir)
testidir.

Insan akciger kanseri hiicre hatt1 olan A549 hiicreleri 96 kuyulu hiicre kiiltiirii
plakalarma, kuyu basina 5x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir. C2 ve C6 kombine
formunun 3.13-200 uM konsantrasyon araliginda seri diliisyon seklinde kontrol kuyusu
hari¢ her kuyuya ilave edilerek, hiicreler 24 saat 37°C’de ve %5 karbon dioksitli
ortamda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklara 20 pL MTT boyasi
(5mg/mL) ilave edildikten sonra37°C’de 2 saat daha inkiibasyon gergeklestirilmistir.
Inkiibasyon sonucunda plakada bulunan kuyucuklarin igerisindeki sivi  kisim
bosaltilarak canli hiicreler tarafindan meydana getirilen formazan tuzlarinin
¢ozlinebilmesini saglamak amaciyla 200 pL. DMSO eklenmistir ve HTX-Synergy (Bio-
Tek, USA) plaka okuyucusunda 540 nm dalga boyunda okuma gergeklestirilmistir.
Madde ile muamele edilmeyen hiicre grubu kontrol olarak kabul edilmistir. Her doz i¢in

ayr1 ayr1 canlilik degerleri kontrol grubuna gore ylizde canlilik hesabi ile hesaplanmastir.
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Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak maddelerin hiicreler iizerindeki IC50
konsantrasyonu canlilik egrisinden hesaplanmigtir. Degerlerin standart sapmalar1 ve
istatistiksel anlamlilik  degerlerinin  belirlenmesinde  GraphPad 6.0 programi
kullanilmuastir.

3.2.4. Hiicrelerdeki morfolojik degisikliklerin konfokal mikroskopi ile tayini

Konfokal mikroskopun Marvin Minsk tarafindan 1950 yilinda ilk temelleri
atilmistir. 1970-1990‘l1 yillarda teknolojinin gelismesiyle birlikde konfokal mikroskop
da gelismistir. Goriintii olusumunda odak dis1 15181 bloke etmek igin, uzamsal bir igne
deligi kullanarak bir mikrografin optik ¢ozlinlirliiglinii ve kontrastini artirmak igin
kullanilan optik bir goriintiileme teknigidir.

Konfokal mikroskopi yontemi ile C2 ve C6 kombine formunun A549 hiicreleri
tizerinde neden olabilecegi morfolojik degisiklikler incelenmistir. Bunun igin, hiicreler
3x10° hiicre/kuyu yogunlugunda steril edilmis lameller iizerine ekilerek uygulanan
maddelerin MTT ile belirlenmis olan 1Csgkonsantrasyonu uygulanarak 24 saat siire ile
37°C’de ve %5 CO’li ortamda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda besi yeri
uzaklastirilarak, hiicreler fosfat tamponu (PBS)’de yikanmis ve glutaraldehitte fikse
edilmistir. Fiksasyon sonrasinda tekrar PBS ile yikandiktan sonra hiicreler akridin oranj
ve falloidin boyalari ile boyanarak konfokal mikroskopta (Leica TCS-SP5 II) Leica
Confocal Software Version 2.00 yazilimi1 kullanilarak incelenip goriintiilenmistir.

3.2.5. Gegirimli elektron mikroskobunda C2 ve C6 kombine formunun uygulandig

hiicrelerdeki ince yapisal degisikliklerin saptanmasi

Gegirimli elektron mikroskopu (TEM) goriintiileme ve kirmim tekniklerini
birlikte kullanarak malzemelerin mikro yapisal incelemesini ve kristal yapilarinin
belirlenmesini birlikte saglayabilen ¢ok 6zel bir malzeme karakterizasyon cihazidir. Bir
baska deyisle, nanometre mertebesinde ¢ok kiiciik ve ince alanlardan milyon kat
biiyiitmelerde malzemenin kristalagrojik ve morfolojik bilgilerine aym1 anda
ulasilmasina olanak sunan bir teknikdir. TEM, bir elektron demetinin numuneden
gecisini goriintiileyen yiiksek biiyiitme 6l¢tim teknigidir.

Gegirimli elektron mikroskobunda (TEM) ince yapr degisikliklerini incelemek
amaciyla 1x10° mL yogunlugundaki A549 hiicreleri her grup icin iicer tekrarli olacak
sekilde ekilerek tizerine C2 ve C6 kombine formunun ICso konsantrasyonu uygulanarak

tiim deney gruplarina ait hiicreler 24 saat etiiv icerisinde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
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stiresi sonunda flasklarda glutaraldehit ile fikse edilen hiicreler doku takibine alinarak
gece boyu +4°C’deglutaraldehit iginde fikse edilmistir. Siire sonunda tampon ile
yikamaya tabi tutulan hiicreler osmiyum tetraoksit igerisinde ikincil fiksasyon
uygulamasma tabi tutulmustur. Osmiyumun hiicrelerden tampon c¢ozeltisinde
yikanmasindan sonra etil alkol serisinde (%50, %70, %90, %96 ve absolii etil alkol)
dehidrateedilmistir. Propilen oksit ile seffaflagtirma sonucunda hiicreler resine
alistirlarak yeni hazirlanmis resin ile kaliplara bloklanmistir. Ornekler 60°C’de etiiv
icerisinde 48 saat boyunca polimerize edildikten sonra bloklar kesit alimina hazir
duruma getirilmistir. Hazir hale getirilen bloklar tiraglanip 80-100 nm’lik ince kesitleri
alimmustir. Hazirlanan ince kesitler bakir gridlere alinmis, kursun sitrat ve uranil asetatta
boyanarak ge¢irimli elektron mikroskobunda 120 KV’de (Biotwin FEI, USA)
goriintliileme yapilmistir.

3.2.6. istatistiksel analiz

Deneylerden elde edilen sonuglar ortalama + standart hata seklinde belirtilmistir.
GraphPad 6.0 programi kullanilarak verilerin anlamliliklari belirlenmistir. Deney
gruplarinin istatistiksel degerlendirmesi kontrol grubu hiicrelerinden elde edilen verilere

gore gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. MTT Kolorimetrik Test Sonuclari

C2-C6/ A549
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R 40
201
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S B G0 P P &°
A +°
Dozlar (’M)

Sekil 4.1: C2-C6 kombin seramidin 24 saat siire ile uygulandigi A549 hiicrelerinin MTT sonucunda
elde edilen canlilik inhibisyon grafigi. (** >0.001, *** >0.001)

A549 insan akciger kanseri hiicre hatti laboratuvar ortaminda kontaminasyonsuz
olarak uygun sartlar altinda iiretilmis ve tam gelisme gostermistir. Bu hiicre hatt1 ile
MTT deneyleri gergeklestirilmistir.

C2-C6 kombine seramid formunun A549 hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkilerini tespit etmek icin MTT sitotoksisite testi gerceklestirilmistir. Tez amacimiz
dogrultusunda MTT sitotoksisite testi ile 1Cso degerleri 19.7 uM olarak belirlenmistir.
A549 hiicrelerinin canliliginin C2-C6 kombine seramid formunun uygulamasindan
sonra doza bagli olarak diistiigli gozlemlenmistir. Hiicrelereuygulanan madde

konsantrasyonu arttik¢a hiicre canliliginin inhibisyona ugradig: tespit edilmistir.
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4.2. C2-C6 Seramidi Kombininin Uygulandig1 A549 Hiicrelerindeki Morfolojik
Degisikliklerin Konfokal Mikroskopi Bulgular1 ve Degerlendirilmesi

Sekil 4.2: C2-C6 seramid kombininin 24 saat siire ile uygulandigi A549 hiicrelerinin konfokal

mikroskopi sonuglari. A: kontrol grubu: Ok hiicre ¢ekirdegi. Ok bast hiicre iskeleti B: Deney Grubu:
Kare-buzulmus ve yuvarlaklagsmis hiicreler, ok- kondanze kromatin, ok basi- hiicre iskeletinde delik

olusumu

A549 kontrol hiicrelerine gergeklestirilen ikili boyama sonucunda elde edilen
konfokal mikroskobik goriintiilerde hiicre morfolojisinin  degismemis oldugu,
cekirdegin, hiicre membraninin ve iskeletinin biitlin olarak durdugu saptanmistir. A549
kontrol hiicrelerine ait konfokal mikroskop goriintiisii Sekil 4.2°de yer almaktadir.

C2 ve C6 seramid kombini uygulanan A549 hiicrelerinin konfokal mikroskop
goriintlilerinde biizlilmiis ve yuvarlaklasmis hiicreler, kondanze kromatin, hiicre
iskeletinde delik olusumu meydana geldigi goriilmektedir (Sekil 4.2). Ayrica hiicrelerin
bliziistiigli ve yuvarlaklagsmalarin meydana geldigi saptanmistir. Bu degisikliklerin
apoptotik  hiicre Oliimiinlin ince yapisal degisiklikleri olabilecegi seklinde

degerlendirilmistir.

4.3. Geg¢irimli Elektron Mikroskobunda C2-C6 Seramid Kombininin Uygulandig:

Hiicrelerdeki Ince Yapisal Bulgularin Degerlendirilmesi

C»-Ce seramid kombininin uygulanan A549 hiicrelerinin ince yapisinda bosalmis
mitokondriler, ¢ekirdek zarinda undulasyon ve kromatin kondanzasyonu hiicrelerinin
ince yapisi iizerinde sitotoksisitesine igaret etmektedir ve konfokal mikroskop
bulgulariyla uyumluluk géstererek apoptotik belirtegler olarak degerlendirilebilecek

sonugclar teskil etmektedirler.
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Sekil 4.3:C2-C6 seramid kombininin 24 saat siire ile uygulandigit A549 hiicrelerinin TEM mikroskopi

sonug¢lart. A: kontrol grubu: Yildiz- hiicre ¢ekirdegi, ok basi- mitokondri, ok- hiicre zart B: Deney Grubu:

Ok-i¢i bosalmis mitokondri, Ok basi-¢ekirdek zarmmda undulasyon, Yildiz- Kromatin kondanzasyonu

Elde edilen sonuglara kapsaminda C2 ve C6 seramidlerinin kombin formunun
akciger kanseri hiicreleri lizerinde sitotoksik etkiye sahip oldugu ve hiicrelerde meydana
gelen hiicre i¢i deformasyonlar gibi apoptotik bulgular tespit edilmistir. Daha kapsamli
in vivo ve in vitro arastirmalar neticesinde akciger kanseri tedavileri i¢in terapotik bir

ajan olarak bu molekiillerin kombin formu diigiiniilmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Akciger kanseri erken asamada tespit edilmesi zor olan bir hastaliktir. Son
yillarda, akciger kanseri i¢in tedavi stratejileri cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi ile
smirli kalmistir. Kanserli hiicrelerde ¢ogalmayir ve biiylimeyi baskilayip apoptozu
uyaran seramid diizeyinin ¢esitli ilaglarla arttirilmasinin, kanser tedavilerinde etkili bir
yontem olabilecegi akla gelmektedir. Son yapilan ¢alismalarda agikga goriilmektedir Ki,
seramid, kanser tedavisinde kullanilan radyasyon ve kemoterapi sonucu ortaya ¢ikan
apoptoz etkisine aracilik ederek ayni zamanda kansere karsi koruyucu etkileri bilinen
ilaglarin da (kurkumin, resveratrol, non-steroid, anti-infalamator ilaglar vb.) etkisini
diizenlemektedirler. Bu ilaclarin tedavi etkileri sirasinda kanserli hiicrelerde seramid
miktarini artirarak hiicrelerde programlanmis hiicre 6liimii olan apoptoza yol agtiklari
bildirilmigtir. Seramidin tiimor hiicresi ilag yanitlarindaki roliiniin daha iyi anlasilmast,
yeni yerlesik kemoterapdtik ajanlar igin  yeni stratejilerin - gelistirilmesini
kolaylastirabilir. Sfingolipidlerin biyolojik (organel) zarlari i¢cindeki hizli metabolik
karsilikli doniistimleri ve sinyal rolleri, seramidlerin apoptozun diizenlenmesinde
hayatta kalmaya karsi olan rollerini tanimlamak ic¢in biyokimyasal ve biyofiziksel
zorluklar sunar (Menuz, vd., 2009; Mesicek, vd., 2010).

Sfingolipid metabolizmasinin enzimlerinin protein-protein veya lipid-protein
etkilesimleri tarafindan nasil diizenlendigini belirlemek icin gelecekteki caligmalara
thtiya¢ vardir. Bunun i¢in, sfingolipid metabolizmasinin enzimlerine veya biyoaktif
sfingolipidlerine kars1 daha yiiksek secicilige ve 6zgiilliige sahip antikorlar dahil olmak
tizere ek molekiiler ve analitik araglar gelistirilmelidir. Genel olarak, sfingolipidlerinin
kanser hiicresi sinyalini ve metabolizmasini kontrol ettigi mekanizmalarin daha iyi
anlasilmasi, gelecekteki antikanser tedavisinin iyilestirilmesine yardimci olacaktir
(Ogretmen., 2017). Pubmed verilerinde farkli deneylerle sfingolipidlerin kanser hiicresi
tizerindeki etkisinin anlagilmasi icin yapilan bir ¢ok ¢alismalar mevcuttur.

Bizim calismamizda A549 akciger kanseri hiicre hattinda MTT sitotoksisite
deneyi yapilmistir. Bu hiicre hatti laboratuvar ortaminda kontaminasyonsuz olarak
uygun sartlar altinda iiretilmis ve tam gelisme gosteren hiicreler ile MTT deneyleri
gerceklestirilmigtir. MTT testi sonucu C2 ve C6 kombine formunun ICso degeri 19,7
uM (C2=22 pM, Ce=50 uM) olarak bulunmustur. Elde edilen IC50 konsantrasyonu
diger deney asamalarinda A549 hiicrelerine C2 ve C6 seramidinin uygulamasindan

sonra meydana gelen Oliim sekillerini belirlemek i¢in gerceklestirilen deneylerde
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kullanilmistir.  Hiicre ¢ogalmasinda baskilayict  etkiler konfokal ve TEM
mikroskoplarinda detayli incelenmistir.

Seramid odakli hedefe yonelik tedavi yontemlerinde temel amaglardan biri hiicre
icinde seramid diizeyini azaltan yolaklarin baskilanmasi, seramid diizeyini ve sentezini
arttiran yolaklarin uyarilmasi olmalidir. Seramid baskilayici maddelerin hiicrelerde
seramid toplanmasi artirilarak, kanserli hiicrelerde antimitotik etki gosterdigi saptanmis
oldugundan, tez kapsaminda akciger kanseri lizerindeki olas1 etkilerini in vitro ortamda
calisiimustir.

Arastirmalar sonucunda, literatiirde ilk kez C2 ve C6 kombin seramidin A549
insan akciger kanseri hiicre hattindaki sitotoksik etkileri belirlenmis ve C2 ve C6
seramidlerinin kombin formunun etkisiyle akciger kanseri hiicrelerinde meydana gelen
hiicre i¢i deformasyonlar gibi apoptotik bulgular tespit edilmistir. Calismamizin sonucu
olarak hiicrelerde apoptozisi gosteren morfolojik ve ince yapisal degisiklikler
saptanmistir. Elde ettigimiz sonuglarin akciger kanserinde C2 ve C6 kombine formunun
alternativ bir tedavi ¢esiti olarak kullanilmasina yonelik ileriye doniik baska caligmalara
151k tutacagi kanaatindeyiz. Daha kapsamli in vivo ve in vitro arastirmalar neticesinde
akciger kanseri tedavileri i¢in terapotik bir ajan olarak bu molekiillerin kombin formu

diistiniilmektedir.
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