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Kanser hiicreleri, kontrollii bir sekilde bdliinme yeteneklerinin kontroliinii
kaybetmis diizensiz bir sekilde boliinen, biiyliyen hiicrelerdir. Normal hiicreler kontrolli
bir sekilde biiyiir, boliiniir ve dliirler ancak kanserli hiicreler normal hiicrelerden farklidir
ve tehlikelidir. Kanser, kalp damar hastaliklarindan sonra Diinya’da ve iilkemizde
goriilme siklig1 olarak ikinci sirada yer almaktadir. Her yil diinya ¢apinda 8 milyondan
fazla insan ¢esitli kanser tlirlerinden dolay1 6lmektedir. Bu nedenle kanser ciddi bir saglik
sorunu haline gelmistir. Akciger kanseri, goriilme siklig1 agisindan kanser tiirleri arasinda
ilk sirada yer almaktadir. Akciger kanser hiicrelerinin; bobrek iistii bezleri, karaciger,
kemik ve beyin gibi ¢ok farkli organlara metastaz yapabilme kabiliyetinden dolay1
oldirticiiligi yiiksek bir kanser tirtidiir. Son yillardaki akciger kanseri tedavisindeki
gelismelere ragmen tam yanit veren bir tedaviye ulagilamadigi bilinmektedir. Bu nedenle,
akciger kanserini tedavi etmek ve hastalarin tedavi siirecindeki yasam Kkalitesini
tyilestirmek i¢in giivenli ve etkili ilaclarin gelistirilmesine yiiksek seviyede ihtiyag
duyulmaktadir. ARN14974 (BOC) bir seramidaz inhibitorii olup hiicrede seramid
birikimine yol acarak hiicreyi apoptoza siiriikklemektedir. Seramid, apoptozun
indiiklenmesinde rol oynayan Onemli bir sfingolipittir. Asit seramidaz, seramidin
sfingozin ve yag asidine hidrolizini katalize eden bir enzimdir. Asit seramidaz
inhibisyonu, normal ve neoplastik kanser hiicrelerinin hem biiyiimesini hem de hayatta
kalmasimi etkileyerek hiicrenin ¢ogalma ve Oliimii arasindaki dengeyi etkiledigi
bilinmektedir. Calismamizda, bir seramidaz inhibitorii olan ARN14974 maddesinin
kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicreleri (A549) ve saglikl epitelyal akciger hiicreleri

(Beas-2B) tizerindeki sitotoksik, anti-proliferatif ve apoptotik etkilerinin karsilastirmali



olarak analiz edilmesi amacglanmistir. Bir diger amacimiz ise hiicrenin yasamini ve
cogalmasini saglayan ve ayni zamanda apoptozu inhibe eden seramid-1 fosfat olusumunu
engellemek, seramidin hiicre i¢i seviyesini arttirarak yeni ve etkili bir tedavi yaklasimini

arastirmaktir.

Anahtar Sozciikler: ARN14974, A549, Seramidaz, Akciger kanseri



ABSTRACT

INVESTIGATION OF CERAMIDASE INHIBITION IN CANCER CELLS AS A
POTENTIAL THERAPEUTIC TARGET
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Eskisehir Technical University, Institute of Graduate Programs, January 2021

Supervisor: Prof. Dr. Hatice Mehtap KUTLU

Cancer cells are cells that divide and grow irregularly and have lost control of their
ability to divide in a controlled manner. Normal cells grow, divide, and die in a controlled
manner, but cancerous cells are different from normal cells and are dangerous. Cancer
takes second order after cardiovascular diseases in terms of its prevalence in the world
and in Turkey. Over 8 million people worldwide have been dying every year from cancer.
Therefore, cancer has become a serious health problem. Lung cancer ranks first among
cancer types in terms of its incidence. Although genetic factors are effective in the
development of lung cancer, tobacco use is the biggest cause. Lung cancer is a cancer
type with high lethality due to its ability to metastasize to many different organs such as
the adrenal glands, liver, bone and brain. It is known that despite the advances in lung
cancer treatment in recent years, a fully responsive treatment has not been achieved.
Therefore, there is an unmet need for the development of safe and effective drugs to treat
lung cancer and improve patients' quality of life during the treatment process. ARN14974
(BOC) is a ceramide inhibitor that causes the accumulation of ceramide in the cell and
drives the cell into apoptosis. Ceramide is an important sphingolipid involved in the
induction of apoptosis. Acid ceramidase is the enzyme that catalyzes the hydrolysis of
ceramide to sphingosine and fatty acid. Acid ceramidase inhibition is known to affect the
balance between cell proliferation and death by affecting both growth and survival of
normal and neoplastic cells. In our study, we aimed to compare the cytotoxic, anti-
proliferative and apoptotic effects of ARN14974, a ceramide inhibitor, on non-small lung
cancer cells (A549) and healthy epithelial lung cells (Beas-2B). Another aim of ours is to

prevent the formation of ceramide-1-phosphate, which provides cell survival and
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proliferation and also inhibits apoptosis, and to investigate a new and effective treatment
approach by increasing the intracellular level of ceramide.
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ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya ¢ikacak tiim
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1. GIRIS

Kanser, hiicre c¢ogalmasi ve Oliimii arasindaki dengeyi saglayan cesitli
mekanizmalarin arasindaki diizenin bozulmasi sonucunda, bir doku veya organdaki
hiicrelerin hasarlandiginda veya Omriinii tamamladiginda 6liime gitmemesi, bununla
birlikte anormal ve kontrolsiiz gogalmasi ile karakterize, olduk¢a karmasik, tedavisi zor
ve ciddi bir hastaliktir. Yiizden fazla c¢esidi tanimlanmis olan bu hastalik; giiniimiizde
gelismis tilkeler de dahil olmak {izere tiim diinya toplumlar1 i¢in 6nemli bir saglik

sorunudur [1].

Akciger kanseri; glincel tedavilere ragmen halen diinyada ve iilkemizde en fazla
Olime neden olan kanser tiirleri arasinda yer almaktadir. Cok sayida alt siniflamasi
olmakla birlikte; kii¢iik hiicreli ve kiigiik hiicreli olmayan tip olmak tizere histopatolojik
olarak baslica iki tipe ayrilmistir. Tim akciger kanseri alt tiplerinde sigara birincil
etkendir ve etiyolojisinde %90 oranda aktif veya pasif sigara kullanilmasi yer almaktadir.
Ortalama 5 yillik sag kalim bir¢ok kanser tiiriine oranla daha distiktiir (%10-15). Bunun
en dnemli sebebi akciger kanserinde tan1 kondugunda, cogu zaman tiimdriin ileri evrede
olmasidir. Ciinkii akciger kanseri bulgular1 genellikle sinsidir. Oksiiriik, balgam, nefes
darlig1 gibi alt solunum yolu enfeksiyonu bulgularindan pek farkli olmayan bulgulardir.
Hastalarin yalnizca %20’sinde erken evrelerde tan1 konabilmektedir. Tedavi alternatifleri
arasinda; cerrahi, cerrahiye uygun olmayan hastalarda ise kemoterapi ve radyoterapi yer
almakla birlikte, tan1 konuldugu sirada hastalarin ¢ogunlugu hastaligin evresi nedeniyle
cerrahiye uygun olmamaktadir. Kemoterapi ve radyoterapi de hedeflenen yasam kalitesi
ve sag kalim icin oldukca yetersiz kalmaktadir. Her gegen yil goriilme siklig1 artan bu

kanser tiirline yonelik yeni tedavi arastirma-gelistirme calismalari 6nem kazanmaktadir
[2].

Gilinlimiizde kanserlere yonelik tedavi secenekleri arasinda biiyiik yer tutan
kemoterapi ve radyoterapi uygulamalarinin temel prensibi; normal boliinme gosteren
hiicrelerde minimum zarari hedefleyerek, kontrolsiiz boliinme ve yayilma egilimi
gosteren hiicrelere durdurucu veya 6ldiiriicii etki etmesidir [2]. Kemoterapi ve radyoterapi
uygulamalarinin her ne kadar segici toksik etkileri olsada; kanser hiicrelerinin yan1 sira
saglikli hiicrelere de bilinen ciddi zararlart mevcuttur, bu durum bu uygulamalarin dozunu

ve uygulama siiresini kisitlayan temel sorundur. Ayrica akciger kanserinde uygulanan



kemoterapinin ve radyoterapinin hastanin sag kalim siiresi iizerine etkileri oldukg¢a sinirli,

timor hiicrelerinin gogunlugunda kemoterapi direnci oldukga yiiksektir.

Tim diinyada kanser tedavisinde yeni alternatiflerin ve var olan tedavilere
destekleyici yoOntemlerin arayisi siirmektedir. Giincel kanser arastirmalarinda
gelistirilmesi hedeflenen tedavi yontemlerinde amag; kanser tipine 6zgii, etkin, kanserli
hiicreleri segici olarak hedef alan ve saglikli hiicrelere miimkiin oldugunca az toksik

tedavi siiresince direng gelisimi minimum olan yontemlerdir.

Malign doniisiim gosteren hiicrelerin fizyolojisinde ortak olarak goriilen 6 6nemli

degisiklik s6z konusudur:
1. Biiyiime sinyallerinden bagimsiz olarak biiyiiyebilirler,
2. Biiylimeyi sinirlandiran (anti-growth) sinyallere duyarliliklart azalir,
3. Programlanmis hiicre 6liimiinden (apoptosis) kacabilirler
4. Sinirsiz gogalma potansiyelleri vardir,
5. Devaml1 anjiyogenez olustururlar,
6. Doku invazyonu ve uzak metastaz yetenekleri vardir [3].

Kanser tedavisinde, hedef alinan ortak temel 6zellik; kanser hiicrelerinin biiylime
ve normal yasam sirelerinin kontroliinii kaybetmeleridir. Bunu apoptotik uyariya
hiicrenin cevap vermesini engelleyen sinyal yollar1 gelistirerek yaparlar [3]. Bu 6zelligin
kazanilmasi genomda bir¢cok dinamik degisikligin varligimi gerektiren ¢ok asamal1 bir

stirectir.

Kanser hiicreleri yiiksek proliferasyon hizina sahip olduklarindan, yeni
olusturduklart membranlarin yapitasi olarak biiyiik miktarda lipitlere ihtiya¢ duyarlar. Bu
nedenle lipidlerin kanser olusumunda ve progresyonundaki rolii hakkinda ¢ok sayida
arastirma yapilmaktadir. Sfingolipidler ve metabolitleri; hiicrelerin yapisal biitiinliigiinde
ve hiicre zarinin bariyer fonksiyonunda rol alirlar. Bunun yaninda sfingozin-1-fosfat ve
seramidler gibi baz1 biyoaktif sfingolipid tiirleri hiicrenin ¢esitli sinyal yolaklar1 tizerinde
onemli fonksiyonlar1 olan molekiillerdir. Bu sayede biiylime, farklilagma, apoptoz ve
otofaji gibi direkt olarak karsinogenezde rol aldig1 bilinen birgok hiicresel fonksiyonu

etkileyebilirler [4-6]. Sfingozin-1 fosfat’in biiyiime faktorii 6zelligi gosterdigi bilinmekte;



bu sayede hiicre proliferasyonu, inflamasyon, tiimdr biiylimesi ve metastazinda rol
alabilecegi diisliniilmekte iken, seramidlerin; biiylimenin durmasi, yaglanma ve apoptozu
tetikledigi ve bu sayede tiimorle savasmada rol alabilecegi diisiiniilmektedir [6]. Saglikli
organizmada; bahsedilen sfingolipid metabolitleri arasinda mitojenik etkilerin ve

apoptozun diizenini saglayan dinamik bir denge vardir.

Bozulmus sfingolipid metabolizmasinin kanser olusumu ve ilerleyisinde, ayrica
kemoterapi direncinde rol aldig1 yapilan ¢alismalarda gosterilmektedir [4-6]. Yapilan
aragtirmalar dikkatleri 6zellikle seramidler lizerine ¢gekmektedir. Seramid; 14-16 karbon
uzunlugunda agil zincirleri igeren N-agillenmis bir sfingozin molekiiliidiir. Hiicrede
olusumu de novo sentez yolu ile, sfingozin molekiilii dongiisiinden kurtarma yolu ile veya
kompleks sfingolipidlerden hidroliz yolu ile olur. Bu yollarda herhangi bir yavaglama
veya durmanin, kanser olusumu ve tedavi direnci ile alakali olabilecegi diistiniilmektedir
[7-9]. Bir¢ok arastirmada tedavide uygulanan sitotoksik uyari, iyonize radyasyon ve
kemoterapinin kanserli hiicrelerde seramid diizeyini arttirdigi tespit edilmis, hiicre
Olimiine bu sekilde katkida bulundugu gosterilmistir [4,7]. Yine kanserli hiicrelerin
standart kemoterapi ve radyoterapiye cevabinin artirilmasinda, hiicrede seramid
birikiminin artirtlmasinin yararh olabilecegi iddia edilmektedir. Bu artig ya {iretiminin

artirilmasi ya da yikiminin azaltilmasi seklinde iki yolla gergeklestirilebilmektedir [8-10].

Seramidazlar; hiicre i¢i seramidin katabolizmasinda rol alan, insanda tanimlanmis
5 tipi bulunan lizozomal enzim grubudur. Seramidi, sfingozin ve yag asitine pargalayarak
hiicredeki diizeyini diistiriirler [9]. Bu nedenle seramidazlar son yillarda kanser
arastirmalarinda yogun olarak c¢alisilmaya baglanmistir. Asit seramidaz (AC); bunlar
arasinda en dikkat ¢ekeni olmustur. AC; Seramidlerin metabolizmasinda rol alan bir
sistein amidazdir. AC hiicre diizeyi ve aktivitesinin bazi kanser tiirlerinde arttig1 tespit
edilmis, bu artisin bu tiir kanserlerde malignite diizeyi ile [11], ayrica kemoterapi ve
radyoterapi direnci ile baglantis1 gosterilmistir [8,10]. Son yillarda yapilan kanser
arastirmalari, hiicrede seramid diizeyinin korunmasi ve artirilmasi hedefine yonelmekte,
bunun i¢in ¢alisilan yontemlerden biri de seramidazlarin inaktive edilmesi segenegini

ortaya atmaktadir [12].

In vitro olarak AC aktivitesini inhibe edebilen, yapisal olarak seramid analogu olan
bazi1 sentetik maddeler tanimlanmistir. Seramidaz inhibit6rleri adini verdigimiz bu

maddeler, gilincel kanser aragtirmalarinda yeni anti-kanser ilaglar gelistirilmesi i¢in
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onemli bir potansiyel olusturmaktadir. Bunlar arasinda; oleoylethanolamide (N-
oleylethanolamine)10, (1S,2R)-D-erythro-2-(N-myristoylamino)-1-phenyl-1- propanol
(D-e-MAAP) 11, ceranib 1-2 ve bu calismada kullanilan ARN14974 en yaygin

kullanilanlardir.

1.1. Kanser

Canlilarin yapitasit olan hiicreler siirekli yenilenmektedir. Hiicreler yasamlari
boyunca belli bir hizda boliinerek cogalirlar, yasam siirelerini doldurduklarinda ise
organizma tarafindan yok edilirler. Bu olaylar genler tarafindan yonetilen belli bir diizen
icerisinde ve kontrollii olarak gerceklesir. Kanser; viicutta hemen her organda
goriilebilen, hiicrelerin agamali olarak donilisiime ugramasiyla hizli ve kontrolsiiz
cogalmasi sonucu olusan, birgok farkli etyolojiye, patogeneze ve klinik goriiniime sahip
olabilen kompleks bir hastaliktir. Cok fazla ¢esitlilik gosterse de tiim tiirlerinde altta yatan

temel mekanizma benzerdir.

Kanser kelimesi tarihte ilk kez Hipokrates tarafindan kullanilmistir. Latincede
‘yenge¢’ anlamina gelmektedir ve kan damarlar ile sarili bir tiimor ¢ikintisinin yengece
benzemesi nedeni ile bu ismi almigtir [12]. O giinden bu yana hep var olan kanser,
degismekte olan yasam tarzi ve sanayilesme sonucunda giderek artan oranlari ve
tedavisinin halen tam olarak yapilamiyor olmasi nedeni ile giiniimiizde hem gelismis hem

de gelismekte olan iilkeler i¢in ciddi bir saglik sorunu haline gelmistir.

1.1.1. Kanser hiicrelerinin genel 6zellikleri
Kanser hiicreleri incelendiginde; farkli dokulardan da koken alsalar, saglikli
hiicrelerden baz1 ortak farkliliklar gosterdikleri goriilmektedir. Kanser hiicrelerinin bazi

ortak 6zelliklert;

1. Siirekli biiyliyebilme ve boéliinebilme: Saglikli hiicreler boliinebilmek igin

disaridan gelen bir boliinme sinyaline ihtiya¢ duyarlarken, tiimor hiicreleri
bagimsiz olarak boliinebilirler.

2. _Biiylimeyi durduran sinyallerden kaginma: Yeterli biiyiikliige ulasan bir hiicrenin

bliytimesi i¢ ve dis sinyaller araciligi ile durdurulur. Tiimdr hiicresi bu sinyallere

kars1 duyarsizdir.



Programlanmis hiicre  0Olimii  (apoptozis)’ten kacinma: Hiicre DNA’s1

onarilamayacak bir hasar aldiginda veya hiicre normal hayatini tamamladiginda
cesitli timor baskilayic1 mekanizmalar tarafindan kendi kendisini yok etmeye
yonlendirilir. Tiimor hiicrelerinde bu mekanizma bozulmustur.

Sinirsiz sayida ¢ogalabilme: Saglikl hiicreler ¢evreleri ile iletisime gecerek belli

bir boliinme sayisina ulasinca bdliinmeyi sonlandirirlar. Tiimor hiicrelerinin ¢evre
hiicreler ile iletisimi bozulmustur ve sonsuz sayida boliinebilir.

Anjiyogenez olusturabilme: Hiicreler oksijen ve besin ihtiyacini ¢evrelerindeki

damarlar araciligiyla karsilar. Besin ve oksijen ihtiyaci artan tiimor hiicresi
anjiyogenezi uyaran bazi faktorler salgilayarak kendisine yeni damarlar
olusturulmasini saglar.

Doku invazyonu ve uzak metastaz: Kontrolsiiz biiyliyen ve yeni damarlanmaya

sahip olan tiimér hiicresi ¢cevre dokulari istila etme ve ana hiicreden kopan pargalar

sayesinde kan ve lenf dolagimi yoluyla uzak dokulara yayilma egilimindedir [3].

Neoplastik Farklilik

Blyume Sinyallerinde Kendi Buyume Karsiti
Kendine Yeterlilik Sinyallere Duyarsizlik
Doku
Telomeraz Neoplastik Hiicre Invasyonu ve
Ekspresyonu Metastaz
Surekli Anjiyojenez Sinirsiz Replikasyon
Yetenegi

Apoptozdan Kaginma

Sekil 1.1. Kanser hiicrelerinin genel ozellikleri



1.1.2. Kanser olusum mekanizmalari

Karsinogenezin temelinde hiicrenin yasamini, boliinmesini etkileyen birden ¢ok
epigenetik degisikligin veya mutasyonun ¢ok asamali olarak olusmasi yer alir. Bu ¢ok
basamakli mutasyonlar sonucu DNA dizisinde birtakim anormallikler olusan hiicre; hizli
ve kontrolsiiz biiylime, komsu ve uzak dokulara yayilma gibi kanser hiicresi igin tipik
bazi 6zellikler kazanir. Bu tiim kanser hiicrelerinde ortak olan malign fenotiptir ve bu
fenotipin ortaya ¢ikmasi yillar alabilir [14]. Kansere neden olan mutasyonlarin %10-15’
inin, kalitimsal oldugu, yani ebeveynlerden gelen genlerle aktarildigi, geriye kalan %85-
90’1n1n ise yasam boyunca hiicre DNA’siin mutajenlere maruz kalmasi sonucu gelistigi

distiniilmektedir.

Etiyolojisinde kalitimsal aktarim olan kanserlerde; saglikli hiicrede tlimor
olusumunu tetikleyebilen proto-onkogenlerde, tiimor gelisimini Onleyen timor
baskilayici genlerde veya hiicre biiylimesini kontrol eden genlerdeki bir mutasyonun
kalitimsal olarak aktarilmasi ve bazi durumlarda karsinojen adini verdigimiz kalitsal
olmayan bir dis etkenin de tetiklemesi ile karsinogenez baslayabilmektedir. Bunun en iyi
bilinen 6rnegi, insanda mitoz boliinmenin kontroliinde énemli rol oynayan onkojenik

mutant p53 tiimor baskilayici genin mutasyonudur.

Kalitim disinda kalan etiyolojik faktorler ¢ok biiytlik ¢esitlilik gostermektedir.
Cevresel olarak maruz kalinan birgok kimyasal madde, cesitli mutajen bakteriler,
mantarlar ve viriisler, metabolizmaya uygun olmayan diyet ve yanlis beslenme
aliskanliklari, ¢esitli hormonlarin fazlalig1 veya eksikligi, iyonize radyasyon, 1s1, kronik
mikrotravmalar, diigiik ve yiiksek frekansli manyetik alan, hiicre igi veya hiicre diginda
olusan reaktif serbest radikaller bunlar arasinda en Onemlileridir [15]. Cevresel

maruziyette istisnalar diginda siireklilik gerekmektedir.

Kimyasal ajanlar: Sanayilesen diinyada hayatimiza giren birgok kimyasalin toksik
ve kanserojen oldugu bildirilmektedir. Basta sigara olmak iizere; cesitli sanayi atiklari,
gida katki maddeleri, c¢evre kirliligi ve c¢esitli ilaglar direkt olarak kanserle
iliskilendirilmistir.

Onkojenik bakteri ve viriisler: Genlerde spontan olarak olusan mutasyonlara
timor bakterileri ve viriisler sebep olabilir. Patojenin genomunda bulunan 6zel gen yapisi

enfekte ettigi hiicrenin genomuna entegre olarak onkogenik potansiyeli olusturmaktadir.



Iyonize radyasyon; Madde ile etkilestiginde elektrik yiiklii pargaciklar veya
iyonlar olusturan radyasyondur. Gegtikleri ortamda bulunan bir atom ya da atom
grubunda elektron kayb1 ya da artisina neden olabilirler. Iyonlasma hiicre DNA’sinda

kalic1 hasara neden olabilir. Alfa, beta, gama ve x 1sinlar1 bu tiir radyasyona ornektir.

Elektromanyetik dalgalar: Yiikli bir pargacigin ivmeli hareketi sonucu olusan,
yayilirken bir elektriksel ve manyetik alan olusturan dalgalardir. Ozellikle diisiik frekansl
(<300Hz) manyetik alana maruz kalinmasi ile 16semi ve beyin tiimorii gibi bazi kanserlere

yatkinligin arttig1 ispatlanmustir.

Yanhs beslenme aliskanhklari: Yiiksek yag ve karbonhidrat igerikli gidalar, alkol,
rafine gidalar, cesitli gida katki maddeleri, tarim ilaci kalintilar1 ve koruyucular, yanls
pisirme yontemleri; basta sindirim sistemi kanserleri olmak tizere birgok kanser tiirii ile
iligkilendirilmistir.

Hormonlar: Ureme hormonlarmin ve yag dokudan salinan hormonlarin meme ve
genital organlarin kanserleri {lizerinde, yine bazi hormonlarin kolon kanseri iizerinde

etkisi bildirilmektedir. Melatonin gibi bazi antioksidan 6zellikli hormonlarin da eksik

olmasi yine kanserle iligskilendirilmektedir.

Kronik travmalar: Mikrotravmalara uzun siire maruz kalma ozellikle deri ve
yumusak doku kanserlerini tetikleyebilir. Ayrica organlarin kronik inflamasyonu da

zaman iginde kanser olusumuna zemin hazirlayabilir [16].

1.1.3. Kanser epidemiyolojisi

Son yiizyilda gittikce artan oranlari ile kanser, glinlimiiz diinyasinin en biiytik saglik
problemlerinden birisidir. Diinya Saglik Orgiitii’niin 2020 raporuna gére diinya genelinde
hastaliklara bagli 6liimler arasinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci siradadir.
Diinya genelinde her 5 kisiden biri hayatinin bir doneminde kanserle tanismakta, her 6
Olimden biri de kansere bagli olmaktadir. 2018 yilinda diinyada 18,6 milyon hasta/yil

olan kanser tanisinin 2040’da bunun iki katina ulagsmasi1 beklenmektedir [17].

Tiim diinyada en fazla tani1 konan kanser tiirii %11,6’1ik oran1 ile akciger kanseridir.
Bunu ¢ok yakin oranlarla meme kanseri (%11,4) ve kolorektal kanserler (%10,2)

izlemektedir. Kansere bagli 6liim nedenleri arasinda ise; birinci sirada yine %18,4’°1iik



orani ile akciger kanseri, ikinci sirada da %9,2’lik orani ile kolorektal kanserler
gelmektedir [17].

Tiirkiye’de 2009 yilinda yapilan bir istatistikte; kanser insidansi erkeklerde %26,9,
kadinlarda %17,3 olarak bulunmustur. Bu oranlar diinya genelindeki rakamlar ile
kiyaslandiginda daha diisiiktiir. Kanser tiirlerinin goriilme sikligr ise diger gelismekte

olan iilkeler ile benzerlik gostermektedir [18].

1.1.4. Kanser tedavisi

Kanser tedavisinde basvurulan temel tedavi yontemleri kemoterapi, radyoterapi ve
cerrahi yontemlerle timdorli dokunun ¢ikarilmasidir. Bunun yanisira hormon tedavisi,
immunoterapi, kok hiicre tedavisi, biyolojik tedaviler gibi daha yeni alternatif veya
tamamlayict yaklasimlar da mevcuttur. Kanser tiirleri farklilik géstermesi ve ayni tiir
kanserin bile her kiside farkli 6zellikler gosterebilmesi nedeniyle tedavi protokolleri de
degisken olabilmektedir.

Cerrahi: Kanserli dokudan par¢a alinip kesin tanimmin konmasi veya uzak
metastazi olmayan uygun vakalarda, tiimoriin tamamen ¢ikarilmasi i¢in bagvurulan

yontemdir.

Kemoterapi: Cesitli sitotoksik kimyasal ajanlarla normal hiicreye oranla daha
fazla boliinme O6zelligi gosteren tiimor hiicrelerinin 6ldiiriilmesi hedeflenir. Timoriin
tipine ve evresine gore, tek basimna veya cerrahi islem Oncesinde tiimdr boyutunun
kiictiltiilmesi amaciyla kullanilir. Tiimdr hiicresi ile birlikte, nispeten daha ¢ok boliinme
Ozelligi gosteren sindirim epiteli, hematopoetik hiicreler, iireme hiicreleri ve kil

follikiilleri de etkilenebilmektedir.

Radyoterapi: Kanserli hiicrelerin bolgesel veya tiim viicuda iyonize isinlar
uygulanarak yok edilmesi esasina dayanir. Genellikle cerrahi islem Oncesinde tiimoriin
boyutunun kiigiiltiilmesi hedeflenerek uygulanir. En sik gozlenen yan etkisi tiimorli
hiicre ile beraber saglikli hiicrenin de zarar gérmesi sonucu gozlenen halsizlik, bulanti-

kusma, sa¢ dokiilmesi gibi durumlardir.



Immunoterapi: Bagisiklik sistemini uyararak kanserli hiicrelere etki etmelerini
hedefler. Bunun i¢in ¢esitli antikorlar veya sitokinler kullanilabilir. Adaptif T hiicreleri

ve monoklonal antikorlar en yaygin kullanilanlardir.

Hormon tedavileri: Viicutta dogal olarak iiretilen veya sentetik olarak elde edilen
bazi hormonlarin viicutta olusturdugu sinyaller, duyarli bazi kanser tiirlerinin biiyiimesini

engellemekte etkili olmaktadir.

Kok hiicre tedavisi: Kok hiicre; viicutta hemen her hiicreye farklilasabilen,
kendini yenileyebilen, istenilen bir hiicreyi elde etmek i¢in programlanabilen hiicrelerdir.
Cogunlukla kan ve kemik iligini etkileyen kanserlerin tedavisinde kullanilir. Kok hiicreler
hastanin kendisinden (otolog) veya uyumlu bir baska kisiden (allojenik) elde edilebilirler
[19].

1.2. Akciger Kanseri

Tiim kanser tiirleri arasinda diinya capinda en sik goriilen ve giincel tedavi
yaklagimlarina ragmen, mortalitesi en yiiksek olan kanser tiiriidiir. Akcigerin brons
epiteli, daha az olarak da bronsiyal bezler, mezenkimal hiicreler veya plevra
endotelindeki mezotel hiicrelerinden koken alir. Akcigerde primer tiimorlerin yanisira,

diger organ kanserlerinin de en sik metastaz yaptig1 organlardan biridir [20].

1.2.1. Akciger kanseri etiyolojisi

Akciger kanseri olgularinin %90°1 direkt olarak sigara kullanim ile iligkilidir. Bu
oran hem aktif hem de pasif igiciligi kapsar. Tim akciger kanseri alt tiplerinde sigara
birincil etkendir. Sigaraya baslama yasi, icme siiresi, inhalasyon orani, sigaradaki toksik
madde miktari, filtreli veya filtresi olusu, giinde igilen sigara sayisi risk oranin belirler.
Geriye kalan %10’luk kisim endiistriyel ve ¢evresel maruziyete baghdir. Burada ise risk
faktorleri arasinda; asbest, nikel, arsenik, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, krom,
berilyum, radyasyon ve radon gazi maruziyeti sayilabilir [21]. Bu etkenlerin yanisira
kanser olusumuna katkis1 daha az olmakla birlikte iligkisi kanitlanmis benign akciger
hastaliklar1 mevcuttur. Bunlarin basinda KOAH ve fibrotik akciger hastaliklar1 yer alir
[22].



1.2.2. Akciger kanseri epidemiyolojisi

Akciger kanseri tim diinyada ve iilkemizde en sik goriilen kanser tiiriidiir.
Ulkemizde tiim kanser olgularinin %22,6’sm1 ve 1 yil i¢inde tan1 konan tiim kanser
olgularinin %12,3 “tinii olusturur [23]. En fazla goriildiigi yas aralig1 65-84 yas olmakla
birlikte; yasin azalmasi ile insidansi digmektedir [24]. Her yil artan sigara kullanimi,
karsinojenik maddeler ve ¢evresel toksinler nedeni ile diinya ¢apinda insidansi artmakta
olan bu kanser tiiriiniin, son yillarda kadinlarda goriilme oran1 erkeklere oranla daha hizl
artmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore; 2018 yilinda 18,1 milyon yeni kanser
vakasinin 2 milyonu akciger kanseri idi. Yine kansere bagli 9,6 milyon 6liimiin 1,8
milyonu bu kanser tiiriine bagl idi [25]. Diinyada erkeklerde kansere bagli 6liim
nedenleri arasinda 1. sirada, kadinlarda 2. sirada; iilkemizde ise erkeklerde 1. Sirada,
kadinlarda ise 5. Sirada yer alir. Her yil diinyada ortalama 1,38 milyon insan akciger

kanseri nedeniyle 6lmektedir [16, 17].

1.2.3. Akciger kanseri histopatolojisi ve tiirleri
Diinya Saghk Orgiiti (World Health Organization-WHO) niin 2004 yilinda
yayinladigi raporda akciger kanseri histolojik siniflamasi su sekildedir [26)]:

l. Preinvaziv lezyonlar
. Malign epitelyal tiimdrler
a. Skuamoz hiicreli karsinom
- Papiller karsinom
- Berrak hiicreli (clear cell) karsinom
- Basaloid karsinom
b. Kiigiik hiicreli karsinom

- Kombine kii¢iik hiicreli karsinom

c. Adenokarsinom

d. Biiyiik hiicreli karsinom
e. Adenoskuamoz karsinom
f. Sarkomatoid karsinom

- Pleomorfik karsinom
- Igsi hiicreli karsinom
- Dev hiicreli karsinom

- Karsinosarkom
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- Pulmoner blastom
g. Karsinoid timor
Tiikriik bezi timorleri
- Mukoepidermoid karsinom
- Adenoid kistik karsinom
- Epitelyal-myoepitelyal karsinom
i. Mezenkimal tiimorler
1. Benign epitelyal tiimorler
IV.  Lenfoproliferatif timorler
V. Metastatik timorler

VI.  Smuflandirilamayan tiimorler

Bu kompleks siniflamanin yani sira klinik ve histopatolojik olarak en basit
smiflama akciger kanserini ‘kiiglik hiicreli” ve ‘kii¢iik hiicreli disi” olmak tizere iki

kategoriye ayirir.

1.2.3.1. Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK)

Tiim akciger kanserlerinin %85’ini olusturmaktadir. Temel olarak 3 alt sinifta
toplanir; epidemiyolojik calismalarda %43,8’1 adenokarsinom, %37,5’1 skuamdz hiicreli
karsinom, %1,8’1 biiylik hiicreli karsinom iken %16,8’inde alt grup siniflandirilmasi
yapilamamigstir. Son yillara kadar skuamoz hiicreli karsinom en sik goriilen alt tip iken
son yillarda adenokarsinom daha fazla goériilmeye baglanmistir; bu durumun kullanilan
sigaranin tipinin veya c¢evresel Kkirletici faktorlerin degismesine baghh oldugu
distintilmektedir [27]. Belirtileri genel olarak oksiiriik, dispne, istahsizlik, halsizlik gibi
nonspesifik belirtilerdir ve benign akciger hastaliklarindan ayirt edilemediginden
hastalarin %751 tan1 kondugunda orta-ileri evrededir. Erken evre tanilar genellikle baska
sebeplerle yapilan ¢esitli tetkikler sirasinda tesadiifen ortaya ¢ikan vakalardir. Tam
kondugunda tiimor erken evrede ise cerrahi tedavi ile sagkalim nispeten daha yiiksektir

[28].

1.2.3.2. Kiiciik hiicreli akciger kanseri (KHAK)
Tim akciger kanserlerinin %15- 25’in1 olusturmakta ve diisiik insidansina ragmen,

tiim kansere bagl 6liimler siralamasinda besinci siray1 almaktadir. Hemen tamami sigara
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kullanimina bagli gelismekte olup, tedavi olmadiginda 2-4 aylik sag kalim ile tiim akciger
kanser tiirleri arasinda en agresif prognoza sahip olandir. Genellikle ge¢ semptom verir;
semptomlar akcigerdeki tiimoriin biiyiikliigiine bagl olarak degisen diizeyde; oksiiriik,
hiriltili solunum, dispne ve hemoptizi seklinde olabilir. Eger mediastene yayilim varsa;
vena cava superior tikanmasi veya dsefagus basisi gibi belirtiler, uzak organ tutulumu
varsa tutulan organa 6zel belirtiler goriilebilir. On tanis1 genellikle ge¢ evrede akciger
grafisinde goriilen biiytimiis kitle, ¢ogu zaman eslik eden mediastinal tutulum goriilerek
konur. Kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanserinden; yliksek biiyiime ve metabolizma hizi,
bolgesel lenf nodlarina ve uzak bolgelere erken yayilmasi, bunun yaninda kemoterapi ve

radyasyon terapisine daha duyarli olmasi ile ayrilir [29, 30].

1.3. Akciger Kanseri Giincel Tedavisi

Her iki tip akciger kanseri de agir sigara icicilerinden olusan ortak bir
poplilasyonda goriilmekle beraber, klinikleri oldukca farklidir ve farkli yaklasim
gerektirirler. Kiiciik hiicreli dis1 timdrlerin bir¢oguna (evre I, II ve IIIA’nin bir kismi)
cerrahi yaklagim uygulanirken, kii¢iik hiicreli timorlere hemen tiim evrelerde kemoterapi

ve radyoterapi uygulanmaktadir [29].

Cerrahi: Akciger kanseri tanis1 kondugunda ¢ogunlukla bir¢ok hasta cerrahi olma
sansini kaybetmis olmakla birlikte; 6zellikle uzak organ metastazinin bulunmadigi erken
evre kiiclik hiicreli dis1 akciger kanserinin tedavisinde cerrahi altin standarttir. Giincel
cerrahi teknikleri arasinda ¢ok daha az invaziv olan video-esliginde veya robot-esliginde
torakoskopik cerrahiler yerini alirken, halen hastalarin biiyiik bir kism1 torakotomi (agik
g0giis cerrahisi) ile ameliyat edilmektedir. Eger timor akcigerin tek bir lobunda ise;
‘lobektomi’ adi1 verilen o lobun cerrahi olarak ¢ikarilmasi islemi uygulanir. Eger birden
fazla lobda ise tek tarafi akciger dokusu tamamen ¢ikarilabilir. Bu isleme ‘pndmektomi’
ad1 verilir. Tiimor akcigere komsu dokulara yayilim gostermis ise; beraberinde komsu

dokular da ¢ikarilabilir [23, 30].

Kemoterapi: Ozellikle KHAK; tam1 kondugunda biiyiik ihtimalle yayilim
gostermis, en azindan lokal olarak ilerlemis oldugundan cerrahi miidahale miimkiin

olmamakta, hemen her zaman kemoterapiye bagvurulmaktadir. Bunun disinda erken evre

12



olmayan KHDAK’de tiimorii cerrahi edilebilir duruma getirebilmek igin veya erken
evrede cerrahi sonrasi niiks oranini azaltmak i¢in de kemoterapiye basvurulmaktadir.
Tedavide; genellikle ikili ilag kombinasyonlar1 kullanilir ve kullanilan sitotoksik ajanin
se¢imi genellikle eslik eden ek patolojisine (6rnegin bobrek yetmezligi, kalp veya sinirsel
bozukluklar vs) gore belirlenmektedir [31]. Kemoterapi tedavisinde baslica; BCNU
(Carmustine), Bleomycin, Busulfan, Carboplatin (Paraplatin), CCNU (Lomustin),
Chlorambucil (Leukeran), Cholrodeoxyadenosine (Cladribine), Cis-platinum, Cytarabine
(Ara-C), Cyclophosphamide (Endoksan) , Docetaxel (Taxotere), Etoposide (VP-16,
VePesid), 5-Flourouracil (5-FU), Gemcitabine (Gemzaar), Ifosfamide (Haloksan),
Methotrexate, Oxaliplatin  (Eloxatin), Vinorelbine (Navelbine) gibi ilaclar
kullanilmaktadir [73].

Radyoterapi: Sinirhh bir alana uygulanabilen yiiksek enerjili 151 tedavisidir.
Hastaligin lokal oldugu ancak hastanin cerrahiyi kaldiramayacagi diigiinildigi
durumlarda ilk tercih veya tiimoriin uzak metastaz yapmadigi ancak genis lokal yayilim
gosterdigi durumlarda cerrahi Oncesi uygulanmaktadir. Cerrahiye uygun hastalarda
cerrahi ile birlikte, cerrahi yapilamayan ileri evre hastalarda ise kemoterapi ile birlikte

uygulama alanlar1 vardir [23].

Iimmunoterapi: Son yillarda 6zellikle diger tedavilerden beklenen verimin
alimamadig ileri evre akciger kanseri hastalarinda uygulanan, tiimor hiicresinin bagisiklik
sistemine yabanci hiicre olarak tanitilmasini hedefleyen, iimit vadeden yeni bir
yaklasimdir. Pasif immunoterapide direkt olarak tomorii hedef alan monoklonal
antikorlar viicuda verilirken, aktif immunoterapide hastanin kendi immiin sisteminin
tiimore kars1 duyarlanmasi hedeflenir. Kemoterapi ve radyoterapiye oranla daha az yan
etkisi olmasi ve bu tedavilerle istenilen sonuca ulagilamayan vakalarda dahi tiimor
kiigiilmesini saglamasi en 6nemli avantajidir [32]. Immunoterapide PD-1 ve CTLA-

4 ilaglar kullanilmaktadir [74].

1.4. Insan Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanser Hiicre Hatt1 A549
Insan tiimor hiicrelerinden elde edilerek olusturulan hiicre hatlari, kanser

arastirmalart i¢cin oldukca degerlidir. A549 hiicre hatti; adenokarsinoma tipi tiimdral
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doniisiim gostermis insan akciger alveoler bazal epitel hiicrelerinin kiiltiirii ile olusturulan
hiicre hattidir. 1972 de D.J. Giard tarafindan 58 yasinda, akciger adenokarsinoma hastasi
bir erkegin alveol epitel hiicrelerinden kiiltiir yontemi ile olusturulmustur [33]. Bu
hiicreler hala giiniimiizde in-vitro akciger kanseri arastirmalar1 i¢in kullanilma, bugiin
medikal kullanima baglanmig bir¢ok giincel ilacin arastirmasinda ve gelistirilmesinde

katkida bulunmuslar ve bulunmaya devam etmektedirler [34].

1.5. Hiicre Lipit Metabolizmasi

Lipidler; canlilarin yapisinda bulunan, suda ¢6ziinmeyen bir grup organik
molekiiliin ortak ismidir. Uluslararasi Lipid Siniflandirma ve Adlandirma Komitesi;
lipidleri su sekilde siniflandirmaktadir, yag asitleri, gliserolipidler, gliserofosfolipidler,
sfingolipidler, sterol lipidler, prenol lipidler, sakkarolipidler ve poliketidler [35]. Lipidler;
hiicresel ve organizma diizeyinde bir¢ok 6nemli role sahiptirler. Trigliseridlerin yapitasi
olan yag asitleri, temel olarak enerji depolanmasi i¢in kullanilirlar. Fosfogliseridler;
steroller ve sfingolipidlerle birlikte biyolojik membranlarin temel yapisal bilesenlerini
olustururlar. Lipidler ayn1 zamanda ikinci haberciler ve hormonlar gibi yapilarda yer
alarak, sinyal iletiminde fonksiyonel rol alirlar. Lipid metabolizmasindaki degisiklikler;
hiicre biiylimesi, proliferasyonu, farklilasmasi ve motilitesi gibi birgok hiicresel
fonksiyonu etkileyebilir [36,37]. Bir¢ok memeli hiicresi yaglar1 kandan serbest yag
asitleri veya diislik dansiteli lipoproteinler gibi proteinlerle kompleks sekilde alir. Bu
lipidlerin kaynag1 ya diyet kaynakli ya da karaciger ve adipositlerde doniistiiriilmiis
karbohidrat kaynakli yag asitleridir. Triagilgliseridler ve kolesterol esterleri, endoplazmik
retikulumdan tomurcuklanarak olusan, lipid damlaciklar1 ad1 verilen diizenli intraseliiler
yapilar i¢inde depolanirlar. Bu yapilar; 6zel proteinler iceren bir fosfolipid ve sterol

tabakasi ile nonpolar lipidler i¢eren bir ¢ekirdekten olusur [38].

1.5.1. Kanser ve lipid metabolizmasi iliskisi

Lipidler kanser olusumu ve gelisimini ¢esitli yonlerden etkileyebilirler. Kanser
hiicreleri yiiksek proliferasyon hizina sahip oldugundan, olugan membranlar1 yapitasi
olarak biiyiik miktarda lipitlere ihtiya¢ duyarlar. Onkojenik sinyallerle adipoz dokuda yag

asidi sentezinin ve sentezlenen yaglarin mobilizasyonunun artmasi kanser hiicrelerinin
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ihtiyac1 olan lipidlere ulagsmasini saglar. Arastirmalar, kanser hiicrelerinin normal
hiicrelere oranla daha fazla lipid damlacig1 depoladiklarini gostermistir [39]. Hiicreler yag
ihtiyaglarimi iki temel kaynaktan saglarlar; diyetle eksojen olarak ve de novo sentez yolu
ile endojen olarak. Proliferasyon gosteren embriyonik hiicreler biiyiik oranda de novo
sentez yolunu kullanirken, normal yetigkin hiicreleri eksojen yag asitlerini kullanirlar.
Ancak ilging bir sekilde kanser hiicrelerinin, eksojen yag asiti kaynaklar1 yeterli olsa dahi
de novo lipid sentezini yeniden aktive ederek, embriyonik dokulara benzer sekilde lipid
sentezleyebildikleri gosterilmistir [40]. Bir¢cok kanser tiiriinde de novo yag asiti sentezi
icin gerekli olan ATP sitrat liyaz (ACL), asetil-CoA karboksilaz (ACC) ve yag asiti sentaz
(FASN) gibi enzimlerin aktivitesinin arttig1 bildirilmektedir [41].

Bu 6zellikler; tiimor hiicresine, biiylime ve proliferasyon, oksidatif ve enerji stresi
altinda hayatta kalma, redoks dengesinin siirdiiriilerek yiiksek glikolitik oranin
desteklenmesi gibi birgok yonden katki saglamaktadir. Bozulan diger metabolik yolaklar
gibi, lipid metabolizmasindaki degisikliklerin altinda yatan sinyal yolaklar1 da

gelistirilmekte olan kanser tedavisinin hedefleri arasindadir.

1.5.2. Sfingolipid metabolizmasi

Sfingolipidler; baslica hiicre membraninda ve membranla baglantili organellerde
(golgi, lizozom) bulunan, sfingozin igeren bir lipid smnifidir. Sfingomliyelinler ve
glikosfingolipidler olmak tizere iki tiiri mevcuttur. Sfingomyelinler; sfingomiyelinaz
enzimi ile seramidler ve fosfokolin’e hidrolize olur. Hiicrede; endoplazmik retikulumda
sfingolipid yapida olmayan prekiirsor molekiillerden de novo sentezlenirler. Fosfolipidler
ve kolesterol ile birlikte hiicre membraninin temel yapisal bilesenlerini olustururlar,

membranin bariyer fonksiyonu ve akigkanliginin saglanmasinda dnemli rolleri vardir.

Sfingolipid metabolizmasindaki anahtar rol oynayan enzimlerdeki mutasyonlara
bagli bozukluklar; hiicrede sfingolipidlerin asir1  birikmesi ile sonuglanan,
sfingolipidozlar da denilen; Gaucher hastaligi, Farber hastaligi, Krabbe hastalig1 ve
benzeri lizozomal depo hastaliklarina yol acar. Bununla birlikte; sfingolipid
metabolizmasinda yer alan bazi enzim defektlerinin kanser olusumu ile ilgisi saptanmistir

[42].

15



1.5.2.1. Seramidler ve kanserle iliskisi

Seramid; sfingolipid metabolizmasinin anahtar mediatorii olup tiim diger
sfingolipidler i¢in 6nciil molekiildiir. 18 karbon iceren (d18) bir sfingozin uzun-zincir
bazindan (LCB) olusur. Hiicre biiylimesi/farklilasmasi/yaslanmasi, inflamasyon ve hiicre
i¢i sinyal yolaklarinda 6nemli rolii vardir. En 6nemli 6zelligi; timdr hiicreleri de dahil
olmak tizere hemen her hiicrede apoptozu tetikleyebilmesidir. Bu 6zelligi ile hiicresel
strese yanitta ve sagkalimda 6nemli rolii vardir. Seramidler de novo yolla (seramid sentaz)
veya sfingomiyelinazlar araciligi ile; sitokinler, 1s1 soku, biiyiime faktorleri, D vitamini,
TNF-0, CD95 / Fas, kemoterapdtik ajanlar, toksin, radyasyon, UV-isin gibi gesitli stres
uyaranlarina yanit olarak iiretilebilirler. Hiicre i¢inde TNF-a’nin etkilerine aracilik ettigi
bildirilmektedir. Hiicrede seramid diizeyindeki arti; direkt veya indirekt olarak, MAP
kinazlar, seramid aktive edici serin/treonin fosfatazlar, protein kinaz C, fosfolipazlar ve
bazi transkripsiyon faktorlerini de igeren, apoptozisin baslatilmasi ve devaminda rolii

olan birtakim enzim ve sinyal yollarini aktive eder [37, 43].

Dihidroseramid

Diagilgliserol

Sfingomiyelin Seramidaz
SMase
GCase
Case
/; GES
- . CK CPP .

Seramid-1-Fosfat

Sekil 1.2. Sfingolipid metabolizmasu.
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Hiicresel strese yanit olarak seramidlerin sentezi ve/veya birikmesinin kanser
hiicrelerinde ¢esitli mekanizmalarla hiicre Oliimiinii sagladigi bilinmektedir. Bu
mekanizmalar arasinda; apoptoz, nekroptoz, otofaji ve endoplazmik retikulum stresinin
indiiklenmesi 6nemlidir. Bu seramid-aracili hiicre 6liimii yolaklarmin diizenlenmesi,
hiicre ve doku tipine, seramidin hiicresel diizeyde lokalizasyonuna bagli olarak
degiskenlik gostermektedir [42]. Birgok insan tiimdr hiicresi tipinde seramid diizeylerinin
normalden diisiik oldugu gosterilmis ve malignitenin progresyonu ile de diizeyinin
diismeye devam ettigi bildirilmistir. Bununla birlikte; birgok tiimdr baskilayici sinyalin
de seramid iiretimini uyardig1 ve bu sekilde kanser hiicrelerini apoptoza yonlendirdigi
bilinmektedir. Bu nedenle antineoplastik tedaviye yeni yaklagimlar getirmek i¢in yapilan
calismalarda, hiicre i¢i seramid diizeylerini kontrol eden enzim yolaklar1 incelenmekte ve

kullanilmaktadir [11].

1.5.3. Seramidaz inhibitorleri

Seramidazlar; seramidlerin katabolizmasinda yer alan bir grup lizozomal enzimin
ortak adidir. Seramid; seramidazlar yardimi ile sfingozin ve yag asitine donustiiriliir
(Sekil 2). Seramidazlar, baslica 3 grup altinda toplanirlar; asit seramidaz (AC), notral
seramidazlar (ASAH) ve alkalin seramidaz (ACER). Seramidaz genlerinde olusan
mutasyonlar sonucu enzimlerin regiilasyonunun bozulmasi; inflamatuvar hastaliklar,
norodejeneratif hastaliklar ve tiimdrogenez ile iliskili bulunmustur [44]. Seramidazlar

arasinda hastaliklarla ilgisi en ¢ok arastirilan, asit seramidaz’dir.

Asit seramidaz (AC, N-agilsfingozin, ASAH); seramidi sfingozin ve yag asitine
hidrolize eden bir sistein amidazdir. AC; hiicredeki seramid diizeyinin belirlenmesinde
rol alir ve bu lipid yapidaki mediatoriin hiicrenin sagkalimi, biiyiimesi ve 6liimii ilizerine
etkilerini diizenler [11]. AC’in genetik mutasyon sonucu eksik olmasina bagli, eklem
deformasyonlari ve cilt alt1 nodiillerle karakterize olan Farber hastaligi ortaya ¢ikar [44].
Bir¢ok tiimor hiicresinde AC’in yiiksek diizeyde eksprese oldugu ve yine serumdaki
diizeylerinin de arttig1 bildirilmektedir. AC’in artisinin kanserli hiicrelerin ilaglarla
apoptoza gotiiriilerek tedavi edilmesini de zorlastirdigi; bununla birlikle AC aktivitesi
azaltilabilirse tlimoriin tekrar kemoterapi ve radyoterapiye duyarliligmnin arttig

gosterilmistir [45].

17



AC’nin inhibisyonu, seramidlerin hiicresel seviyelerini arttirdigindan ve bdylece
sfingozin ve S1P seviyelerini diisiirdiigiinden, bu biyoaktif lipidlerin anormal diizeyleri
ile iliskilendirilmis belirli kanser tiirleri ve inflamasyon da dahil olmak {izere bir¢ok
hastalikta giincel tedavi stratejilerinde yer almaya baslamistir. Bu gruba ait maddeler,
timorde bir ¢esit kemo-duyarliligi artirici etki olusturarak antineoplastik ilaglarla
sinerjistik etki gosterirler. Bilimsel uygulamalarda ¢ok az sayida AC inhibitdriiniin adi
gecmekle birlikte, ceranib 1 ve 2 gibi kemoterapinin etkisini gli¢lendirmek i¢in tedavi

protokollerine girmis olanlar da mevcuttur [46].

1.5.3.1. ARN14974

Genisletilmis  molekiiler  yapi-aktivite iligkisi  ¢aligmalar1  sonucunda;
benzoksazolon-karboksamid tiirevi maddelerin AC’1n stabil ve sistematik olarak aktif
inhibitorleri oldugu kesfedilmistir. Bunlardan bir tanesi; 6-(4-fluorophenyl)-2-oxo-N-(4-
phenylbutyl)-1,3-benzoxazole-3-carboxamide veya ARN14974°dir [47] (Sekil 3).
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Sekil 1.3. ARN14974 tin molekiiler yapist

18



ARN 14974; AC aktivitesini inhibe ederek, hiicrede sfingozin ve dihidroseramid
seviyelerini distirtir. 0.1-20 mM aras1 konsantrasyonlarda kullanildiginda, SW403
adenokarsinoma hiicrelerinde ve RAW 264.7 fare makrofaj hiicrelerinde seramid
diizeylerini artirdigi gosterilmistir. In vivo olarak da farede; beyin, karaciger, kalp,
akcigerler ve bobrekleri de iceren birgok organda AC aktivitesini diisiirdiigli, seramid

seviyelerini artirdigi gosterilmistir [48].

1.6. Apoptoz

1.6.1. Apoptozun morfolojisi

Yetigkin bir insan organizmasinda bir¢ok farkli tipte, toplamda ortalama 3.72 x
10® hiicre vardir. Bu hiicre tiplerinin her birinin farkli yasam siireleri vardir (6rn;
eritrositler 120 giin, nétrofiller 8-10 saat, hepatositler 150 giin, kortikal noronlar yasam
boyu vs.) Bu kompleks yapida; her giin 10 ile 100 milyar arasi yeni hiicre olusur ve

viicudun homeostazinin saglanmasi i¢in ayni1 sayida hiicre yok olur [49].

Kerr ve arkadaslari; insan organizmasinda iki tip hiicre 6liimii tanimlamislardir;
nekroz ve apoptoz. Nekroz genellikle viicuttaki bir inflamasyon veya infeksiyon
durumunda goriiliir ve beraberinde immiin sistem aktivasyonu olusur. Nekroza ugrayan
hiicre siser, plazma membrani yirtilir ve hiicre igerigi disar1 bosalir. Apoptoziste ise hiicre
kiigiiliir, plazma membrani biitiinliigli bozulmaz ancak burusur, hiicre bilesenleri hemen
disartya salinmaz, ¢ekirdekte bulunan yapisal proteinlerin yikilmasi sonucu; ¢ekirdek
yogunlasir ve pargalanir. Apoptotik hiicre; makrofajlar tarafindan diger hiicrelerden
ayirdedilebilecek apoptotik cisimcige donisiir. Apoptotik cisimeik; makrofajlar
tarafindan hizla fagosite edilerek hiicre igerigini disar1 bosaltmasi onlenir. Bu sayede
inflamatuvar faktorlerin de aktive olmasi Onlenmis olur. Bu nedenle apoptoza ‘temiz

hiicre 6liimii’ ad1 verilir (Tablo 2.1) [50].

19



Tablo 1.1. Apoptoz ve nekrozun karsilagtiriimast

Apoptoz Nekroz
Neden Fizyolojik veya patolojik Patolojik
Hiicre Biiziilme ve hiicre-hiicre Sisme, hiicre yikimi
temasiin kaybi; makrofajlar tarafindan
fagositoz
Hiicre zar Hiicre biitiinliigi bozulmadan Biitiinliigiin bozulmasi,
tomurcuklanma, gec asamalarda | gecirgenlik artist
apoptotik cisimlerin olusumu
Cekirdek Kromatin ~ yogunlagmasi  ve Kromatin yogunlagmasi ve
parg¢alanma pargalanma
Mitokondri Membran degisiklikleri, sisme Fonksiyon kaybi, sisme ve
parcalanma
DNA Endoniikleaz-aracili belirli Genomik DNA’nmn yaygin
uzunluktaki pargalara ayrilma (merdiven | ve rastgele bozulmasi
gOriiniimii)
Proteinler Fosfataz, kaspas ve niikleazlarin Spesifik olmayan bozulma
aktivasyonu
Enerji ATP bagimh ATP bagimsiz
Doku cevabi -Hedef hiicre ile sinirl -Hiicre gruplar1  halinde
-Fizyolojik degisiklikler | etkilenir
tarafindan baglatilir (kalsiyum, serbest -Eksternal ~ ve internal
radikaller, hormonlar vs.) patolojik  etkenler  tarafindan
- Inflamasyon yok baglatilir

- Inflamasyon var

Oliim sonrasi

temizlik

Fagositoz

Fagositoz olmadan hiicre

yikimi
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Apoptozis; cogunlukla fizyolojik sartlar altinda gergeklestigi icin ona
‘programlanmis hiicre 6limi’ adi verilir. Embriyogenez sirasinda viicut sekillenirken,
bircok hiicre fazla ve gereksizdir. Bu hiicreler gelisimsel siirecin bir pargast olan
programlanma ile &liime giderler. Olen hiicreler ise makrofajlar tarafindan hizla tanmir
ve yok edilir. Bu siire¢, embriyoda parmak aralarinin olusumu, seksiiel farklilasma, sinir
aginin olusumu ve immiin sistemin gelisimi gibi birgok durumda goriiliir [S1]. Bununla
birlikte organizmada apoptoz hayat boyu devam eder. Yaslanan veya onarilamayacak
diizeyde DNA hasar1 olusan hiicreler, yine viriisle enfekte olmus hiicreler de bu yolla yok

edilir ve yenilenirler. Sekil 2.4’de gosterilmistir.

APOPTOTIK SUREC

- >l >l :>’

Indiikleyici Modiilator Efektor Substrat Oliim
ajan
s i : Q
. Bilytime faktérii . FADD . Kaspazlar . Birgok hiicre proteini
eksikligi . TRADD . DNA

.Adezyonun kayb1 . FLIP
. Oliim reseptdrleri- . Bel-2 ailesi

nin uyarilmasi . Sitokrom ¢ Komsu hiicreler veya

. Radyadyon . p533 makrofajlar tarafindan

. Kemoterapi . Mdm2 fagosite edilen apoptotik
.Seramid cisimeikler 7

Sekil 1.4. Apoptotik siireg
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Memelilerin sisteminde ‘intrensek’ ve ‘ekstrensek’ olmak iizere iki tip apoptoz yolu
tanimlanmustir. intrensek yol; hiicre i¢i uyarilar sonucu mitokondrinin aktive edilmesi ile
baslatilirken, ekstrensek yol; hiicredeki O6liim reseptorlerinin hiicre disi uyaranlar
tarafindan aktiflenmesiyle baslatilir. Hiicreye gelen hem intrensek hem ekstrensek
sinyaller, kaspaslar ad1 verilen, kaskad seklinde etkilesen 6zel sistein proteaz sistemini
aktifler. Kaspas sisteminin aktivasyonu, sonug¢ olarak hiicreyi makrofajlara sunarak

fagosite edilmesini saglar [49].

1.6.2. Apoptoz ve kanser iliskisi

Apoptozun hiicrelerde uygun sekilde gerceklesememesi, canlilarda olusan birgok
hastalikla baglantilidir. Asir1 derecede olusan apoptoz dejeneratif hastaliklara zemin
hazirlarken, yetersiz diizeyde olusan apoptoz ise neoplastik hastaliklarin olusumunda rol
alabilmektedir. Normal yasam siirelerinin sonunda veya normal dis1 bir DNA hasarinda
apoptoza gotiiriilemeyen hiicreler, kanser hiicresine donlisme potansiyeline sahiptirler.
Kanser hiicrelerinin, hiicrenin imha mekanizmalarin1 devre dis1 birakarak apoptozdan
kagindiklart ve bdylece normal disi sekilde hayatta kalmayr siirdiirdiikleri
bildirilmektedir. Kanser hiicreleri apoptozdan kaginmay1, cogunlukla antiapoptotik BCL-
2/BAX protein ailesi iiyelerinin asir1 ekspresyonu ve/veya proapoptotik BCL-2/BAX
protein ailesi iiyelerinin inhibe edilmesi yolu ile yaparlar. Yine timdral doniisiim gosteren
hiicrelerde; hiicre ylizeyinde bulunan ve apoptozda rolii oldugu diisiiniilen TNF reseptor
ailesine ait APO-1 (fas) reseptoriiniin islevselligini kaybettigi gosterilmistir [53]. Bunun
yanisira; p53 gibi tiimor baskilayici genlerin mutasyonu veya inaktivasyonu da benzer
sonuglar dogurmaktadir. P53 gen mutasyonuna 6zellikle akciger kanseri tiirlerinde sik
rastlanmaktadir, yine BCL-2 gen mutasyonu da oOzellikle kiiglik hiicreli akciger
kanserinde %90’lara varan oranda goriilmektedir (Tablo 2.2) [54]. ilave olarak; kanser
hiicreleri, apoptoza direng saglayan birtakim metabolik degisimlere de ugrarlar. Glikolitik

yoldaki ve lipid metabolizmasindaki degisimler buna 6rnektir [55].
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Tablo 1.2. Apoptozis ile baglantili genler

Apoptozisi Baskilayanlar Apoptozisi indiikleyenler
* Bel-2 grubundan; BHRL-1, bel-xl, * Bcl-2 grubundan; Bad, Bax, Bak, Bcl-xS,
bcl-w, bfl-1, brag-1, mcl-1, Al bad, bik, Hrk1
* c-abl geni Apoptozis ile baglantili genler ¢ c-myc
* ras onkogeni * p53, p21
*p35 » fas (CD95/APO1)
* A20 FADD/MORT, RIP, FAST
« interlokin doniistiiriicii enzim
benzeri proteinler (ICE)
* LOH (MTS1/CDK41)

1.6.3. Sfingolipidlerin apoptoz ve kanser olusumu iliskisi

Tiimorogenezde etkili olan hiicresel degisimlerin {izerinde lipidlerin de etkisi
olduguna dair kanitlar son yillarda artmaktadir. Hiicresel sfingolipid metabolizmasinin
apoptozis, hiicre siklusu ve proliferasyonu ve yaslanma siireglerindeki roliine yogunlasan
caligmalar, bu metabolizmada enzimsel diizeydeki degisimlerin apoptozisin
baskilanmasi, kanser olusum siireci ve kemoterapotik ajanlara direng ile iliskili

olabilecegine dair kanitlar sunmaktadir [55,57].

Sfingolipid yolaginin ana metaboliti olan seramid; pro-apoptotik 6zelligi en iyi
bilinen lipid formudur. Uzun yillar 6nce Obeid ve arkadaslari tarafindan endojen
seramidin ve sentetik analogunun l6semi hiicrelerinde apoptoza neden oldugu
gosterilmigtir [57]. Daha sonra yapilan galismalarla da seramidin hiicrede BCL-2 protein
ekspresyonunu, protein kinaz sinyal yollarimi etkilemesi gibi apoptoz iizerine etki
mekanizmalar1 agikliga kavusmustur [55]. Bir¢cok apoptotik sinyal (6rn; TNF, FAS
ligand, Growth faktdr yoksunlugu, DNA hasarlanmas: {riinleri vs.) hiicrede seramid
tretimini artirir [58]. Bu veriler 1s1g¢inda, seramidin apoptozuz hem intrensek hem

ekstrensek yolunu diizenledigi diigiiniilmektedir.

Kanserlesme siirecindeki hiicrelerin apoptotik siirecten kagcma
mekanizmalarindan birisi de seramidin metabolize edilmesidir. Glukozilseramid sentaz

(GCS) enzimi; seramidi glukozilseramid’e doniistiiriir, seramid kinaz (CK) enzimi ise
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seramid-1-fosfat’a doniistirir (Sekil 2.2). Boylece seramidin neden oldugu apoptoz
Boylece seramidin neden oldugu apoptoz engellenmis olur. Seramidin GCS veya CK
enzimleri ile metabolize edilmesinin 6nlenmesi; timorogenezi baskilayacagi gibi, kanser

hiicrelerinin standart kanser terapilerine duyarliligini da artirmaktadir [59].

1.6.4. Apoptoz tayin metodlar:

Isik Mikroskobisi: Kullanilan en eski morfolojik goriintiilleme yontemlerinden
biridir. Hazirlanan doku Kkesitleri, hematoksilen-eozin ve/veya giemsa boyalari ile
boyanarak hiicre kiigiilmesi, kromatin yogunlagmasi ve niikleustaki degisimler ortaya

konabilir.

Floresan Mikroskopu/Lazerli Konfokal Mikroskop: DNA’ya baglanabilen
floresan boyalarla boyanan doku kesitlerinde niikleus daha kolay incelenebilir. Bu

sekilde hiicrede kromatin yogunlagsmasi ve niikleus fragmantasyonu arastirilir.

Elektron Mikroskopisi: Elektron mikroskobu, biyolojik veya biyolojik olmayan
orneklerin goriintiilerini yiiksek ¢6ziiniirliikli olarak incelenmesini saglar. Arastirmalar
da dokularin, hiicrelerin, organellerin ve makromolekiiler komplekslerin detayli yapisini
aragtirmak i¢in kullanilir. Hiicrede plazma membraninda kabarciklanma, kromatin
yogunlagmasi gibi morfolojik degisimlerin goriilmesini saglar. Ancak bazi erken evre
morfolojik degisiklikler gozlenemeyebilir, ayrica hiicrelerin elektron mikroskobik
incelemeye hazirlanmasi uzun zaman alan ve tecriibe isteyen bir siirectir. Analiz sonrasi

incelenen hiicreler hayatta kalamayacagi i¢in, analizde son adim olarak kullanilmalidir.

Gegirimli elektron mikroskopisi (TEM= Transmission Electron Microscopy);
maddenin morfolojik 6zellikleri ile kristalografik yapisinin ayni anda belirlenmesini
saglayan 6zel bir yontemdir. Cok ince kesitler halinde hazirlanan bir numuneden gegirilen
hizlandirilmis, yiiksek enerjili elektronlar yolu ile goriintii elde edilmesi prensibine

dayanir. Elde edilen li¢ boyutlu goriintiilerin yorumlanmasi uzmanlik gerektirmektedir.

Proteomik ve Genomik Metodlar: DNA igerigine veya kromatin bilesimine
odaklanan yontemler, apoptotik mekanizmalarin DNA'y1 homojen bir sekilde bozmasina
dayanir. Bunlar iginde en sik kullanilan DNA jel elektroforezidir, apoptotik hiicrede

azalan DNA icerigini belirler. Sitokrom-C veya kaspas diizeyini dlgen protein-bazli
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6l¢tim yontemleri de mevcuttur. Elektron mikroskopisi gibi invaziv olan bu yontemlerde

de islem sonrasi hiicreler hayatta kalamaz.

Spektroskopik teknikler: Apoptoz tayini igin kullanilan spektroskopik
tekniklerin ¢ogu floresans yontemine dayanir. Apoptozis markirlari i¢in floresant
incelemeleri flow-sitometri, mikroskopi, mikroarray gibi ¢esitli formatlarda okunabilir.
Spektroskopik teknikler, immunokimyasal siniflandirmalar1 yapmak i¢in kullanilabilir.
Apoptozis caligmak i¢in; annexin V boyamasi, Tunnel analizi, mitokondri membran

potansiyeli 6l¢iimii gibi birgok spektroskopik teknik mevcuttur.

Flow Sitometri: Apoptoz tespiti veya dogrulamasinda diger birgok teknikle
birlikte kullanilan ortak yontemdir. Floresan madde ile isaretlenmis bir antikor
kullanilarak, apoptozise 0zel ortaya ¢ikan herhangi bir isaretleyici ortaya ¢ikarilabilir.
Teknik olarak spektroskopik bir teknik olsa da yiiksek sayida hiicre sayimi, bazi
durumlarda hiicrelerin siniflandirilabilmesi, hiicre analizine ¢ok uygun bir yontemdir.
Bununla birlikte, belirli bir hiicre grubu i¢in sadece tek bir noktay1 dlgebilir. Apoptoz

uygulamalarinda, hiicre canliligini 6l¢erek apoptotik hiicrelerin orani hakkinda bilgi verir.

Kaspaz Aktivitesi Tayini: Kaspaslar apoptoz tarafindan aktive edilen, kaskad
halinde etki eden bir grup proteindir. Protein yapilari rastgele bozmaktan ziyade segici
olarak pargalayan bu triinler, apoptoz i¢in biyoisaretleyiler olarak kullanilir. Western

blotting gibi yontemlerle saptanabilirler.

Mikroakiskan Uygulamalari: Coklu hiicre gruplarinda az sayida hedef hiicrenin
yakalanmasinda kullanilan bu tiir cihazlarin ¢ogunda mikroakiskan, ¢ip-iistii akis

sitometrisi ile uygulanir.

Elektrokimyasal Metodlar: Ultra mikro elektrodlar kullanarak hiicre igi
elektriksel aktivitenin kaydin1 alabilen cihazlarla yapilir. Bazi peptidlerin yarilmasi hiicre
i¢i elektriksel sinyallerin azalmasina neden olur, bu durumun tespiti, apoptozis tayinine
yardimci olur. Elektrokimyasal yontemlerin en biiylik avantaji hassasiyeti, ucuz olmasi

ve kullanim kolayligidir [60].
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1.7. In Vitro Sitotoksisite Testi

In vitro sitotoksisite testleri; bir maddenin hiicresel diizeyde toksisite derecesini
ortaya koyabilmek amaciyla hiicre kiiltiirleri izerinde yapilan testlerdir. Genellikle kanser
arastirmalarinda, ilag taramasi ve gelistirilmesi calismalarinda, hayvan deneylerine
alternatif olarak veya bunlarin dncesinde kullanilirlar. Ucuz olmasi ve ¢ok sayida 6rnegin
kisa zamanda test edilebilmesinden dolayi, hayvan deneylerine gore daha
avantajhdirlarAyrica toksisitesi kesinlesen maddeler hayvan deneylerinde kullanilmadan
elenebilirler. Dezavantajlari ise; her deneyde sadece bir tiir hiicre kullanilabilmesi ve in

vitro hiicre ortaminin canli organizmadakinden farkliliklar gosterebilmesidir [61].

Tetrazolyum Testleri (MTT, MTS, XTT, WST): Tetrazolyum tuzlari; disaridan
elektron alarak indirgendiklerinde renkleri degisime ugrayan bir grup tuzdur. Bu tuzlar
indirgeyebilme yetenegine yalnizca aktif mitokondrisi olan canli hiicreler sahiptir. In
vitro deneysel c¢alismalarda, etkisi arastirilan toksik maddeye maruz birakilan hiicre
kiiltiirlerine daha sonra tetrazolyum tuzlarindan biri eklenerek, spektrofotometrik olarak
ortaya konulacak renk degisimine gore hiicrenin canliligina karar verilir. Hassasiyeti ¢ok

yiiksek olmayan kolorimetrik bir yontemdir [62].

LDH Enzim Salimim Testi: Tiim hiicrelerin stoplazmasinda bulunan LDH (laktat
dehidrogenaz) enzimi, hiicre 6liimii ve biitiinliigiiniin bozulmasi ile hiicre digina ¢ikar ve
kiiltiir medyumuna salinir. Toksik maddeye maruziyet sonrasi hiicre disina sizan LDH
diizeyi ol¢iiliir. LDH yar1 onrii kisa bir enzim oldugu i¢in, bu test uzun siireli toksisite

caligmalarina uygun degildir.

Siilforadamine B Testi: Siilforadamine B testi (SRB), hiicre bazli ¢alismalarda
sitotoksisiteyi arasgtirmak amaciyla kullanilan yiiksek maliyetli taramalar i¢in tercih
edilen bir yontemdir. Hiicresel protein iceriginin 6l¢iimiine dayanarak hiicre yogunlunun
saptanabilmesi amaciyla kullanilir. Hiicrelerin 96 kuyucuklu plakalara ekimi yapilir.
Belirlenen inkiibasyon siiresinin ardindan, hiicreler %10 (agirlik / hacim) trikloroasetik
asit ile sabitlenir. 30 dakika boyunca hiicreler SRB boyasi ile boyanir. Siire bitiminde
fazla boya, birkag tekrar ile %1 (hacim / hacim) asetik asit ile yikanarak ¢ikarilir. Proteine
bagli boya, 10 mM Tris baz soliisyonunda ¢ozilindiiriiliir bir mikroplaka okuyucu

kullanilarak 510 nm’de ol¢iliir.
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ATP Biyoliiminesans Testi: Niikleotid adenozin trifosfat (ATP), biyolojik
sistemlerde enerji degisiminde 6nemli bir rol oynar. Tim metabolik olarak aktif
hiicrelerde bulunan ATP, hiicrelerin canli kalmasi ve uzmanliklarini gergeklestirmesi igin
gereklidir. ATP'nin 6l¢timii bu nedenle canli siireglerin incelenmesi i¢in temeldir. Dogal
olarak luminesans 6zelligi olan ve hiicre i¢i baz1 molekiillere baglanan veya hiicre igine
girdiginde aktiflenerek luminesans Ozellik gosteren maddeler kullanilarak hiicrenin
canliligt hakkinda bir kaniya wvarilabilir. Bu deneyler sirasinda hiicreler yikima
ugramadigindan, diger testlerle birlikte uygulanabilme avantajina sahiptir. Dezavantaji

ise diger testlere gore daha pahali olmasidir [61].
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2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan hiicre serileri

Calismada kullanilan A549 insan kiiglik hiicreli dis1 akciger kanser ve Beas-2B
saglikll insan akciger hiicre hattt American Type Culture Collection’dan (ATCC) temin
edilmistir.  Hiicreler ATCC protokoliine gore ¢ogaltilip -196 °C’de sivi azotta

stoklanmustir.

2.1.2. Kullamlan kimyasallar ve sarf malzemeler

ARN14974 (Cayman), Dimetil siilfoksit (DMSO), MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-
2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromid), Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI),
Fetal Bovine Serum (FBS), Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10000 U/mL penisilin,
10mg/mL  streptomisin),  Tripsin-Etilendiaminotetraasetik asit  (Tripsin/EDTA),
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) (Sigma); Osmium tetraoksit, Glutaraldehit,
Araldit, Propilen oksit, Uranil asetat, Kursun sitrat (Electron Microscopy Science);
Annexin V apoptosis detection kit (BD, Pharmingen, USA); firmalarindan temin
edilmistir. 25 ve 75 ecm2’lik flask (TPP, Isvigre); 96 ve 6 kuyucuklu plakalar (TPP,
Isvigre); cam pipetler (1, 2, 5 ve 10 mL hacimlerinde), pastor pipetler, enjektorler (10, 20
ve 50 mL hacimlerinde), steril falkon tiipler (15 ve 50 mL) (TPP, Isvicre); steril tek
kullanimlik filtreler (0,2 mikron ¢apinda), kryotiip, yuvarlak lamel (Biolab) ve bakir grid
(EMS) firmalarindan temin edilmistir. Agar(500g), Trikloroasetik asit (TCA), 10 mM

tamponsuz Tris baz Sigma-Aldrich firmasindan temin edilmistir.

2.2. Metod

2.2.1. A549 ve Beas-2B hiicrelerinin cogaltilmasi

Akciger kanser hiicreleri A549 ve saglikli akciger hiicre hatt1 Beas-2B hiicreleri tiip
icerisinde stok halinde bulunduklar1 siv1 azot tankindan ¢ikarilip, eriyen tiip icerigi %10
serum (Fetal Bovine Serum/FBS) igeren RPMI besi yerinin igerisine eklenerek, 1200
rpm’da 10 dk boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij islemininin ardindan olusan
stipernatant kisim dokiiliip pellet iizerine taze besi yeri eklenerek siispanse edilen hiicreler

kiiltiir flasklarina almarak 37 °C’de %5 CO?2 igeren ve uygun nem sartlarin1 saglayan
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inkiibatdrde inkiibe edilmistir. Inkiibe siiresi boyunca kiiltiir flasklar1 Inverted mikroskop
(Nikon Eclipse TS100, ABD) ile kontrol edilip hiicre ¢ogalmalari takip edilmistir. 2
glinliik inkiibasyon siiresi sonunda yiizeyinin tamami hiicrelerle kaplanan flaskin
igerisindeki besiyeri pipet yardimiyla atilip, PBS ile yikama islemi yapilmistir. Flask
icersine 1X tripsin/EDTA soliisyonu eklenerek inkiibatérde 5 dk boyunca hiicrelerin flask
tabanindan kalkmasi beklenmigstir. Tabandan kalkan hiicrelerin iizerine taze besi yeri

eklenerek yeni flasklara boliinmiistiir. Hiicreler 6. Pasajdan sonra deneyde kullanilmistir.

2.2.2. ARN14974’iin hazirlanmasi

Calismada ila¢ olarak kullanilan ARN14974 maddesinden ana stok olarak
DMSO’da 100 mM hazirlanmigtir. Ana stok {izerinden 400 pM’lik ara stok
hazirlanmistir. Ara stoktan plakaya en yiiksek doz 100 uM olacak sekilde ilave edilmistir.

2.2.3. MTT kolorimetrik sitotoksisite testi

96 kuyulu plaka i¢ine tiim kuyulara esit miktarda besi yeri konulup iizerine

ARN14974=BOC maddesinden en yiiksek doz 100 uM olacak sekilde (100-50-25-
12.5-6.25 uM konsantrasyon araliginda) seri dillisyon yapilmistir. Her kuyuya 5000 hiicre
ekilip 24, 48, 72 saatlik periyotlarda 37 °C’de %5 CO, igeren inkiibatorde inkiibe
edilmistir. Inkiibe siiresi bitiminde plakadaki her kuyuya 20 pL MTT (5mg/mL) boyasi
eklenip 4 saat boyunca tekrar inkiibe edilmistir. Bu siirenin bitiminde canli hiicrelerin
olusturdugu kristallenmeyi ¢6zmek amaciyla her kuyuya 100 uL SDS eklenerek 24 saat
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda plaka optik yogunlugu
(absorbans) spektrofotometrede 570 nanometre dalga boyunda okutulmustur.
ARN14974=BOC ile muamele edilmeyen hiicre grubu kontrol grubu olarak kabul
edilmistir. Her doz i¢in ayr1 ayr1 canlilik degerleri kontrol grubuna goére hesaplanip
uygulanan maddenin A549  hiicreleri ve Beas-2B  hiicreleri iizerindeki ICsp
konsantrasyonu zamana bagli olarak bu canlilik degerleri kullanilarak GraphPad Prism

6.0 programui ile hesaplanmistir.
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2.2.4. Sulforhodamine B metodu

96 kuyulu plakanin her bir kuyucuguna kuyu basina 5000 hiicre olacak sekilde
hiicre ekimi yapilip 100 pL besi yeri eklenmistir. Hiicrelerin adaptasyonu i¢in 24 saat
boyunca plaka inkiibasyona birakilmistir. Siire bitiminde her kuyucuga belirlenen doz
araliginda ARN14974 maddesi eklenip 24,48,72 saat periyotlarinda plaka inkiibatore
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda her kuyudaki hiicreler 50 uL %10’luk Trikloroasetik
asit (TCA) ile fikse edilmistir. Bu islemden sonra plaka 5 defa distile su ile yikanmistir.
Hiicre popiilasyonunu o6lcebilmek i¢in hiicreler %1°lik asetik asit i¢inde SRB ile
boyanmistir. Hiicrelere baglanan boya muamele siiresi bitiminde 10 mM Tris bazi
sollisyonunda ¢ozdiiriilmiistiir. Plakanin optik yogunlugu 530 nm’de ELISA “microplate”

okuyucusunda (HTX Biotek, USA) 6l¢iilmiistiir.

2.2.5. ATP canhlik testi

A549 ve Beas-2B hiicreleri 5x10°% kuyu bagina olmak iizere 96 kuyucuklu hiicre
kiltir kablarina ekilmistir. Belirlenen doz araliginda (100-50-25-12.5-6.25 upM)
ARN14974 24 saat siiresince bu hiicrelere uygulanmistir. Deney grubu ve kontrol grubu
hiicrelerdeki ATP miktari lusiferin-lusiferaz bioluminesans reaksiyonu yardimiyla 6lgme
zamani 1 saniye olacak sekilde luminometrede (Bio-Tek, USA) 6l¢iilmiistiir. Deney ve
kontrol hiicrelerinden elde edilen rolatif 151k tinitesi degerlerine gore Orneklerin

canlilifiytizde degerler olarak asagida yer alan formiil ile hesaplanmigtir.

Canlilik (%) =[100 x (Ornek RLU) / (Kontrol RLU)]

2.2.6. Konfakal mikroskobi yontemi

2.2.6.1. Hiicrelerdeki morfolojik degisikliklerin konfokal mikroskobi yontemi ile tayini

A549 ve Beas-2B  hiicrelerinin, hiicre i¢i yapilarindaki degisiklikleri
inceleyebilmek i¢in 6 kuyulu plakalara, steril lameller iizerine her kuyuda 3x10° hiicre
olacak sekilde ekim yapilarak deney kuyulart ARN14974 maddesinin 1Cso
konsantrasyonlar: ile 24 saat siiresince inkiibe edilmistir. Kontrol kuyulari higbir madde
uygulanmadan inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyulardaki besi yeri
uzaklastirilip hiicreler PBS ile yikanmistir. Ardindan gluteraldehit kullanilarak hiicreler

15dk. fikse edilmistir. Bu iglemleri takiben hiicrelerin ¢ekirdek morfolojilerini
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goriintiileyebilmek i¢in akridin oranj, hiicre iskeletlerini goriiniir kilabilmek i¢in de
falloidin ile ikili boyama uygulamasi gergeklestirilmistir. Sonuglar konfokal mikroskop
(Leica TCS-SP5 Il, Germany) kullanilarak goriintiilenmistir.

2.2.7. Geg¢irimli elektron mikroskobi yontemi

2.2.7.1. Gecirimli elektron mikroskobunda A549 ve Beas-2B hiicrelerinin takibi

A549 ve Beas-2B hiicrelerinin ince yapisal degisikliklerini incelemek i¢in gegirimli
elektron mikroskobu (TEM) kullanilmistir. 1x10%/mL yogunlugundaki A549 ve Beas-2B
hiicreleri ile deney ve kontrol gruplar1 olusturulmustur. Her grup icin tiger tekrarli olacak
sekilde toplamda 12 steril flask kullanilmistir. Deney gruplari, ARN14974’iin ICso
konsantrasyonu ile 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Kontrol gruplar ilgili
madde ile muamale edilmeden 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
stiresi sonunda flask igindeki hiicreler gece boyu +4 °C’de glutaraldehit ile fikse
edilmistir. Fikse edilen hiicreler tampon ile yikandiktan sonra osmium tetraoksit (OSO4)
ile ikincil fiksasyon islemine tabi tutulmustur. Bu islemlerin ardindan hiicrelere ¢esitli etil
alkol oranlarinda (%50, %70, %90, %96 ve absolii etil alkol) dehidrate islemi
uygulanmistir. Hiicrelerin seffaflastirilma islemi igin propilen oksit kullanilmistir.
Seffaflastirma sonrasinda hiicreler resin ile bloklanarak 48 saat, 60°C’de etiiv igerisinde
polimerazyonu saglanmistir. Bakir gridler {izerine bloklardan 80-100 nm’lik kesitler
alinarak sitrat ve uranil asetatda boyama islemi yapilmistir. Gegirimli elektron

mikroskobu (Biotwin FEI, Germany) ile kesitler goriintiilenmistir.

2.2.8. Akis sitometri yontemi

2.2.8.1. Akas sitometrisinde anneksin V-FITC ve PI boyama yontemi

Saglikli hiicrelerde hiicre membraninin i¢ yiizeyinde fosfotidilserin (PS)
bulunmaktadir. Hiicre apoptoza giderken PS molekiilleri membranin i¢ yiizeyinden dis
ylzeyine dogru gecer. Bu yer degisim hiicrenin erken apoptoza gittigi durumlarda
goriiliir. Anneksin V proteinin PS’ye baglanabilme 6zelliginden dolayr floresan bir

madde ile isaretlenerek apoptoza giden hiicre goriiniir hale getirilebilinir.

Anneksin V ve PI boyama yontemi icin ilk olarak 6 kuyulu plakaya her bir kuyu

icin 5x10° hiicre ekimi yapilmistir. Ekimi yapilan hiicreler 24 saat boyunca inkiibasyona
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birakilmistir.  Ilgili siirenin  sonunda deney kuyularna ARN14974’iin  ICso
konsantrasyonlar1 ile muamele yapilmistir. Tekrardan plaka 24 saat boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Ardindan plaka igersindeki hiicreler 2 kez PBS ile yikanarak
santrifiijlenmistir. Santrifiijlenen hiicrelerin 1 mL igersindeki sayis1 hesaplanmistir. Her
bir akis sitometri tiipiine 100 uL hiicre siispansiyonu eklenmistir. Uzerlerine 100 uL Muse
™ Annexin V soliisyonu eklenmistir. Tiipleri orta hizda 3 ila 5 saniye boyunca
vorteksleyerek tiip igeriklerinin iyice karigmasi saglanmistir. Karanlikta ve oda
sicakliginda 20 dakika boyunca 6rneklerin inkiibasyonu yapilmistir. Sonuglar (Muse™

Cell Analyzer Merck, Millipore, Hayward, California, USA) cihazinda analiz edilmistir.

2.2.8.2. Akas sitometride kaspaz 3/7 analizi

Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara ilgili ICsp degerlerine gore 24 saat kiiltiire
edilmistir. Inkiibasyondan sonra hiicreler PBS ile yikanarak santrifiijlenmistir. 50 pL’lik
hiicre siispansiyonunun iizerine Muse ™ Kaspaz-3/7 Reaktif ¢aligma soliisyonundan 5
pL her tiipe eklenmistir. Tiipler 3 ile 5 saniye boyunca vortekslenmistir. Tiipler %5 CO2
igeren 37 ° C inkiibatorde 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Sonraki asamada tiiplere
Muse ™ 7-AAD soliisyonundan 150 pL eklenmistir. Tekrar vorteks isleminden sonra
tiipler oda sicakliginda ve karanlik ortamda 5 dk bekletilmistir. Sonuglar (Muse™ Cell

Analyzer Merck, Millipore, Hayward, California, USA) cihazinda goriintiillenmistir.

2.2.8.3. Akas sitometride hiicre dongiisii analizi

A549 ve Beas-2B hiicrelerinin DNA analizini yapabilmek icin hiicreler 24 saat
boyunca ARN14974 maddesinin I1Csp konsantrasyonlarina maruz birakilmigtir. Hiicreler
toplanip ayrn tiiplerde santrifiijlenmistir. Olusan silipernatant kisim uzaklastirilmis ve
tripsinli tampon soliisyonundan her tiipe ayr1 ayri 250 uL ilave ederek tiipler 3 saniye
vortekslenmigtir. 200 pLRNAaz enzimi kullanarak RNA wuzaklastirma islemi
gerceklestirilmistir. Tiiplere 200 uL Propidyum iyodiir (PI) boyasi ilave edilmistir. Tiipler
buzdolabinda ve 1s1ks1z ortamda 10 dakika inkiibasyona birakilmistir. 50 um lik filtreden
gecirilen hiicre orneklerinin akis sitometri cihazinda (Muse™ Cell Analyzer Merck,

Millipore, Hayward, California, USA) analizi ger¢eklestirilmistir.
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2.2.8.4. Akas sitometride mitokondriyal zar potansiyelindeki degisikliklerin incelenmesi

Mitokondri hiicresel enerji dengesini koruyan Onemli hiicresel organellerdir.
Serbest radikallerin iiretimi ve apoptoz gibi hiicre Oliimili siireclerinin anahtar
diizenleyicilerini igerir. Mitokondriyal membran potansiyel degisiklikleri apoptoz,
nekrotik hiicre 6limi ve kaspaz bagimsiz hiicre dliimiinde gorev almaktadir. Yiiksek
membran potansiyeli, saglam mitokondrinin i¢ membraninda mitopotansiyel boya
birikimine yol agar ve bu da yiiksek fliioresansa neden olur. Mitopotential kit sayesinde,
mitokondriyal islevi olmayan 6lii hiicreler kirmizi floresana neden olurken yasayan

hiicreler sari-turuncu floresana neden olur. Bunlari tespit etmek i¢in de 7-AAD kullanilir.

Protokole uygun olarak, hiicreler ARN14974 maddesinin hiicrelerin %50 sini
6ldiiren doz ile 24 saat boyunca muamele edilmistir. Muamele siiresinden sonra hiicreler
tripsin ile kaldirilarak santrifiij edilmistir. Siipernatant kisim uzaklastirilip besiyeri
eklenmistir. 100 puL hiicre 6rneklerinin tizerine 95 pL. MitoPotential ¢alisma soliisyonu
eklenmistir. Ornekler 30 dakika boyunca inkiibatore birakilmistir. Bu siirenin sonunda
ornekler tizerine 5 pL Muse MitoPotential 7-AAD reaktifi eklenerek 5 dakika oda
sicakliginda inkiibasyona birakilmigtir. Sonuglar, hiicre analiz cihazi (Muse™)

kullanilarak analiz edilmistir.

2.2.9. Yara iyilesme deneyi

Yara iyilesme deneyi arastirmacinin, hiicre gociinii ve hiicre-hiicre etkilesimlerini
inceleyebilmesine olanak saglar. Deneyde bir bosluk (yara) yaratilir ve bu boslugun
hiicrelerin go¢ edebilme 6zelligine bagli olarak hiicrelerin boslugun merkezine dogru gog
ederek yaranin iyilesmesi izlenir. Genel anlamda yara iyilesme deneyi bir hiicre
popiilasyonunun koordineli hareketini incelemek icin kullanilir. Yani hiicreler bosluga
goc edecek ve aym zamanda ¢ogalacaktir. Istenen sonug ise kanserli hiicrelerde bu

proliferasyonu baskilamaktir.

Flaska ekilen hiicreler %80 yogunluga ulasinca tripsin ile kaldirilir. Hiicre sayim
isleminin ardindan 6 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna 5x10° hiicre ekilir. Uzeri
hesaplanan miktarda besi yeri ile tamamlanir. Bir giin boyunca inkiibasyona birakilip siire
bitiminde tiim besi yeri ¢ekilip atilir. 6 kuyunun tiimii steril pipet ucu ile diiz bir hat olacak
sekilde her bir kuyucugun tam ortasindan kazinir. Hasarli veya 6lii hiicre kalintilarini
temizlemek i¢in kuyular 1X PBS ile yikanmistir. Deney kuyulart ARN14974’iin 1C50

degerleriyle muamele edilir. Deney bitiminde plaka inverted mikroskobuna konulup
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fotograflari gekilir. Bu sifirmc saat olarak kayitlara gegirilir. Ilk 12 saat, bir saat arayla

goriintli alinir. Daha sonra deneyin 24-48-72 saatlerinde de goriintii alinip analiz edilir.

2.2.10. Yumusak agar koloni olusum deneyi

Saglikli hiicreler, ankraj bagimli (hiicrelerin yalnizca cam veya plastik gibi bir
ylizeye baglandiginda yasamini siirdiirebilme 06zelligi) hiicrelerdir. Ankraj bagiml
hiicreler ancak kati1 bir ylizeye bagimli olarak biiyiiylip boliinebilirler. Bu hiicreler
biiyliyebilmek ve boliinebilmek i¢in hiicre dis1 matris temasina bagli olmalidirlar. Normal
hiicrelerin anoikis (ankraj bagimli hiicrelerde c¢evredeki hiicre disi matristen
ayrildiklarinda meydana gelen programlanmis hiicre 6liimii sekli) terimi ile ifade edilen
belirli bir apoptotik 6liim sayesinde ankraj bagimsiz bitylimeleri 6nleniyor. Bunun aksine
kotii huylu/transforme edilmis hiicreler bir yiizeye baglanmadan ¢ogalabilme yetenegine
sahiptir. Kotii huylu hiicrelerde ankraj bagimsiz (kati ylizeyden bagimsiz biiyiime)
hiicreler olarak isimlendirilir ve karsinojenezin ayirt edici 6zelligidir. Yumusak agar
koloni olusumu deneyi, hiicre farklilagmasi, transformasyonu ve tiimdrijenezin yani sira
anti-ttimor tedavisinin etkinlik degerlendirmesine yonelik aragtirmalar igin genis gapta

kullanilmaktadir.

6 kuyulu petri kabina ilk olarak kuyularin alt katmanlarin1 kaplamak i¢in 1:1 oraninda
%1°lik agaroz hazirlanip kuyulara ilave edilip donmas1 beklenmistir. Her kuyucukta
5x10° hiicre olacak sekilde yine 1:1 oraninda karistirilmis %10 PBS iceren RPMI ve
%0,6’11ik agaroz karigimi alt tabaka olan donmus agarin {izerine eklenmistir. Kuyularda

hava kabarciklarinin olugsmamasi igin dikkatli ¢alisilmalidir.

Deney kuyularina hesaplanan miktarlarda ilag uygulamasi yapilmistir. Bu deney 20 giin
slire ile devam ettirilmistir ve haftada 2 defa {ist besi yeri taze besi yeri ile degistirilmistir.
20 giin sonunda kuyucuklar %0,005°lik kristal viole ile muamele edilmis ve 20 dk

bekletilmistir. Boyama sonrasinda olusan koloniler mikroskop yardimi ile incelenmistir.

2.2.11. Istatiksel analiz
GraphPad 9.0 programi kullanilarak sitotoksisite test sonuglar1 tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ile test edilmistir. Tiim testler p<0,05 anlamlilik diizeyinde analiz

edilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. MTT Kolorimetrik Sitotoksisite Testi

3.1.1. ARN14974 ‘iin A549 ve Beas-2B hiicreleri iizerindeki sitotoksisite bulgulari

ARN14974"0in ¢esitli konsantrasyonlar1 (100-50-25-12,5-6.25 uM) insan akciger kanser
hiicre hattt A549 ve insan saglikli akciger hiicre hatt1 Beas-2B hiicreleri lizerinde 24 saat
MTT yontemi ile muamele edilerek, bu hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkisi
belirlenmistir. ARN14974’tin A549 hiicre hatt1 lizerindeki canlilik yiizdeleri kontrol
grubu ile kiyaslandiginda ARN14974 konsantrasyonu arttikca deney grubundaki
hiicrelerin canlilig1 doza bagli olarak belirgin bir sekilde azalmistir. Canliligin en fazla
azalma gosterdigi konsantrasyon degeri 50 uM olarak gozlemlenmistir. Deneyde A549
hiicreleri ile karsilagtirllmak i¢in kullanilan saglikli Beas-2B hiicrelerinde ise,
ARN149741in saglikli akciger hiicrelerinin proliferasyonunda diisiik miktarda azalmaya
sebep oldugu ancak asir1 sekilde sitotoksik bir etki olusturmadigi belirlenmistir. Tekarl
deneyler sonucunda, Microsoft Office Excel programi ile hiicrelerin canlilik degerleri
belirlenmistir. GraphPad 8.0.1 programi ile bu canlilik degerlerini gosteren Sekil4.1’deki
grafik olusturulmustur. Excel programi ile hesaplanan canliliklar sonucunda A549
hiicresinin 1Cso degeri 35,36 M bulunmustur. Beas-2B hiicrelerinin IC50 degeri ise
35,11 uM olarak bulunmustur. Bu sonuglar dogrultusunda ARN14974’tin A549 hiicreleri
tizerinde antiproliferatif ve sitotoksik etkisi oldugu saptanmistir. Asagida verilen Sekil
4.1.’de ARN14974°tin A549 ve Beas-2B hiicreleri tizerinde 24 saatlik uygulamasi sonucu

elde edilen % canlilik konsantrasyonu ve anlamlilik degerini gostermektedir.
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Sekil 3.1. ARN14974’iin, insan akciger kanser hiicresi A549 ve saglikli insan akciger hiicresi Beas-2B ile
24 saatlik MTT muamelesi sonucu elde edilen canlilik grafigi

3.2. Sulforhodamine B Sitotoksisite Testi Bulgular1 (SRB)

3.2.1. ARN14974’iin A549 ve Beas-2B hiicreleri iizerindeki sitotoksisite bulgular:
Ab549 ve Beas-2B hiicreleri ARN14974’{in farkli konsantrasyonlariyla (100-50-25-
12,5-6.25 uM) 24 saat boyunca muamele edilmistir. [lagla muamele edilmeyen hiicreler
A549 kontrol ve Beas-2B hiicreleri kontrol grubu olarak degerlendirilmistir. SRB
yontemi ile ARN14974’1in ilgili hiicreler {izerindeki sitotoksisitesi Olciilmiistiir. A549
hiicrelerinin hiicresel protein kiitle yiizdesinde doza bagimli olarak anlamli bir oranda
azaldig1 gorlilmistiir. En fazla azalmanin 100-50 uM konsantrasyon araliginda oldugu
belirlenmigstir. Deney sonucunda hiicrelerin 1Cso degerleri Microsoft Office Excel
programinda hesaplanarak bulunmustur. A549 hiicre hattinin ICso degeri 34,2 uM Beas-
2B hiicre hattinin 1Cso  degeri 64,25 uM olarak bulunmustur. GraphPad PRISM 9.01
programi kullanilarak uygulanan konsantrasyon araliginda, hiicresel protein kiitle
miktarinin anlamlilik degeri analiz edilmistir. ARN14974’tin A549 insan akciger
karsinoma hiicreleri iizerinde konsantrasyona bagli olarak yiiksek oranlarda canlilikta

azalma goriilmiistiir. Beas-2B saglikli akciger hiicrelerinde canlilik oranlarinda ciddi bir
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azalma goriilmemistir. Asagida verilen Sekil 4.2.°de ARN14974’{in A549 ve Beas-2B
hiicreleri tizerinde 24 saatlik uygulamasi sonucu elde edilen % canlilik hiicresel protein

kiitle miktar1 ve anlamlilik degerini gostermektedir.
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Sekil 3.2. ARN14974iin, insan akciger kanser hiicresi A549 ve saglikli insan akciger hiicresi Beas-2B ile
24 saatlik SRB muamelesi sonucu elde edilen canlilik grafigi

3.3. ATP sitotoksisite bulgulari
3.3.1. ARN14974’iin A549 ve Beas-2B hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksisite

bulgular1

A549 ve Beas-2B hiicreleri 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre
kiiltiir kaplarina ekildikten sonra, ARN14974=BOC tedavisi, belirlenen doz araliginda
(100-50-25-12,5-6.25 uM) 24 saat uygulanmistir. Deney sonucunda hiicrelerin 1Cso
degerleri Microsoft Office Excel programinda hesaplanarak bulunmustur. A549 hiicre
hattinin 1Cso degeri 12,50 uM Beas-2B hiicre hattinin 1Cso  degeri 35,7 uM olarak
bulunmustur. GraphPadPRISM 9.01 programi kullanilarak uygulanan konsantrasyon
araliginda, anlamlilik degerleri analiz edilmistir. ARN14974’in A549 insan akciger
karsinoma hiicreleri {lizerinde konsantrasyona bagli olarak yiiksek oranlarda canlilikta

azalma goriilmiistiir. Beas-2B saglikli akciger hiicrelerinde canlilik oranlarinda sadece
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25-50 uM kosantrasyon araliginda ciddi azalma goriilmiistiir. Asagida verilen Sekil
4.3.de ARN14974°lin A549 ve Beas-2B hiicreleri iizerinde 24 saatlik uygulamasi sonucu

elde edilen anlamlilik degeri gosterilmektedir.
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Sekil 3.3. ARN14974iin, insan akciger kanser hiicresi A549 ve saglikli insan akciger hiicresi Beas-2B ile
24 saatlik ATP muamelesi sonucu elde edilen canlilik grafigi
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3.4. Konfokal Mikroskobik Bulgular

3.4.1. A549 ve Beas-2B kontrol hiicrelerindeki morfolojik degisikliklerin konfokal
mikroskobik bulgular:
Akridin oranj ve Falloidin ile boyanmis A549 ve Beas-2B hiicrelerinin konfokal

mikroskop goriintiileri Gorsel 3.1. ve Gorsel 3.2.°de gosterilmistir.

Gorsel 3.1. Akridin oranj ve Falloidin kullanilarak boyanmis A549 ilag¢ ile muamele edilmemig
hiicrelerin Konfakal Mikroskop Gériintiisii (40x) Ok basi; Normal Hiicre Cekirdegi Ok; Normal hiicre
iskeleti

39



Gorsel 3.2. Akridin Oranj ve Falloidin ile boyanmig Beas-2B kontrol hiicrelerinin Konfakal mikroskop
gortintiisii(40X) Ok: Normal hiicre iskeleti Ok bagi: Normal hiicre ¢ekirdegi

3.4.2. ARN14974’iin A549 ve Beas-2B hiicreleri iizerinde neden oldugu
degisikliklerin konfokal mikroskobik bulgular:

ARN149747in 24 saatlik ICsp degerinin A549 ve Beas-2B hiicrelerinde neden
oldugu morfolojik degisikler akridin oranj ve falloidin kullanilarak Konfakal mikroskopta

goriintilenmistir. Gorsel 3.3. ve Gorsel 3.4.’de gosterilmistir.
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Gorsel 3.3. ARN14974 ‘iin A549 hiicresi iizerinde neden oldugu morfolojik yapisal degisikliklerin
konfakal mikroskobik goriintiisii(40X) OK bagsi: Hiicre biiziismesi, Ok: DNA par¢alanmasi, Yildiz;
Biitiinliigii bozulmus hiicre

Gorsel 3.4. ARN14974 “iin Beas-2B hiicresi tizerinde neden oldugu morfolojik yapisal degisikliklerin
konfakal mikroskobik goriintiisii(40xX) Ok: Normal hiicre iskeleti Ok bast: Normal hiicre ¢ekirdegi
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3.5. Ge¢irimli Elektron Mikroskobik Bulgulari
3.5.1. A549 ve Beas-2B kontrol hiicrelerinin ince yapisinin gecirimli elektron
mikroskobik bulgular:

A549 ve Beas-2B kontrol hiicrelerine ait gecirimli elektron mikroskobi bulgulari

strastyla Gorsel 3.5 ve Gorsel 3.6’da gosterilmistir.

Gorsel 3.5. Tlagsiz A549 hiicrelerinin gegirimli elektron mikroskop goriintiisii(6000x) Ok; Normal hiicre
iskeleti, Ok bagi; Hiicre zari ve organeller
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Gorsel 3.6. Beas-2B kontrol hiicrelerinin Gegirimli elektron mikroskobik goriintiisii(6000x) Ok;Normal
hiicre Ok basi; Hiicre ¢ekirdegi

3.5.2. ARN14974’iin A549 ve Beas-2B hiicrelerinde sebep oldugu ince yapisal
degisimlerin gecirimli elektron mikroskobik bulgular:
A14974 ile muamele edilmis A549 ve Beas-2B hiicrelerinin gegirimli elektron

mikroskobik bulgular1 Gorsel 3.7 ve Gorsel 3.8’de gosterilmistir.
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Gorsel 3.7. ARN14974 ‘lin AS49 hiicreleri iizerindeki etkisinin gegirimli elektron mikroskop
goriintiisii(6000X) Ok bagsi:Hiicre ¢ekirdek membraninda ondiilasyon OK; vakuol olusumu

Gorsel 3.8. ARN14974 ‘iin Beas-2B hiicreleri iizerindeki etkisinin gegirimli elektron mikroskop
gortintiisii(6000x) Ok:Normal hiicre iskeleti
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3.6. Akis Sitometri Bulgular:
3.6.1. Anneksin V uygulamasinin akis sitometrisindeki bulgulari
3.6.1.1. A549 ve Beas-2B hiicrelerinin anneksin V uygulamast ile akig sitometrisindeki
bulgular

llagsiz A549 hiicrelerinin apoptotik profili anneksin V uygulamas: ile akis
sitometride incelenmistir. Buna gore, A549 hiicrelerine ait ilagsiz grupta 6li hiicreler
%1,40, gec apoptotik/6li hiicreler %0,18, canli hiicreler %94,77 ve erken apoptotik
hiicreler %3,65 olarak bulunmustur. (Bkz. Sekil 3.4)

APOPTOSIS PROFILE

Dead Uate Apop./Dead
1.40 % 0.18%

VIABILITY
N
pteitatal

365 %

; Mo o Early Apop.
0_ T

0 1 2 3 4
Live ANNEXINYV Apoptotic

Sekil 3.4. A549 ilagsiz hiicrelerinin anneksin-V boyama bulgular

Kontrol grubu Beas-2B hiicrelerinin apoptotik profili Anneksin V uygulamast ile

akis sitometride incelenmistir. Buna gore, Beas-2B hiicrelerine ait kontrol gruplarinda;
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6lu hiicreler %1,40, gec apoptotik/dlii hiicreler %0,18, canli hiicreler %94,77 ve erken
apoptotik hiicreler %3,65 olarak bulunmustur. (Bkz. Sekil 3.5)

APOPTOSIS PROFILE

4+
{Dead Late Apop./Dead
14.55 % 2.90 %
31
e
o 23 :
< 3
>. .
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Sekil 3.5. Beas-2B kontrol hiicrelerinin anneksin-V boyama bulgular

3.6.1.2. ARN14974 (BOC) ile muamele edilen A549 ve Beas-2B hiicrelerinin anneksin
V uygulamasu ile akis sitometrisindeki bulgulart

ARN14974°1in ICso degerine 24 saat boyunca maruz birakilan A549 hiicrelerinin
apoptotik profili incelendiginde; 6lii hiicreler %8,01 gec apoptotik/6li hiicreler %11,23
canli hiicreler %60,30 ve erken apoptotik hiicreler %20,46 olarak tespit edilmistir. Bu
sonuglar dogrultusunda ARN14974’iin ICso konsantrasyonu A 549 hiicrelerinin canliligini
%60,30’a diislirdiigii tespit edilmistir. (Bkz. Sekil 3.6)

46



APOPTOSIS PROFILE

Dead Uate Apop./Dead
3.01% 11.23 %

VIABILITY

0 1 2 3 4
Live ANNEXINY Apoptotic

Sekil 3.6. ARN14974 ile muamele edilmis A549 hiicrelerinin anneksin-V boyama bulgulari

Beas-2B hiicrelerine ait deney gruplarinda; 6lii hiicreler %14,0, gec apoptotik/6li
hiicreler %21,5, canli hiicreler %63,95 ve erken apoptotik hiicreler %0,55 olarak
bulunmustur. (Bkz. Sekil 4.7)
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APOPTOSIS PROFILE

{Dead Late Apop./Dead
114.00 % 21.50 %

VIABILITY

0.55%
Early Apop.

2 3 4
Live ANNEXIN YV  Apoptotic

Sekil 3.7. ARN14974 ile muamele edilmis Beas-2B hiicrelerinin anneksin-V boyama bulgulari

3.7. Kaspaz 3/7 Uygulamasinin Akis Sitometrisindeki Bulgular:
3.7.1. A549 insan akciger kanser hiicrelerinin kaspaz 3/7 uygulamasi ile akis
sitometrisindeki bulgular:

A549 kontrol ve ARN14974’lin 24 saatlik konsantrasyonu ile muamele edilmis
AS549 deney hiicrelerinin apoptotik profili sekil 4.8. ve sekil 4.9.’da gosterilmistir.
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APOPTOSIS PROFILE

- 44 _
§ {Dead Apoptotic/Dead
10.00 % 0.00 %

34
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. 0.00 %

3 Apoptotic

2 . 4

Live CASPASE-3/7 Apoptotic

Sekil 3.8. A549 ilagsiz hiicrelerin Kaspaz3-7 degerlendirilmesi ile elde edilen histogram

APOPTOSIS PROFILE

§ Dead Apoptotic/Dead
= 0.00 % 0.00 %

3
£
o 2
i
>
. 0.50 %
- 0 : Apoptotic

:
0 1 2 3 4

Live CASPASE-3/7 Apoptotic

Sekil 3.9. ARN14974 ’iin 24 saatlik 1Cso konsantrasyonunun uygulandigi A549 hiicrelerinin kaspaz3-7
degerlendirilmesi ile elde eden histogram.
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3.7.2. Akis sitometride hiicre analiz bulgular:
Kontrol ve ARN14974’{in ICso degerinin 24 saat boyunca uygulandigi A549 ve
Beas-2B hiicrelerinin hiicre dongiisii analizi senkronik olarak akis sitometrisinde

gerceklestirilmistir

3.7.2.1. A549 ve Beas-2B kontrol hiicrelerinin hiicre dongiisii analiz bulgular:
A549 kontrol grubunun akis sitometrisinde hiicre dongii analizi sekil 3.10°da

gosterilmistir.

DNA CONTENT PROFILE

GOG1 43S
Skt
GIMS9

Count

012345678910
DNACONTENT INDEX

Sekil 3.10. 4549 ilagsiz hiicrelerinin hiicre dongiisii analiz sonuglari
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Beas-2B kontrol grubunun akis sitometrisinde hiicre dongii analizi sekil 3.11°de

gosterilmistir.

DNACONTENT PROFILE

GOG1314
S121

GIM 21

0123456738 910
DNACONTENT INDEX

Sekil 3.11. Beas-2B kontrol hiicrelerinin hiicre dongiisii analiz sonuglart

3.7.2.2. ARN14974 uygulanmis A549 ve Beas-2B hiicrelerinin hiicre dongiisii analiz
bulgular
A549 kontrol grubunun akis sitometrisinde hiicre dongii analizi sekil 3.12°de

gosterilmistir.
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DNACONTENT PROFILE

GOG1 384
S31
GoMes

03 234307T89%N
DNACONTENT INDEX

Sekil 3.12. ARN14974 ile muamele edilmis A549 hiicrelerinin hiicre dongiisii analiz sonug¢lar

Beas-2B deney grubunun akis sitometrisinde hiicre dongii analizi sekil 3.13’te

gosterilmistir.

DNACONTENT PROFILE

GOGI 23S
sa2
GIM 18

Count

0123456728910
DNACONTENT INDEX

Sekil 3.13. ARN14974 ile muamele edilmis Beas-2B hiicrelerinin hiicre dongiisii analiz sonuglari. Bu
sonuglara gére Beas-2B hiicrelerinin GO/G1 evresinde bulunma yiizdesi
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3.7.3. Akis sitometride mitokondri zar potansiyeli degisikliklerinin incelenmesi
Muse ™ MitoPotential Kit iki 6nemli hiicre sagligi parametresinin ayni anda
Olciilmesini saglar: Apoptozun erken bir 6zelligi olarak kabul edilen mitokondriyal
potansiyeldeki degisiklik ve hiicresel plazma membran gecirgenligi veya hiicre 6liimii.
Mitokondriyal membran depolarizasyonunu indiiklemek i¢in A549 hiicreleri ARN14974
ile muamele edilmistir. Sonuglar, Muse ™ MitoPotential Kit ve Muse™ Cell Analyzer

cihazinda analiz edilmistir. Sekil 3.14. ve sekil 3.15’te gosterilmistir.

CELL HEALTH PROFILE

= 43 N
= i Depolarized/Dead Dead
- 10.21 % 83.28 %
34
o 29 ':
= : =
2
1
. 0.00 % 16.51 %
= 0 Depolariz

0 1 2 “. -
Low MITOPOTENTIAL High

Sekil 3.14. 4549 hiicrelerinin mikondriyal membran potansiyel histogrami

CELL HEALTH PROFILE

4
E 3 Depolarizedi/Dead Dead
= 10.25 % 90.65 %
34 >
= i
o 29
= =
=3 :
1
S o

0 1 2 3 —
Low MITOPOTENTIAL High

Sekil 3.15. ARN14974 tin A549 hiicreleri iizerideki mikondriyal membran potansiyel etkisi

53



3.8. Yara Iyilesme Deneyi Bulgular

ARN14974{in hiicre gogii ve hiicre-hiicre etkilesimini gézlemleyebilmek i¢in yara
tyilesmesi deneyi yapilmistir. Kuyucuklara yapisan A549 ve Beas-2B hiicrelerine yara
acilmistir. Daha sonra ARN14974°lin ICso degerinin yara iizerindeki etkisi kontrol
gruplart ile karsilastirmali olarak analiz edilmistir. Sonuglara gore, kontrol grubunda
yaranin zaman gectikte kapandigr sekil 3.16’da gosterilmistir. Sonu¢ olarak
ARN14974lin  hiicre gdcli ve hiicre-hiicre etkilesimi tizerinde etkisi oldugu

gbzlemlenmistir.

ARN14974(A549)  Kontrol(A549) ARN14974(Beas-2B) Kontrol(Beas-2B)

O.saat

24 saat

72saat

Sekil 3.16. ARN14974 "iin 151tk mikroskobu altinda hiicre gé¢ii ve proliferasyon iizerindeki etkileri
incelenmigtir
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3.9. Yumusak Agar Koloni Olusum Deneyi Bulgulari

Hiicrelerin koloni olusturma yetenekleri belirleyebilmek icin kristal viyole
kullanilmistir. Deneyde A549 ve Beas-2B hiicreleri 14 giin boyunca ARN14974 ile
muamele edilmistir. Bu siirenin sonunda sonuglar kontrol grubu ile karsilastirilmistir. Her
plaka analiz i¢in fotograflanmistir. ARN14974’iin A549 hiicrelerinin yiizeyden bagimsiz

olarak biiytimesini engelledigi sonucuna varilmistir.

Sekil 3.17 ‘de ARN14974 ile muamele edilen A549 hiicreleri ile Tedavisiz A549 kontrol
hiicreleri kiyaslandiginda deney grubu hiicrelerinin énemli oranlarda koloni olusturma

yeteneklerinin tedavisiz gruba gore azaldigi saptanmustir.

A549 Kontrol (Tedavisiz) Deney A549

Sekil 3.17. 4549 hiicrelerinin koloni olusturma yetenegi

Sekil 4.18 ‘de ARN14974 ile muamele edilen Beas-2B hiicreleri ile tedavisiz Beas-
2B kontrol hiicreleri kiyaslandiginda deney grubu ve kontrol grubu hiicrelerinde

degisiklik gézlemlenmemistir.

Beas-2B Kontrol (Tedavisiz) Deney Beas-2B

Sekil 3.18. Beas-2B hiicresinin koloni olusturma deney gériintiileri
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4. TARTISMA VE SONUC

Normal hiicrelerin gorevlerini yerine getirebilmeleri i¢in belirli bir dmiirleri vardir.
Canli kaldiklar1 slire boyunca diizenli bir sekilde biiyiirler, kontrollii boliiniirler ve
zamaninda Oliirler. Hiicrenin biiyiimesi, kontrollii ¢ogalmasi, farklilasmasi ve sonunda
apoptoza ugramasi arasinda hayati bir denge vardir. Genetik kaynakli bir kusur,
enfeksiyonlar, karsinojenler veya radyasyon gibi ¢ok ¢esitli nedenlerden dolay1 bu hayati
denge bozulabilir. Eger canli viicudunun bir veya birkag boliimiindeki hiicreler kontrolsiiz
sekilde biiylimeye baslarsa kanser gelisir [63]. Kanserli hiicrelerin, viicudun farkl
boliimlerinde kontrolsiiz biiyiiyebilme 6zelliklerinden dolay1 ¢ok cesitli kanser tiirleri
mevcuttur ve bu da kanser mekanizmasinin anlasa bilirligini zorlastirmaktadir [19].
Oldiiriiciiliigii yiiksek olan kanser tiirlerinden biri de akciger kanseridir. Akciger kanseri,
Tiirkiye’de ve Diinya’da hala en tehlikeli kanser tiirlerinden biri olma o6zelligini
korumaktadir. Akciger kanserinden dlenlerin sayist her gegen yil biraz daha artmaktadir.
Yapilan aragtirmalara gore akciger kanserine yakalanan hastalarin sag kalim orani %22
gibi diisiik bir orandir [64]. Kanserli hiicrelerin zamanla ilaclara gosterdikleri direncgten
dolay1 bu oran mevcut ilaglarla arttirillamamaktadir. Bu da bilim insanlarini yeni ajanlari

arastirmaya yoneltmektedir [65].

Okaryotik hiicrelerin ana bilesenleri sfingolipidler, zarda yapisal roller oynamakla
birlikte Seramid, sfingomiyelin, sfingosin ve sfingosin-1-fosfat gibi metabolitlerin,
biyoaktif sinyal molekiilleri olarak hiicre biiylimesinde, farklilasmasinda, yaslanmasinda
ve apoptozu indiiklemesinde rol oynadiklart bilinmektedir [65]. Ayrica sfingolipidler,
bir¢ok kanser tiiriinde hiicre 61iimii, hayatta kalma ve ilag¢ direnci gibi biyolojik siireclerde
kritik rol oynar [66]. Ozellikle lipid sinyal molekiilii olan seramidinin gesitli hiicre
tiplerinde apoptozu indiikledigi gosterilmistir. Seramidazlar, sfingozin iiretebilmek igin
seramidi hidrolize ederek bu siireci kontrol eden anahtar enzimlerdir. Seramidazlar
ilaclara ve radyasyona diren¢ kazandirabilirler. Bu nedenle, seramidaz inhibitdrleri, yeni

antikanser ilaglar olarak iyi derecede gelisme potansiyeline sahiptirler [67].

ARN14974 bir seramidaz inhibitorii olup hiicrede seramid birikimine yol agmakta
ve hiicrenin apoptoza siiriiklenmesine neden olmaktadir. Sfingozin ve seramid arasindaki
denge hiicreye Olim veya yasam gondermede oOnemlidir ve hiicrenin kaderini
belirlemektedir. ARN14974 ile yapilan bir ¢calismada insan kolon kanser hiicresi SW403

ve fare makrofaj benzeri Raw 264.7 hiicreleri ARN14974 ile muamele edilmistir.
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ARN14974tin SW403 hiicreleri tizerindeki 1Cso degeri 825nm, Raw 264.7 hiicreleri
tizerindeki ICsg degeri 400 nm olarak bulunmustur. Sonuglar, ARN14974’{in hiicresel AC
aktivitesini inhibe edebilecegini gostermistir. Ayrica ARN14974 ile inkiibasyon, seramid
miktarinda bir artisa neden olmakla birlikte sfingozin miktarinda da bir azalmaya Yyol
acmustir. Bagka bir ¢aligmada farelere enjekte edilen ARN14974°{in, kalp, beyin, akciger,
gibi farkli organlarda AC aktivitesinde Onemli seviyelerde azalmaya neden oldugu
gosterilmistir [48]. Ancak literatirde ARN14974 ile yapilan ¢ok fazla c¢alisma

bulunmamaktir.

Calismamizda, insan kiigiik hiicreli dis1 akciger kanser hiicre hattt A549 ve saglikli
insan akciger hiicre hatti Beas-2B hiicreleri iizerinde bir seramidaz inhibitorii olan
ARN14974in sitotoksik, apoptotik ve antiproliferatif etkileri karsilastirmali olarak
incelenmistir. Sitotoksik etkiyi belirlemek i¢in kullanilan MTT yonteminde AS549
hiicrelerinin ICsp degeri 35,36 uM Beas-2B hiicrelerinin ICso degeri 35,11 uM olarak
Microsoft Office Excel programi kullanilarak tekrarli deneyler sonucunda hiicrelerin
canlilik degerleri bulunmustur. GraphPad 8.0.1 programi ile bu canlilik degerlerini
gosteren grafik olusturulmustur. Sonuglara gore, A549 deney grubu, A549 kontrol grubu
ile kiyaslandiginda ARN14974’(in konsantrasyonu arttikca deney grubu hiicrelerinin
canlilifi da belirgin miktarlarda doza baglh olarak azaldigi saptanmistir.50uM
konsantrasyonda canlilifin en fazla oranda azaldigi gdzlemlenmistir. Karsilagtirma
amacgh kullanilan saglikli Beas-2B hiicrelerinde profilerasyonun diisiik miktarlarda
azaldig1 goriilmekte olsa da yliksek seviyelerde sitotoksik etki yaratmadigi belirlenmistir.
Bu sonuglar dogrultusunda ARN14974°tin A549 hiicreleri lizerinde antiproliferatif ve

sitotoksik etkisi oldugu saptanmuigtir.

SRB testi ARN14974’iin, A549 hiicreleri izerindeki sitotoksik etkisini hiicresel
protein kiitle ylizde miktar1 anlamlilik degeri i¢in kullanilmistir. Deney de sonuglar
karsilagtirmali olarak analiz edebilmek adina saglikli akciger hiicre hatti Beas-2B
hiicreleri de kullanilmigtir. Hiicrelerin canlilik degerleri Microsoft Office Excel
programikullanilarak hesaplanmistir. Hesaplamalara gére A549 hiicrelerinin 1Cso degeri
34,2 uM, Beas-2B hiicrelerinin 1Cso degeri 64,25 pM olarak bulunmustur. Excel programi
ile hesaplanan canlilik sonuglari ile GraphPad 8.0.1 programi kullanilarak hiicresel
protein kiitle miktarinin anlamlilik degeri analiz edilmistir. ARN14974’iin A549 akciger

karsinoma hiicreleri tizerindeki konsantrasyona bagl olarak yiiksek oranlarda canlilikta
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diisiis goriilmiistir ve en ¢ok diislistin 100-50 pM konsantrasyon araliginda oldugu
belirlenmistir. Beas-2B hiicrelerinin canlilik oranlarinda ciddi bir azalmanin olmadigi
goriilmiistiir. Sonug olarak, A549 hiicrelerinin hiicresel protein kiitle ylizdesinde doza

bagimli olarak anlamli bir oranda azaldig1 goriilmiistiir.

ATP biyoliiminesans testi hiicrelerdeki intraselliiler ATP igeriginin olciilebilmesi
icin kullanilmigtir. ATP, metabolik olarak aktif olan biitiin hiicrelerde enerji kaynagi
olarak goOrev yapar. Hiicre Oliimii sirasinda hiicrenin sahip oldugu ATP ‘yi
sentezleyebilme yetenegini kaybeder. Boylelikle ATPazlar, ATP’yi hizli bir sekilde
yikima ugratirlar. Bundan dolayi hiicre i¢i ATP igerigi, hiicre canliliginin temel gostergesi
olarak nitelendirilmistir. ATP testi canlilik belirleme metodlar: icerisinde yerini almistir

[68].

ARN14974’{in hiicreler lizerindeki sitotoksisitesini belirleyebilmek icin kullanilan
ATP testi sonuglara gdre Microsoft Office Excel programinda hiicrelerin ICso degerleri
hesaplanmistir. Elde edilen sonucglara gore ARN14974°1i A549 hiicreleri iizerindeki ICso
degerininl12,50 uM, Beas-2B hiicreleri iizerindeki ICso degerinin 35,7 puM oldugu
belirlenmistir. GraphPad PRISM 9.01 programi kullanilarak deney sonuglarinin
anlamlilik degerleri analiz edilmistir. ARN14974’in A549 insan akciger karsinoma
hiicreleri iizerinde konsantrasyona bagli olarak doz arttik yiiksek oranlarda canlilikta
azalma goriiliirken, Beas-2B hiicrelerinde ise sadece 25-50 uM kosantrasyon araliginda

ciddi oranda azalma meydana gelmistir.

Morfolojik  olarak  apoptozisin  hiicreler iizerindeki degisikliklerini
inceleyebilmek i¢in konfakal mikroskobi yonteminden yararlanildi. ARN14974’{in
ICs0 konsantrasyonu ile muamele edilen A549 hiicrelerinde; hiicre biliziigmesi, DNA
parcalanmasi, biitiinliigii bozulmus hiicre gibi degisiklikler belirlenmistir. Hiicrelerde
meydana gelen ince yapisal degisiklikleri gozlemleyebilmek i¢in gegirimli elektron
mikroskobu (TEM) kullanilmistir. TEM bulgularina gére; ARN14974’iin A549
hiicreleri tizerine uygulanilan ICso konsantrasyonu sonucunda hiicre ¢ekirdek
membraninda ondiilasyon ve vakuol olusumu gibi degisiklikler belirlenmistir. Belirlenen
tim bu degisiklikler, hiicrede apoptozun indiiklendigine dair isaretleyiciler olarak

degerlendirilmistir.
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Calismamizda A549 ve Beas-2B hiicreleri lizerinde karsilastirilmali olarak
ARN1974’lin hiicreler {izerindeki apoptozis profili akis sitometrisinde incelenmistir.
Buna gore Anneksin V uygulamasinda A549 hiicrelerine ait kontrol grubunda; o6l
hiicreler %1,40, ge¢ apoptotik/6lii hiicreler %0,18, canli hiicreler %94,77 ve erken
apoptotik hiicreler %3,65 olarak bulunmustur. Buna karsin A549 deney hiicrelerinde; 6lii
hiicreler %8,01 ge¢ apoptotik/6lii hiicreler %11,23 canli hiicreler %60,30 ve erken
apoptotik hiicreler %20,46 olarak tespit edilmistir. Ayrica Beas-2B hiicrelerine ait kontrol
gruplarinda; 6lii hiicreler %1,40, gec apoptotik/6lii hiicreler %0,18, canli hiicreler %94,77
ve erken apoptotik hiicreler %3,65 olarak bulunurken, Beas-2B deney hiicrelerinde ise
Olu hiicreler %14,0, gec apoptotik/olii hiicreler %21,5, canli hiicreler %63,95 ve erken
apoptotik hiicreler %0,55 oranindadir. Anneksin V sonuglarina gére ARN14974’iin A549
insan akciger kanser hiicreleri iizerinde antiproliferatif etkisi oldugu anlasilmaktadir.
Yine hiicrenin apoptotik profil bakimindan incelemek i¢in akis sitometrisinde Kaspaz 3/7
uygulamasi yapilmistir. Sonuglar incelendiginde, A549 kontrol grubunda; canl
hiicrelerin orant %100,00 olarak bulunmustur. A549 deney hiicrelerinin orani canli
hiicreler %99,50, apoptotik veya erken apoptotik hiicreler %0,50 oraninda bulunmustur.
Sonuglar gosteriyorki kaspaz aktivasyonu olmadigindan apoptoz kaspaz aracili degildir

ve buna bagli olarak apoptozun farkli deneylerle arastirilmasi gerekir.

Tez caligmamizda bir diger hedefimiz, ARNI14974’iin hiicre dongiisiinii
durdurdugu evreyi tespit etmektir. Analizler sonucunda elde edilen veriler incelendiginde
kontrol A549 hiicrelerinin GO/G1 evresinde bulunma yiizdesi; 38,4, S evresinde bulunma
yiizdesi; 29,1, G2/M evresinde bulunma yiizdesi 9,8 olarak tespit edilmistir. Beas-2B
hiicrelerinin GO/G1 evresinde bulunma yiizdesi; 38,4, S evresinde bulunma yiizdesi; 29,1,
G2/M evresinde bulunma yiizdesi 9,8 olarak tespit edilmistir. Sonuglar ARN14974°iin

hiicre siklusunu ¢ogunlukla G1 evresinde durdurdugunu gostermistir.

Mitokondriyal membran potansiyel testi canli hiicrelerdeki mitokondriyal membran
potansiyelindeki degisiklikleri akis sitometrisi ile 6lgmek i¢in kullanilir. Mitokondriyal
membran potansiyeli hiicre Oliimiiniin gostergelerinden biri  olarak kullanilan
mitokondriyal foksiyonun &nemli bir argiimamdir. I¢ mitokondriyal membran
potansiyelinin depolarizasyonu, apoptoz, ila¢ toksisitesi ve ¢oklu hastalik durumlari
caligmasinda giderek daha onemli hale gelen mitokondriyal disfonksiyon ve hiicresel

sagligin glivenilir bir gostergesidir. [69]. Analiz sonuglarma gore AS549 kontrol
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hiicrelerine bakildiginda mitokondriyal membrana sahip canli hiicreler (%16,51),
depolarize veya mitokondriyal membranli 6lii hiicreler (%83,28), saglam mitokondriyal
membrana sahip 6l hiicreler (%0,21) oraninda oldugu goriilmektedir. A549 deney
hiicrelerinde; depolarize veya mitokondriyal membranli canli hiicreler (%0,30),
mitokondriyal membrana sahip canli hiicreler (%8,80), depolarize veya mitokondriyal
membranli 6li hiicreler (%90,65), saglam mitokondriyal membrana sahip 6lii hiicreler
(%0,25) oranindadir. Sonug¢ olarak, depolarize canlilarin membran potansiyelinde
degisiklik olmustur ve mitokondri membran gecirgenliginin artmasiyla hiicrenin

kaspazlardan bagimsiz apoptoza gitmesi s6z konusudur.

Hiicre gocii, embriyonik gelisimi, doku hasar1 onarimin ve yara iyilesmesi gibi
bircok onemli olaylar sirasinda meydana gelir. Yara iyilestirme deneyi, bir hiicre
popiilasyonunun koordineli hareketini izlememize olanak saglar [70,71]. Yaptigimiz
calismada yara iyilesmesi deneyi kullanilarak ARN14974°{in A549 insan akciger kanseri
ve Beas-2B saglikli insan akciger hiicre hatlar1 {izerindeki hiicre gogii incelenmistir.
ARN14974°1in ICsp degerinin ilgili hiicreler iizerine uygulamasi sonrasinda 0.saatten 72.
saate kadar hiicre gocii izlenip fotograflandirilmistir. Sonug olarak, ARN14974’iin
kanserli hiicrede 6nemli derecede hiicre gociinii engelledigi belirlenmistir. Ancak Beas-
2B deney hiicreleri lizerinde anlamli diizeyde engellemedigi goriilmektedir. Bu sonuglara
dayanarak ARN14974’ilin insan akciger kanseri hiicre hattt A549’un hiicre gociinii ve
hiicre-hiicre etkilesimlerini baskiladigini baglantili olaraktan hiicrelerin metastaz yapma

ozelligini engelledigini sdyleyebiliriz.

Yumusak agar koloni olusumu deneyi, malign tiimdr hiicrelerinin tlimorijenik
potansiyelini tespit etmek, hiicrelerin ankrajdan bagimsiz biiyliime yetenegini
gozlemlemek ve hiicrelerin koloniler olusturma 6zelligini anlamak i¢in yapilan bir
deneydir [72]. Yapilan bu calismada, ARN14974 ile muamele edilmis kanser hiicrelerinin
ankrajdan bagimsiz bir sekilde biiyliylip biiylimedigi arastirilmistir. Normal hiicreler
ankrajdan bagimsiz bir sekilde biiyliyemezler ancak hiicrelerin transformasyona
ugrayarak malign hiicre formuna ge¢mesiyle tiimor olusmaktadir. Bu transformasyon
sayesinde hiicreler ylizeyden bagimsiz sekilde boliinebilme yetenekleri kazanirlar. Sonug
olarak, ARN14974 sayesinde A549 hiicrelerinin hiicre transformasyonunun biiyiik

oranda baskilandig1 ve biiylimelerinin engellendigi bulunmustur. A549 deney grubu
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hiicrelerinde ankrajdan bagimsiz bir biiylime geceklesmesine karsin deney grubu A549

hiicrelerinde ankrajdan bagmsiz biiyiime meydana gelmemistir.

Bu tez ¢aligmasi sonucunda elde edilen bulgular ile akciger kanseri tedavisinde yeni
yaklagimlar 1s18inda, ARN14974°1in teranostik ve terapotik potansiyeli arastirilmis ve
ilac olabilmesi agisindan 6nemli sonuglar elde edilmistir. ARN14974, A549 insan akciger
kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleyerek kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigi
belirlenmistir. Bu sayede ARN14974°1in insan akciger kanseri tedavisinde bir anti kanser
ajan olma potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir ancak bu ajandan yeni bir tedavi ajani
tasarlanmasi i¢in daha ileri testlerin hem farkli hiicre hatlarinda hem de in vivo olarak
gerceklestirilmesi  gerekmektedir. Sonu¢ olarak, yapilan arastirmalar neticesinde,
literatiirde ilk kez ARN14974’lin, A549 insan akciger kanser hiicrelerinde hiicre
biliylimesini, hiicre gogiinii ve hiicre transformasyonunu biiyiilk oranda baskiladigi
gosterilmistir. Literatiirde ARN14974’tin hiicreler iizerine etkilerinin arastirilmasina
yonelik yapilan az sayidaki galismalardan biri olmasi nedeniyle 6zgiin bir nitelik

tasimaktadir.
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