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OZET
Yiksek Lisans Tezi

KUCUK HUCRELI DISI AKCIGER KANSERINDE ANASTAZISIN MOLEKULER
VE GENETIK MEKANIZMALARININ ARASTIRILMASI

Halime AKGUN

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Ferda ARI

Olmekte olan bir hiicre, genel olarak kabul edilen 'geri doniisii olmayan noktalara'
ulagtiktan sonra hiicre Oliimiiniin esiginden kurtulabilir mi? Bu soru, anastazis
mekanizmasinin ilk adimini olusturmakla beraber bu tezin ortaya ¢ikmasina da neden
olmustur. Apoptozisin tersine g¢evrilmesi olarak literatiire gecen anastaziste siireg,
indiikleyici ajanin ortamdan ¢ikarilmasiyla baslar. Yeni kesfedilen bir siire¢ oldugu igin
anastazisin amaci ve nasil ¢calistigi konusunda daha fazla ¢aligmaya ihtiya¢ vardir. Bu tez
caligsmasi, A549 hiicrelerinin Paklitaksel’in neden oldugu apoptozisten kurtulabilecegini
ortaya koymaktadir. i1k asamada A549 hiicrelerini anastatik hiicrelere déniistiirmek icin
oncelikle, SRB hiicre canlilik analiziyle Paklitaksel uygulamasi sonrasinda biiyiime
egrileri olusturularak Paklitaksel’in maksimum toksik konsantrasyonu belirlenmistir.
Ayrica daha hassas bir yontem olan ATP hiicre canlilik analiziyle de sonuclar
dogrulanmistir. Ikinci asamada ise Paklitaksel’in maksimum toksik konsantrasyonu
kullanilarak hangi zaman araliginda anastatik hiicre doniisiimiiniin gergeklestigi
belirlenmistir. Apoptozisin erken ve ge¢ asamalari liglii floresan boyama (Hoechst 33342,
Propidyum iyodiir ve Anneksin-V) yontemiyle, Kaspaz 3/7 enzim aktivitesi de
luminometrik kaspaz Ol¢iim kitiyle belirlenmistir. Ek olarak, belirlenen zaman ve
konsantrasyonlarda Kaspaz 3/7+ ve Propidyum iyodiir- ile Kaspaz 3/7+ ve Propidyum
iyodiir+ hiicre popiilasyonlarinin varlig: akis sitometrisi kullanilarak dogrulanmistir. Bu
sayede Paklitaksel’in hangi zaman ve Kkonsantrasyonlarda hiicre popiilasyonun
cogunlugunda (> %80) apoptotik hiicre 6limiinii indiikledigi tespit edilmistir. Son
asamada ise Paklitaksel, belirtilen zaman ve konsantrasyonlarda A549 hiicrelerine
uygulandiktan sonra ortamdan uzaklastirilarak anastatik hiicre donilisimii protein
diizeyinde western blot, gen diizeyinde ise RT-PCR yontemi ile arastirilmastir.

Bu tez calismasi sonucunda A549 hiicrelerinin Paklitaksel kaynakli apoptotik hiicre
Olimiinii tersine ¢evirdigi gosterilmistir. Kiiglik Hiicreli Dis1  Akciger Kanseri
hiicrelerinin (A549), Paklitaksel’e bagli apoptotik hiicre 6liimiinii tersine ¢evirerek geri
geldigi ve geri gelen bu (anastatik) hiicrelerin mekanizmasinin protein ve gen seviyesinde
varlig1 in vitro olarak gdsterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Anastazis; Kii¢iik hiicreli disi akciger kanseri, hiicre oliimii,
apoptozis
2022, ix + 61 sayfa.



ABSTRACT

MSc Thesis

INVESTIGATION OF MOLECULAR AND GENETIC MECHANISMS OF
ANASTASIS IN NON-SMALL CELL LUNG CANCER

Halime AKGUN

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Ferda ARI

Can a dying cell escape the brink of cell death after reaching the generally accepted ‘points of no
return’? This question constitutes the first step of the mechanism of anastasis, but also led to the
emergence of this thesis. Anastasis, which has been described in the literature as a reversal of
apoptosis, begins with the removal of the inducing agent from the environment. More work is
needed on the purpose of anastasis and how it works, as it is a newly discovered process. This
thesis study reveals that A549 cells can recover from Paclitaxel-induced apoptosis. In the first
stage, in order to convert A549 cells into anastatic cells, the maximum toxic concentration of
Paclitaxel was determined by creating growth curves after the application of Paclitaxel with SRB
cell viability analysis. In addition, the results were confirmed by ATP cell viability analysis,
which is a more sensitive method. In the second step, it was determined at what time interval
anastatic cell transformation occurred by using the maximum toxic concentration of Paclitaxel.
Early and late stages of apoptosis were determined by triple fluorescent staining (Hoechst 33342,
Propidium iodide and Annexin-V) and Caspase 3/7 enzyme activity was determined with a
luminometric caspase measurement Kit. In addition, the presence of Caspase 3/7+ and Propidium
iodide- and Caspase 3/7+, Propidium iodide+ cell populations at the specified times and
concentrations was confirmed using flow cytometry. In this way, it has been established at what
time and concentrations paclitaxel induces apoptotic cell death in the majority of the cell
population (>80%). In the final stage, after applying the paclitaxel to A549 cells at the specified
times and concentrations, it was removed from the environment and anastatic cell transformation
was investigated by western blot at the protein level and RT-PCR method at gene level.

As a result of this thesis study, it was shown that A549 cells reverse Paclitaxel-induced apoptotic
cell death. It has been shown in vitro that Non-Small Cell Lung Cancer cells (A549) come back
by reversing Paclitaxel-induced apoptotic cell death, and the presence of the mechanism of these
returning cells (anastatic) at the protein and gene levels.

Key words: Non-small cell lung cancer, cell death, apoptosis, anastasis
2022, ix + 61 pages.



TESEKKUR

Her seyden once, ¢calismalarimda danismanligimi yapan, yiiksek lisans siirecim boyunca
bana rehberlik eden, bilimsel bir arastirmaci olarak biiylimeme ve 6grenmeme izin veren
mentorluk ve deneyimi sagladigi i¢in degerli danigman hocam Prof. Dr. Ferda Ar1’ya,

Calismalarimda tecriibeleriyle bana yon gosteren, laboratuvar sartlarinda gerekli diizenin
saglanmasinda emegi gecen Bursa Uludag Molekiiler Kanser Arastirma Laboratuvar
(BUMKAL) iiyelerine,

Istisnasiz her deney sonucumda benimle ayni heyecam ve ilgiyi gosterip, bilgi ve
tecriibelerini benimle paylasan, buraya yazmakla asla sigdiramayacagim emekler
harcayan, giicine ve basarilarina hayran oldugum ayrica, yapamayacagimi
diigiindiigimde bana inanarak, yetersiz kaldigimi hissettigimde beni gelistirerek her
zaman her kosulda destegini esirgemeyen hem hayat arkadasim hem laboratuvar
arkadasim olan sevgili esim Oguzhan AKGUN’e,

Omriimiin her asamasinda maddi ve manevi desteklerini benden esirgemeyip higbir
fedakarliktan kacinmayarak her zaman yanimda olup her tiirli sikisiklik ve
yorgunluguma kosan, bugiine gelmemde en biiyiik emegin/sabrin sahibi annem Rabia
OZCELEBI’ye ve babam Servet OZCELEBI’ye, ablam Zeynep OZCELEBI
KAPACAK’a ve gece yarilarinda benimle laboratuvara gelerek deney yaptigimda beni
bekleyen ruhu giizel kardesim Omer OZCELEBI’ye sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tezi, aileme, biricik yegenim Eymen Aras’a, sevgili esime ve canim oglum Aybars’a
ithaf ediyorum.

Halime AKGUN
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1. GIRIS

Akciger kanseri global bir saglik sorunu olma yolunda hizla ilerlemektedir. Akciger
kanserinde bildirilen vakalarin yaklasik %80’inini kiiclik hiicreli dis1 akciger kanseri
(KHDAK) olustururken bu gurupta en sik rastlamlan patolojik tip ise
adenokarsinomalardir. KHDAK adenokarsinomalarinin agresif bir fenotipe sahip olmasi,
tedaviden sonra niiks ve metastazlarin ortaya ¢ikmasi ve vakalarin ¢cogunda tan1 aninda
ilerlemis hastaligin gelismesi nedeniyle 5 yillik sagkalim %20'den az olmaktadir (Pikor
ve ark., 2013; Siegel ve ark., 2022).

Akciger kanseri hastalarinda 6nemli sagkalim artislar1 ancak platin ve taksanlar,
vinoralbin ve gemsitabin dahil olmak iizere yeni nesil kemoterapétik ajanlarin
gelistirilmesi ve piyasaya siiriilmesinden sonra gosterildi. Giiniimiizde ilk asama (“first
line”) tedavi olarak standart kabul edilen kemoterapi uygulamasinin KHDAK
hastalarindaki sagkalim basarilarina ragmen konvansiyonel kemoterapinin kritik birkag
sinirlamas1 bulunmaktadir. Kemoterapi spesifik olmayan hedeflemeden kaynaklanan
yiiksek yan etki ve hedef dis1 toksisite profili nedeniyle sinirli dongii ve zaman
araliklarinda uygulanabilmektedir. Bu asamada ise sagkalimi etkileyen en biiyiik
etmenlerin basinda uygulanan “tedavinin basarisizligr” devreye girmektedir. Cilinki
toksisiteyi en aza indirmek amactyla optimal bir rejim segilmesiyle uygulama kiirleri
arasinda gecen siirede ajanlarin plazma konsantrasyonlardaki azalma ile kanser
hiicrelerine rejenerasyonlar1 i¢in zaman taninabilmektedir. Bu agamada akla gelen ilk
soru hiicre oliimiiniin indiiklendigi bir kanser hiicresinde, etkiSn ajanin ortamdan
kaldirilmasi sonucu hiicreler 6liim siirecine devam edebilirler mi? Bu soru en ¢ok ¢alisilan
ve mekanizmasi aydinlatilan programlanmis hiicre 6liimii olan apoptozis igin test
edilmistir. Apoptoziste geri doniilmez nokta (“the point of no return”) olarak tanimlanan
effektor kaspaz-3/7 aktivasyonu ve mitokondri membran potansiyelinin (MOMP)
bozulmasindan sonra apoptotik indiikleyicinin ortamdan kaldirilmasi sonucu hiicrelerin
nasil bir siireci takip edecegi incelenmistir. Yapilan ¢aligsmalar sonucunda da ‘anastazis’’
olarak tanmimlanan siire¢ agiga ¢ikarilmistir (Sun ve ark., 2017; Sun ve Montell, 2017;
Tang ve Tang, 2018; Tang ve ark., 2022; Tang ve ark., 2017; Tang ve ark., 2015; Tang
ve ark., 2012). Yapilan in vitro analizlerde apoptozu indiikleyen ajanin ortamdan

uzaklastirilmasi sonucu hiicreleri apoptozisin geri doniilemez noktasindan kurtaran dogal



bir hiicre kurtarma yolu oldugu kanitlanmistir. Oziinde apoptozisin tersine gevrilmesi
olarak literatiire gegen anastaziste siireci baslatan temel olay ise apoptotik indiikleyicinin
ortamdan ¢ikarilmasidir. Bu, apoptotik hiicrelerin post-anastatik hiicrelere doniismesini
saglayan ilk ve tek adimdir. Yapilan in vitro (Inceboz ve ark., 2021; Seervi ve ark., 2019;
Sun ve ark., 2017; Tang ve ark., 2022; Tang ve ark., 2017; Tang ve ark., 2015; Tang ve
ark., 2012; Tang ve ark., 2009) ve in vivo (Tang ve ark., 2018) ¢alismalar ile siire¢ basarili
bir sekilde ortaya konmustur. Tiim bu ¢alismalar sonucunda da anastazisin igsel bir

iyilesme olay1 oldugu kanisina varilmistir (Tang ve Tang, 2018).

Hiicrelerin subletal (“bir siireligine” oldiirlici dozun altinda olan) konsantrasyonlarda
ajanlara maruz kalmasi sonucu etkin ajanin ortamdan uzaklastirilmastyla apoptotik hiicre
olimii basarisizlig1 (“apoptosis failure”) yoluyla hiicrelerin yasama dondiikleri bilinirdi
(Berthenet ve ark., 2020). Smurl kaspaz-3/7 aktivasyonu veya smirli MOMP’daki
degisimler hiicrelerin genomik kararsizlik, mutasyon yiikii ve yliksek DNA hasariyla geri
donmesine neden olmaktadir (Ichim ve ark., 2015). Fakat anastaziste hiicrelerin letal
dozdaki ajanlarin uygulanmasindan yasama dondiikleri ve siirece dair yapilan ileri
analizlerde belli genetik imzalarin bulundugu hatta geri donen hiicrelerdeki sinirli DNA
hasarinin  yiiksek oranda tamir edildigi bu nedenle apoptotik hiicre olimii
basarisizligindan oldukga farkli bir mekanizma oldugu gériilmiistiir. Ustelik geri donen
hiicrelerin ilag direnci, metastatik aktivite, epitelyal mezenkimal tranzisyon (EMT)
uyarimi gibi onkojenik dzellikler sergiledigi bildirilmistir (Tang ve ark., 2017; Tang ve
ark., 2012). Mekanizma sadece kanser hiicrelerinde degil kanser olmayan saglikli
hiicrelerde de gosterilmistir. Fakat en biiyiik zorluk anastazisin in vivo kosullarda test
edilmesidir. Tang ve arkadaslar1 (2018) yaptiklar1 ¢alismalarda apoptozisten yasama
donen hiicreleri takip etmek amaciyla kaspaz biyosensorii gelistirmis ve Drosophila
melanogaster’de anastazis mekanizmasini basariyla gostermistir. Fakat mekanizma
birgok kanser hiicresi tizerinde in vitro sartlarda arastirilsa da siiregle ilgili olarak heniiz
in vivo tiimor modellerinde bir arastirma bulunmamaktadir. Anastazis mekanizmasiyla
yasama dogru kivrilan hiicrelerin yiiksek onkojenik karaktere sahip olmasi anastazisin in
Vvivo sartlarda test edilerek mekanizmaya yonelik detayli aragtirmalarin yapilmasi olduk¢a

Onem arz etmektedir.



Ozetle, anastazis siirecine dair nispeten bu belirsizligin ve akabindeki problemlerin
¢Ozlilmesi gerekmektedir. Ancak anastazisin tespitine yonelik yerlesik bir biyobelirtecin
olmamasi ve Oliimden donen bu alt popiilasyonun ana popiilasyondaki hiicrelerle
morfolojik olarak ayni olmasi, 6liimle yasam arasinda kalmis bu hiicrelerin ayrim
noktasinda birtakim zorluklar yaratmaktadir. Bu alanda bazi basarilar elde edilmis olsa
da arastirilmayr ve ¢oziilmeyi bekleyen bircok soru bulunmaktadir. Bu yiizden,
gerceklestirdigimiz bu tez ¢alismast KHDAK hiicreleri i¢in kemoterapotik bir ajanla
tedaviden sonra apoptozisten yasama geri donen (post anastatik) anastatik hiicre
mekanizmasinin detayli arastirilmasini kapsamaktadir. Belki de en 6nemlisi, anastazisin
klinik ortamda saptanmasi, kemorezistan (ilaca direncli) ve metastatik hastaligi olan

hastalar i¢in kisisellestirilmis tedavi planlarinin belirlenmesinde yararli olacaktir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Akciger Kanseri

Normalde, akcigerlerimizdeki ve viicudumuzun diger kisimlarindaki hiicreler, hiicre
say1sini kontrol altinda tutan belirli bir biiyiime ve 6liim dongiisiine sahiptir. Bu dengenin
bozulmasiyla hiicreler; tiimor, neoplazma veya lezyon adi verilen bir kitle olusturur.
Tiimor hiicreleri normal dokulan istila edebildiginde, tliimoriin malign oldugu kabul
edilir. Malign hiicreler orijinal olarak akcigerden geldiginde, tiimor akciger kanseri olarak
adlandirilir. Akciger kanserleri tipik olarak bronslari kaplayan hiicrelerde ve akcigerin
bronsiyoller veya alveoller gibi boliimlerinde baglar (Sekil 1)
(https://www.lungevity.org/for-patients-caregivers/lung-cancer-101/how-lung-cancer-
develops).

Normal Akciger

Adenokarsinoma

Sekil 1. Akciger kanserinin varligini gosteren sema (https://www.lungevity.org/for-
patients-caregivers/lung-cancer-101/how-lung-cancer-develops)

2.1.1. Akciger Kanseri Alt Tipleri

Akciger kanseri, histolojisine (hiicrelerin mikroskop altinda nasil goriindiigiine) veya
biyobelirteglerine (kanserde aktivitesi degisen genler veya proteinler) gore iki sekilde

smiflandirlabilir (Thai ve ark., 2021).

2.1.1.1. Akciger Kanserinin Histolojiye Gore Simiflandirilmasi

Farkl1 akciger kanseri tiirleri, patologun mikroskop altinda gordiigii hiicre tipleri ile

histolojik olarak tanimlanir. Akciger kanserlerinin yaklasik %85t KHDAK, yaklasik



%15’1 ise kiiciik hiicreli akciger kanseridir (KHAK) (Thai ve ark., 2021).
Adenokarsinom, skuamoz hiicreli karsinom ve biiyiik hiicreli (farklilasmamis) karsinom

(Sekil 2) olmak tizere ti¢ ana KHDAK alt tipi vardir (Travis ve ark., 2015).

Kiiciik Hiicreli

Akciger Kanserj

Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri
Adenokarsinoma

I Skuaméz Hiicreli Karsinom
Biiyiik Hiicreli Karsinom

Diger

Sekil 2. Histolojiye gore akciger kanseri tiirleri (https://www.lungevity.org/for-patients-
caregivers/lung-cancer-101/how-lung-cancer-develops)

AKkciger adenokarsinomu, KHDAK’larin bir alt tipidir ve diger tiirler gibi kanser
hiicrelerinin mikroskop altinda nasil goriindiigiine gore kategorize edilir. Akciger
adenokarsinomu genellikle akcigerlerin dis kenarlar1 boyunca yer alir (Sekil 3, A). Diger
akciger kanserlerinden daha yavas biiylime egilimindedir ve tiim akciger kanserlerinin

%40'1n1 olusturur (Herbst ve ark., 2018).

Skuamoéz hiicreli karsinomlar, akcigerlerdeki hava yollarinin igini kaplayan diiz
hiicreler olan skuamoz hiicrelerde baslar. Akcigerlerin orta kisminda, ana hava yolunun
(brong) yakininda bulunma egilimindedirler. Timor biiyiirse, goglis rontgeni veya
bilgisayarli tomografi (CT veya CAT) taramas1 akcigerde bir bosluk tespit edebilir. Bu
bosluk ise, bir timor kitlesi veya nodiil igindeki gaz veya sivi dolu bir bosluktur ve
skuamoz hiicreli akciger kanserinin klasik bir belirtisidir (Sekil 3, B). Bu tiiriin beyin,
omurga ve diger kemikler, adrenal bezler ve karaciger dahil olmak iizere bircok bolgeye
yayllma ozelligi vardir. Tiim akciger kanserlerinin yaklasik %30'u skuamdéz hiicreli

akciger kanseri olarak siniflandirilir (Derman ve ark., 2015).

Biiyiik hiicreli akciger kanseri, mikroskop altinda a¢ik¢a adenokarsinom veya skuamoz

hiicreli akciger kanseri hiicrelerinden farkli goriinmekle birlikte biiyiik boyutlar ile



KHAK hiicrelerinden ayirt edilirler (Sekil 3, C). Hizl1 bir sekilde biiyiimeye ve yayilmaya
meyillidir, bu da tedavi edilmesini zorlastirabilir. Gegmiste, tiim akciger kanserlerinin
yaklasik %10'u biiyiik hiicreli olarak siniflandirilirdi. Bununla birlikte, akciger kanserini
teshis etmenin daha kesin yollar1 kullanilmaya baslandikca, bu oran muhtemelen %2'ye
kadar diismektedir. Gegmiste biiyiik hiicreli olarak kabul edilen bir¢ok akciger kanseri,
simdi akciger adenokarsinomu veya skuamoz hiicreli akciger kanseri olarak tanimlaniyor.
Bu ek bilgiye sahip olmak, tedavi seceneklerini segmek icin dnemlidir. Bu tip akciger
kanseri, daha sik periferde bulunsa da akcigerin herhangi bir yerinde de bulunabilir
(Xiaochuan ve ark., 2020).
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Sekil 3. KHDAK alt tiplerine ait mikroskobik goriintiiler. A) Akciger Adenokarsinom
B) Skuamdéz hiicreli karsinom C) Biiyiikk hiicreli akciger kanseri hiicreleri
(https://www.lungevity.org/for-patients-caregivers/lung-cancer-101/how-lung-cancer-
develops)
Kiiciik hiicreli akciger kanseri, tim akciger kanserlerinin yaklasik %10 ile %15'ini
olusturur. Bu tip akciger kanseri, KHDAK'tan daha hizli biiyiime ve yayilma
egilimindedir. Kansere yakalanan kisilerin yaklasik %70'inde, bu tiir teshis edildiginde

yayilis gostermis olurlar. Bu kanser hizla biiyiidiigli i¢cin kemoterapi ve radyasyon

tedavisine iyi yanit verme egilimindedir (Rudin ve ark., 2021).



2.1.1.2. Akciger Kanserinin Biyobelirteclere Gore Simflandirilmasi

Kanser hastalarinda gozlemlenen klinik yanittaki biiyiik heterojenlik ve antikanser
ilaglarin  dar terapotik endeksleri goz Oniline alindiginda, kanser tedavisini
bireysellestirmek icin yeni yontemler hasta sonucglarini iyilestirmek i¢in kritik 6neme
sahiptir. Kanseri molekiiler diizeyde anlamamiz, tiimorleri yalnizca anatomik konumla
karakterize etmekten molekiiler profillerini dikkate almaya dogru bir kayma ile
sonuglanmigtir (Fontana ve ark., 2022). Yakin zamana kadar, genomik kanser
aragtirmalarinin ¢ogunlugu kesif ve dogrulama asamasindaydi; bununla birlikte, timor
molekiiler profilleme konusundaki bilgiler arttik¢a, klinikte genomik kanser tibb1 giderek
daha somut hale gelmektedir (Berger ve Mardis, 2018).

Kanser biyobelirtegleri genel olarak prognostik ve prediktif olarak iki siiflandirmaya
ayrilir. Prognostik bir biyobelirteg, tedavinin yoklugunda esas olarak hastalik sonucu ile
iligkilidir, prediktif bir biyobelirte¢ ise ila¢ yanitinin degerlendirilmesinde degerlidir
(Costantini ve Budillon, 2020).

2.1.1.2.1. Akciger Kanserinde Genomik Biyobelirtecler

Akciger kanserinin molekiiler biyolojisinin aydinlatilmasindaki ilerlemeler, KHDAK'l1
hastalarin klinik yonetiminde ilgili olabilecek bir dizi potansiyel biyobelirteglerin

tanimlanmasina yol agmustir (Sekil 4) (Pikor ve ark., 2013).

MAP2K1_ ROS BRAF
PIK3CA

MET {'

Akciger Adenokarsinomu Skuaméz Hiicreli Karsinom

Sekil 4. Akciger adenokarsinomu ve skuamdz hiicreli karsinomun molekiiler alt tipleri
(Pikor ve ark., 2013’ten [s. 180] Tirkgelestirilerek alinmistir)



Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR): Epidermal biiyiime faktorii reseptor
geni (EGFR), reseptor tirozin kinaz ailesinin bir iiyesidir. EGFR sinyali, gelisim ve
hiicresel homeostaz, ¢cogalma ve biiyiimede kritik 6neme sahiptir (Sharma ve ark., 2007).
EGFR proteininin, cogu akciger kanserinde asir1 eksprese edildigi bilgisi 19901 yillara
kadar uzanmaktadir (Tateishi ve ark., 1991). Bu nedenle EGFR uzun zamandir akciger
adenokarsinomunda onkogen ve varsayilan terap6tik hedef olarak yer almaktadir. EGFR,
KHDAK’larin %62'sinde asir1 eksprese edilir ve ekspresyonu kotii prognoz ile

iliskilendirilmistir (Sharma ve ark., 2007).

Kirsten Sigan Sarkomu Viral Onkogen Homologu (KRAS): KRAS onkogeni, RAS
membranla iligkili G proteinleri ailesinin bir iiyesidir ve ¢ogalma, hiicre iskeletinin
yeniden diizenlenmesi ve hayatta kalma dahil olmak tizere gesitli hiicresel tepkilerde yer
alan i¢gsel GTPaz aktivitesine sahip bir proteini kodlar (Edkins ve ark., 2006). KRAS,
EGFR dahil olmak {izere bir dizi tirozin kinaz reseptoriiniin asag1 akisinda (downstream)
hareket eder ve RAS/RAF/MAP kinaz/ERK ve RAS/MAPK sinyal yollarinin
aktivasyonu ile iligkilidir (Sholl, 2015). KRAS mutasyonlari, KHDAK hastalarinin %25
ila %35'inde, esas olarak kati paternli adenokarsinomlarda meydana gelir (Kempf ve ark.,
2016). KRAS mutasyonunun varligi, olumsuz sonuglarla iligkili olabilmekle beraber
(Ying ve ark., 2015) kemoterapiye yanitin negatif bir gostergesi olabilir (Macerelli ve
ark., 2014). Ek olarak, ikinci bir primer tiimore sahip olma olasiliginin artmasiyla

iligkilidir (Shepherd ve ark., 2013).

ROS proto-onkogen 1, reseptor tirozin kinaz (ROS1): ROS proto-onkogen 1, reseptor
tirozin kinaz (ROS1), insiilin reseptor ailesinin bir tirozin kinaz reseptdr iiyesidir. ROS1,
cesitli organlarin gelisimi sirasinda epitel hiicre farklilagmasinda rol oynar, ancak bu
reseptér igin hicbir ligand tanimlanmamistir (Bergethon ve ark., 2012). Klinik
arastirmalar, ROS1 yeniden diizenlemesini barindiran ileri evre KHDAK'l1 hastalarin
krizotinib tedavisinden fayda gordiigiinii ve %80'e varan yanit oranlar1 gosterdigini
bildirmistir (Maziéres ve ark., 2015). Ulusal Kapsamli Kanser Ag1 2014 kilavuzlari, ileri
ticlii negatif [EGFR, ALK (anaplastik lenfoma kinaz) ve KRAS] akciger adenokarsinomu
olan tiim hastalarin ROS1 dahil diger molekiiler belirte¢ler i¢in test edilmesini

onermektedir (Maziéres ve ark., 2015).



insan Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii 2 (HER2): Insan epidermal biiyiime
faktorii reseptorii 2 geni HER2 (ERBB2), bir proto-onkogendir (Popescu ve ark., 1989).
ERBB reseptor ailesinin bir tirozin kinaz reseptorii tiyesini kodlar (Ricciardi ve ark.,
2014). HER2'de belirli bir ligand yoktur. Bununla birlikte, bir heterodimer olusturmak
icin diger ERBB reseptorleri ile birlestirilebilir (Bu ve ark., 2017). Bu, hiicre
proliferasyonu, farklilagsmasi ve gog¢iinde yer alan MAPK (mitojenle aktive olan protein
kinaz) ve PI3K (fosfatidilinositol 3-kinaz) yolaklar1 dahil olmak {izere 6nemli sinyal
iletim yollarinin aktivasyonuna izin verir (Ricciardi ve ark., 2014). HER2 ekspresyonu
ve/veya amplifikasyonu meme ve mide kanseri dahil bir¢ok kanserde bulunur. HER2'nin
agirt ekspresyonu, KHDAK!'larin %7 ila %34,9'unda rapor edilmistir ve bu tiimorleri olan
hastalarda kotii prognoz ile iligkilendirilmistir. HER2'min aktive edici mutasyonlari,
akciger kanserlerinin %1,6 ila %4'linde bulunmustur (Yamamoto ve ark., 2008). Farkli
caligmalar, yaklasik %50 yanit oranlar1 gosteren HER2 hedefli tedavilerden (afatinib ve
trastuzumab) fayda gorebilecek hastalar1 segme yontemi olarak HER2 mutasyonu i¢in
akciger adenokarsinomlarinin taranmasinin 6nemini pekistirmektedir (Maziéres ve ark.,

2015).

RET proto-onkogeni: RET proto-onkogeni, bir transmembran reseptoriinii ve
proteinlerin tirozin protein kinaz ailesinin bir iiyesini kodlar. Ligandlarin kodlanmis
reseptore baglanmasi, reseptor dimerizasyonunu ve hiicre farklilagmasi, biiytimesi, gocii
ve hayatta kalmasinda rol oynayan downstream sinyal yollarinin aktivasyonunu uyarir
(Knowles ve ark., 2006). In vitro ¢alismalar, RET flizyonlarinin, vandetanib, sorafenib ve
sunitinib gibi ¢cok hedefli kinaz inhibitorleri tarafindan inhibe edilebilen onkojenik

doniistime yol agtigim gostermistir (Lipson ve ark., 2012).

MET proto-onkogeni: MET geni, hiicre proliferasyonu, hayatta kalma, motilite ve
istilada temel roller oynayan c¢oklu sinyal yollarim1 aktive eden bir tirozin kinaz
reseptoriinii (hepatosit biiylime faktorii reseptorii) kodlar (Fujimoto ve Wistuba, 2014).
MET'in patolojik aktivasyonu, mutasyon, gen amplifikasyonu ve asir1 protein
ekspresyonunu igerir (Paik ve ark., 2015). MET degisiklikleri ilk olarak renal papiller
karsinomali hastalarda ve MET kinaz alanindaki mutasyonlarda reseptoriin yapisal
aktivasyonuna yol aganlarda rapor edilmistir (Schmidt ve ark., 1997). Akciger

kanserinde, MET mutasyonlari, skuamoz hiicreli akciger kanserlerinin %3'linde ve



akciger adenokarsinomlarinin %8'inde meydana gelir. MET amplifikasyonlar1 akciger
adenokarsinomlarinin %4'iinde ve skuamdz hiicreli akciger kanserlerinin %1'inde
bulunur ve MET inhibitorlerine duyarlilik ile iliskilidir (Paik ve ark., 2015). KHDAK'da,
yiiksek MET gen kopya sayisiyla birlikte MET ve hepatosit biiyiime faktorii protein
ekspresyonu, kotii prognoz faktorleri olarak tanimlanmistir (Beau-Faller ve ark., 2008;
Masuda ve ark., 2012).

B-RAF proto-onkogen, serin/treonin kinaz (BRAF): B-RAF proto-onkogen,
serin/treonin kinaz (BRAF) onkogeni, RAS/RAF/MEK/ERK sinyal yolunda yer alan bir
serin/treonin kinazi kodlar. Onkojenik mutasyonlar tarafindan aktive edildiginde, BRAF
MEK!"1 fosforile eder ve hiicre biiylimesini, ¢ogalmasini ve hayatta kalmasini destekler.
BRAF mutasyonlarit KHDAK!'larin %1 ila %3"linde (¢ogunlukla adenokarsinom oldugu)
rapor edilmistir (Cardarella ve ark., 2013).

Fosfatidilinositol-4,5-bifosfat 3-kinaz katalitik alt birim alfa (PIK3CA): PI3K'lar,
katalitik ve diizenleyici alt birimlerden olusan heterodimerik lipid kinazlardir ve hiicre
biiylimesi, transformasyon, adezyon, apoptoz, sagkalim ve motilitede rol oynayan ¢esitli
asag1 akis yolaklarinin bir par¢asidir (Yamamoto ve ark., 2008). Akciger kanserleri de
dahil olmak iizere bir¢cok tiimdérde PKI3CA amplifikasyonlari, delesyonlar1 ve somatik
hatali mutasyonlar bildirilmistir. Aslinda, PIK3CA, insan kanserlerinde KRAS’la birlikte
en yaygin mutasyona ugramis onkogenlerden biridir (Samuels ve Velculescu, 2004).
Mutasyonlar KHDAK hastalarinin %1 ila %4'tinde bulunur (Endoh ve ark., 2006;
Fujimoto ve Wistuba, 2014; Kawano ve ark., 2006; Samuels ve Velculescu, 2004).

2.1.1.2.2. Akciger Kanserinde Immiinoterapi Belirtecleri

Kanser immiinoterapisi, tiimorlerin kendinden ziyade yabanci olarak taninabilecegi ve
aktiflestirilmis bir bagisiklik sistemi tarafindan etkin bir sekilde saldiriya ugrayabilecegi
fikrine dayanir. Bununla birlikte, timoriin ilerlemesi sirasinda, diizenleyici bagisiklik
tepkisini kontrol eden kontrol noktalarindan yararlanilarak kanser hiicrelerinin bagisiklik

gbzetiminden kagmasina izin veren Ozelliklerin edinilmesi gerceklesebilir (Spranger ve

Gajewski, 2018).
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Programlanmis Hiicre Oliimii 1 (PD-1), Programlanmis Oliim-Ligandi 1 (PD-L1),
PD-L2: PD-1 reseptorii, timor mikrogevresinde bulunan ligandi (PD-L1) ve antijen
sunan hiicreler tarafindan eksprese edilen ikinci bir ligand olan PD-L2 ile T hiicreleri
tarafindan ifade edilen bir inhibitor reseptordiir (Garon ve ark., 2015). PD-L1 ve PD-
L2'nin, 6zellikle kanserde, PD-1'e baglandiktan sonra T hiicresi aktivasyonunu down
regiile ettigi ve boylece bagisiklik tepkisini kesintiye ugrattigi gosterilmistir (Akbay ve
ark., 2013). Su anda, anti-PD-1 tedavisine yanit verme olasilig1 en yiiksek olan hastalari
tanimlamak i¢in dogrulanmis bir belirte¢ bulunmamaktadir; bununla birlikte, PD-1 ve

PD-L1 ekspresyonunun prediktif degeri ile ilgili arastirmalar devam etmektedir.

2.2. KHDAK’da Giincel Kemoterapotik Yaklasimlar

Her ne kadar molekiiler hedefli tedavi ve immiino-onkolojideki son gelismeler akciger
kanseri terapotiklerinin dogasinda devrim yaratmis olsa da sitotoksik kemoterapi akciger
kanseri tedavisinin énemli bir bileseni olmaya devam etmektedir. Kemoterapi, timor
hiicrelerinin biiyiimesini ve boliinmesini durdurmak icin ilaglarin kullanildigir bir
tedavidir. Her hasta kemoterapi ilaglarina farkli yanmit verirken, kemoterapi tedavisi
akciger kanseri tlimorlerini kiigiiltebilir, akciger kanseri semptomlarini hafifletebilir ve
omrii uzatabilir. Bu geleneksel tedavi, akciger kanserinin tiim evrelerinde hem KHDAK
hem de KHAK i¢in kullanilabilir. Kemoterapi ilaglari, hizla biiyiiyen hiicrelerin
cekirdegindeki DNA'ya zarar vererek veya hiicrelerin boliiniip biiylimesini engelleyerek
calisir. Su anda, paklitaksel (PTX) dahil olmak {izere kemoterapi, KHDAK tedavisinin
temelini olusturmaktadir (Pirker, 2020). KHDAK tedavisi i¢in yaygin olarak kullanilan

baz1 kemoterapdtik ilaglar Cizelge 1°de verilmistir.

Cizelge 1. KHDAK tedavisinde yaygin olarak kullanilan kemoterapi ilaglari

Genel (kimyasal) isim Ticari Isim

karboplatin Paraplatin
sisplatin Platinol-AQ
dosetaksel Taxotere
etoposid Etopophos
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Cizelge 1. KHDAK tedavisinde yaygin olarak kullanilan kemoterapi ilaglar1 (devam)

gemsitabin

paklitaksel

Gemzar

Taxol, Onxol

Paklitaksel (albiimine bagli) Abraksan

pemetrekset

vinorelbin

Alimta

Navelbine

Kullanilan kemoterapi yelpazesinin genigligine ragmen PTX uzun siiredir birinci
basamak tedavilerin bas aktorii olmustur. Mikrotiibiilleri hedef alan bir antikanser ilaci
olan PTX, mikrotiibiiliin B-tiibiilin alt birimine baglanarak mikrotiibiil polimerizasyonu
ile depolimerizasyon arasindaki dinamik dengeyi bozar. Bu sayede hiicre dongiisii G2/M
fazinda mitotik durma ile sonuglanir (Sekil 5) (Skubnik ve ark., 2021). Ayrica, apoptotik
diizenleyici proteinler olan Bcl-2 ailesi ve JNK/SAPK, NF«kB yolag: gibi diger sinyal

yollar1 araciligryla hiicrelerin 6liimiinii modiile eder (Lim ve ark., 2022).
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Hii \
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/
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Tak: ~
Ted I:i (e ¥a) G A
P .
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CECSE |
(PL P L4
(d ([ - Metafaz
 £eféle j
cshsd . 4
Polimeri Depolimerizasyon
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Tabilin dimeri @ s

Kontrol Noktas:
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Sitokinez ‘é ‘;ﬁl , .
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Sekil 5. Paklitaksel’in etki mekanizmasi (Skubnik ve ark. 2021°den [s. 10]
Tiirkcelestirilerek alinmigtir)
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2.3. Hiicre Oliimii ve Apoptozis

Hiicre oliimii organizmanin gelisimi, doku homeostazi ve konak savunmasinda c¢ok
onemli bir adimdir. Patolojik/fenotipik alt tiplemeleri dahil bilinen 200°den fazla kanser
tiurtiniin  (Siegel ve ark., 2022) ortak Ozelliklerinden en Onemlisi hiicre O6liim
mekanizmalarinin iistesinden gelmeleridir. Hiicre o6liimii, kanserlerde uzun siire
arastirilmistir. Ancak baglangicta biiylik dlgiide biiyiiyen tiimoérlerde hipoksik alanlarda
gozlenen nekroz baglaminda rapor edilmistir (Strasser ve Vaux, 2020). Nekroz gibi letal
etkili hiicre oliimiinden farkli olarak, fizyolojik intihar siireci sonucunda hiicrelerin
61diigii bildirilmis ve bu hiicre dliimiine atifta bulunmak i¢in “apoptoz” terimi nerilmisgtir
(Kerr ve ark., 1972). llerleyen calismalarda ise hiicre o6liimiine olan ilgi artarak
apoptozisin molekiiler mekanizmalari aydinlatilmaya calisgilmigtir. Artik glinlimiizde
apoptozun metazoanlar i¢in yasamin temel bir parcasi oldugu ve hiicrelerin apoptoza
girme seklinin nematodlardan memelilere kadar korundugu kabul edilmektedir (Singh ve

ark., 2019).

Gorsel analizlerle 151k ve elektron mikroskopisiyle apoptozis sirasinda meydana gelen
hiicre kiiglilmesi, piknotik ve fragmente niikleuslar gibi ¢esitli morfolojik degisiklikler
tanimlanmistir (Sekil 6) (Hacker, 2000). Apoptozisin molekiiler mekanizmasi ise enerjiye
bagimli olduk¢a karmasik bir siirectir. Bugline kadar mekanizma digsal veya Oliim
reseptorleri yolu ve igsel veya mitokondriyal yol olarak iki ana siirece indirgenerek
incelenmistir. Hatta bu iki yolak birbirlerine kontrollii sinyal yollariyla baglanir (Sekil 7)
(Igney ve Krammer, 2002).
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hiicre kigllmesi, membran Kromatin yogunlasmasi

blebleri + Membranla kapli, deiisen miktarlarda
- Hiiere kiigiliir nukleus, veya diger hiicre igi yapilar
igeren apoptotik cisimeikler ve kromatin

« Membram intaktir e
kondensasyonu goriiliir

+ Uzerinde kiigiik cepcikler olusur

‘beni ye' sinyali fosfatidilserin translokasyonu

+ Bu mekanizma apoptotik hiicrelerin + Apoptozis boyunca hiicre membram
komsgu hiicreler ve makrofajlar asimetrisi kaybolur, normalde plazma
tarafindan tamnmasin saglar. Bu sayede membraninin i¢ yiiziinde bulunan
inflamasyon olusmaz fosfatidilserinin erken evrede

membranin dig yiiziine dogru transloke
olur

Sekil 6. Apoptozisin morfolojik 6zellikleri (Hacker, 2000’den Tiirkgelestirilerek
uyarlanmistir ve PowerPoint ile tasarlanmustir)

Apoptozun dissal fazini tanimlayan olaylar dizisi en iyi sekilde FasL/FasR ve TNF- a
/TNFR modelleri ile karakterize edilmistir. Bu modellerde, reseptorlerin kiimelenmesiyle
ligand baglanmasi iizerine, reseptorlerin sitoplazmik domainlerine adaptér proteinler
toplanir. Ornegin Fas ligandinin Fas reseptoriine baglanmasi adaptor protein FADD (Fas
iligkili 6liim domaini)'in baglanmasiyla sonuglanir ve TNF ligandinin TNF reseptoriine
baglanmastyla ise adaptor protein TRADD (tiimor nekroz faktor reseptorii 1-iliskili 6liim
domaini alani)'in FADD ve RIP alimi ile baglanmasiyla sonug¢lanir. Adaptor proteinler
O0lim efektor alaninin dimerizasyonu yoluyla prokaspaz8 ile birlesir. Bu noktada,
prokaspaz-8'in oto-katalitik aktivasyonu ile sonug¢lanan, 6liimii indiikkleyen bir sinyal
kompleksi (“DISC”) olusur. Kaspaz-8’in aktiflesmesi ile apoptozisin yiiriitme asamasi
tetiklenmis olur. Aktif kaspaz-8 efektdr kaspaz olarak simiflandirilan kaspaz-3/7’nin
proleotik aktivasyonuna neden olur. Cellat kaspazlar olarak da isimlendirilen aktif-
kaspaz-3/7, sitokeratinler, PARP (Poly (ADP-ribose) polymerase), plazma membrani,
hiicre iskeleti proteini alfa fodrin, niikleer protein NuMA dahil olmak iizere cesitli
substratlar1 pargalayarak apoptotik siireci tamamlar. Bir diger yol ise aktif kaspaz-8’in
Bid'i enzimatik olarak pargalamasi ile baslar. Bu bolinme 15kDa’lik t-Bid olarak
isimlendirilen ara iirliniin ortaya ¢ikmasiyla sonuglanir (Li ve ark., 1998; Luo ve ark.,
1998). t-Bid daha sonra dis mitokondriyal membrana yer degistirir ve sitokrom ¢ ve diger

apoptojenik proteinlerin mitokondrinin intermembran boslugundan sitozole salinmasini
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kolaylastirmak i¢in Bax veya Bak'in oligomerizasyonunu destekler. Mitokondri membran
potansiyelinin (MOMP) degisimi sonucu salinan sitokrom ¢, ATP'nin varliginda adaptor
protein Apaf-1'e baglanir ve onu aktive eder. Bu da sirasiyla kaspaz-9'u sisteme katarak
apoptozom olusumuna, kaspaz-9'un aktivasyonuna ve ardindan cellat kaspazlar olan
kaspaz-3/7 aktivasyonuyla sonuglamr. Igsel yolak tek basina MOMP degisimiyle
baslayabilecegi gibi digsal yolak tarafindan indiiklenen aktif kaspaz-8 tarafindan da
baslatilabilir. Fakat yolak akisi incelendiginde en son asama olarak kaspaz-3/7

aktivasyonunda kesisirler. Mekanizma Sekil 7°de 6zetlenmistir.

P R s " k|
__________ |- = = n . Digsal |
icsel Stres | Ol“_"“ . Apoptozis
Apoptozis Faktdrii 1 Reseptorleri |
I ‘ 1 1 |
| Il 1 |
! l 1 | 1
| Bim | ! 1
Puma
| e ' |
I . 1 | 1
| /S“q9fe BH3 | Pro-Kaspaz-8 1
iceren
he .
| 1 1 1
Bel-2 Bel-xl Bax/Bak
| == 1 I FADD |
P
l - el | :
I l , - i
1 Bid | .
Sitokrom ¢ 1 Kaspaz-8 1
| Salinimm 1 | 1
I l 1 | |
| 1 I I
I R T [ I
I Kaspaz-9 1 1 1
| 1 Kaspaz-3| |
|

Apoptozis

Sekil 7. Apoptozis mekanizmasina ait yolaklar (Wali ve ark., 2013’ten [s. 268]
Tirkgelestirilerek alinmistir)

2.3.1. Apoptozisin Evreleri ve Zaman Siireci

Senkronize bir sekilde apoptozise ugramaya indiiklenen hiicrelerin sitozolik ekstraktlar
ile yapilan c¢alismalar, apoptozisin biyokimyasal ve morfolojik olarak farkli faza
boliinebilecegini gostermistir (Lazebnik ve ark., 1993; Solary ve ark., 1993). Bunlardan
birincisi, pro-apoptotik uyaranlar, apoptozisin merkezi molekiiler mekanizmasinin

aktivasyonunu tetikler (baslangic asamasi). Ikinci olarak, kararli veya efektdr fazda,
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molekiiler yiiriitme mekanizmasi tamamen aktive olur. Ancak bundan sonra, ii¢lincii veya
bozunma asamasinda, apoptozisin ayirt edici 6zellikleri belirgin hale gelir. Bunlar

morfolojik degisiklikleri ve DNA pargalanmasini igerir (Sekil 8).

Apoptoz
sinyalleri

Hayatta kalma e
faktorleri ile "

kurtarma -
.
QP
Uyarlanabilirlil % \ 'Geri doniisii yok' noktast

sevivesi — e— — — — —— — —— e—— S—— —

//\\

N

2

e
To®
(&)

Kurtarma miimkiin degil #f

(.

Hiicre dlimii €&

Sekil 8. Apoptozisin asamalar1 (Hilario ve ark., 2010’dan [s. 1027] Tiirkgelestirilerek
alinmustir)

Hiicre popiilasyonlarinda apoptotik liimiin asenkron dogasi, esas olarak baslatma fazinin
oldukca degisken siiresinden kaynaklanmaktadir. Geri doniisii olmayan nokta, morfolojik
Ozelliklerin ortaya ¢ikmasindan birkag saat 6nce meydana gelir (Brunet ve ark., 1998;
Messam ve Pittman, 1998). In vivo olarak, bir apoptotik hiicre &liimiiniin siiresinin, hiicre
tipine bagl olarak degisebilmesine ragmen, 6 ila 24 saat arasinda oldugu tahmin

edilmektedir (Jiang ve ark., 2019; Kerr ve ark., 1972; Lazebnik ve ark., 1993).
2.3.2. Apoptozisin Biyokimyasal Ozellikleri

2.3.2.1. interniikleozomal DNA Parcalanmasi

Apoptozun ayirt edici biyokimyasal 6zelligi, DNA'nin endojen DNazlar tarafindan
niikleozomal birimlere pargalanmasidir, bu da ¢ift sarmalli DNA’y1 180-200 baz ¢iftlik
(bp) interniikleozomal fragmanlara ve bunlarin katlarina (360, 540 vb.) ayrilmasini saglar
(Wyllie ve ark., 1980). Apoptotik hiicrelerin DNA fragmanlari, izole edilmis DNA'nin
elektroforezinde bir merdiven modeli olarak gériiniim olusturur (Zhang ve Xu, 2000). Bu,
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apoptoz i¢in tipik bir goriiniim saglar (Sekil 9) (Sekaran ve ark., 2010). Fragmantasyon
apoptotik  hiicrelerde CAD  (“caspase activated DNaz- kaspazla-aktiflesen
deoksiriboniikleaz-’") enzimi tarafindan DNA’nin niikleozom birimlerine ayrilmasiyla
saglanir., CAD normal hiicrelerde ICAD’a (“inhibitor of caspase-activated
deoxyribonuclease-kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitori-DNA
fragmentasyon faktor) bagli inaktif formda bulunur ancak apoptoz sinyali alan hiicrelerde
kaspaz 3 tarafindan aktive edilir ve bu enzim DNaz (endoniikleaz) oldugu i¢in ¢ekirdek
DNA’smin hizli bigcimde 180-200 baz ¢iftlik niikkleozomal fragmanlara ayrilmasini saglar

(Sekil 10) (Giiles ve Eren, 2008; Majtnerova ve Rousar, 2018).

Sekil 9. Agaroz jel elektroforezi ile apoptotik DNA fragmanlarinin goriintiisii (Sekaran
ve ark., 2010 [s. 499])

I Apoptotik indiiksiyon
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Sekil 10. Apoptoz ile indiikklenen DNA fragmantasyonu (Majtnerova, 2018’den
Tirkgelestirilerek alinmistir)
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2.3.2.2. Kaspaz Aktivasyonu

Apoptoz olarak tanidigimiz bu morfolojik degisikliklere ve genellikle bu fenomenle
iligkili biyokimyasal degisikliklere ne sebep olur? Cevap kaspazlardir. Kaspazlar,
metazoanlar boyunca filogenetik olarak korunan ve birgok farkli role hizmet eden bir
sistein proteaz ailesidir. Memeli kaspazlari, bagisiklikla ilgili olanlar (1, 4, 5, 11, 12) ve
apoptotik hiicre 6liimiinii kolaylastiranlar (2, 9, 8, 10, 3, 6, 7) olmak iizere iki fonksiyonel
gruba ayrilir (Sekil 11) (Shalini ve ark., 2015). Normalde hiicrelerin iginde aktif olmayan
(inaktif proenzim) onciiler olarak bulunurlar. Spesifik hedef substratlar1 par¢alamak icin
aktive edilirler. Tam enzimatik aktivitenin uyarilmasi i¢in, biiyiik ve kii¢iik alt birimleri
birbirinden ayiran spesifik i¢ aspartat kalintilarinda boliinme gerektirirler (Alnemri ve
ark., 1996). Substrat 6zgiilliigii, prodomain yapisi ve biyolojik fonksiyon iizerine yapilan
caligsmalar, kaspazlarin apoptoz sirasinda kendiliginden ¢ogalan bir kaskad da aktive
oldugunu ortaya koymustur (Riedl ve Shi, 2004; Opdenbosch ve Lamkanfi, 2019). Yani
apoptotik kaspazlar kendi i¢inde, N-ucuna dogru spesifik protein etkilesim alanlarinin
varligina veya yokluguna bagli olarak baslaticilar ve yiiriitiiciiler (efektorler) olmak tizere
alt boliimlere ayrilir (Sekil 11) (Shalini ve ark., 2015). 2, 8, 9 ve 10 numarali kaspaz gibi
upstream (yukar1 akig) kaspazlarinin pro-apoptotik sinyallerle aktivasyonu, downstream
(asag1 akig) veya efektor kaspazlarin 3, 6 ve 7'nin proteolitik aktivasyonuna yol agar.
Efektor kaspazlar aslinda bir dizi hayati proteini pargalara ayirir ve boylece DNA yikimi
ve tipik morfolojik 6zellikler dahil olmak iizere apoptotik bozunma fazini baslatir ve

yiiriitiir.
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Sekil 11. Memeli kaspazlarinin domain yapisi ve fonksiyonel siniflandirmasi. CARD,
kaspaz aktivasyon ve alim alani; DED, 6liim efektor alant; L, biiytik alt birim; S, kiigiik
alt birim; S*, kisa form; L*, uzun form (Shalini ve ark., 2015’ten [s. 527]
Tirkgelestirilerek alinmistir)

Kaspaz aktivasyonunun iki ana yolu karakterize edilmistir. Bunlardan biri, 6rnegin Fas
ve TNF reseptorlerini iceren Oliim reseptorlerinin baglanmasiyla baglatilir. Kaspaz 8,
reseptorlerde bir sinyal kompleksi tarafindan aktive edilen bu yoldaki en apikal kaspazdir.
Diger, mitokondriyal yol, ¢esitli sitotoksik ajanlarin, anormal onkojen ekspresyonunun

ve p53'tin neden oldugu apoptotik sinyalleri birlestirir (Fearnhead ve ark., 1998; Soengas
ve ark., 1999).

2.3.3. Apoptotik Hiicre Oliimiiniin Inhibisyonu

Apoptotik inhibitorler, hiicrenin hayatta kalmasini tegvik ederek hiicre proliferasyonunu
diizenler. Bu inhibitérler, pro-apoptotik ve anti-apoptotik faktorlerin inhibisyonu da dahil
olmak iizere sayisiz kavsak yol mekanizmasi araciligiyla ¢alismaktadir (Sekil 12)
(Abdelhafez ve ark., 2019). Potansiyel anti-apoptotik tedavi yontemlerinin kisa bir listesi,
IAP (“inhibitors of apoptosis proteins”-apoptoz proteinlerinin inhibitdrleri) protein
ailesinin stimiilasyonunu, kaspaz inhibisyonunu, PARP (poly [ADP-ribose] polymerase-
poli [ADP-riboz] polimeraz) inhibisyonunu, PKB/Akt (protein kinaz B) yolunun

stimiilasyonunu ve Bcl-2 proteinlerinin inhibisyonunu igerir (EImore, 2007).

19



IAP protein ailesi hem igsel hem de dissal yollar1 diizenlemeleri nedeniyle belki de
apoptozun en énemli diizenleyicileridir (Deveraux ve Reed, 1999). Bu ailenin en bilindik
tiyeleri XIAP (X-baglantili memeli apoptoz proteini inhibitorii) ve survivin proteinleridir
(Silke ve ark., 2002). XIAP baslatic1 ve efektor kaspazlara, 6zellikle Kaspaz-3 ve Kaspaz-
7'ye baglanir ve aktivitelerini inhibe ederek hiicre 6liimiinii engeller. Simdiye kadar, [AP
ailesinin iiyeleri, felg, omurilik yaralanmalari, multipl skleroz ve kanser tedavisi i¢in
terapOtik hedefler olarak arastirilmistir. Sentetik nonspesifik kaspaz inhibitori z-VAD-
FMK'nin sican ve fare miyokard enfarktiis modellerinde miyokardiyal reperfiizyon
hasarinin siddetini azalttigi gosterilmistir (Mocanu ve ark., 2000). Kaspaz aktivitesinin
spesifik inhibitorleri de bu anlamda faydali olabilir. Nitekim Kaspaz I olarak da
adlandirilan ICE (Interldkin-1 beta doniistiiriicii enzim), apoptoz sirasinda hiicre igi
protein yikimina aracilik eden bir sistein proteazdir. ICE inhibitdrleri, interldkin 1B'nin
azaltilmasi yoluyla romatoid artrit ve diger inflamatuar durumlar tedavi etmek igin

gelistirilmistir (Le ve Abbenante, 2005).

PARP-1'in hem DNA onarimi hem de apoptozdaki ikili rolii nedeniyle, PARP-1
inhibitorlerinin farmakolojik kullanimi iskemik ve inflamatuar hiicre ve organ hasarinm
azaltma veya antitiimor ajanlarin sitotoksisitesini arttirma seklindedir (Graziani ve Szabo,
2005). PARP-1 nakavt farelerle yapilan son arastirmalar, PARP-1 inhibitorlerinin
kullaniminin miyokardiyal iskemi ve reperfiizyon hasar ile baglantili yaralanma i¢in
etkili bir tedavi olabilecegini gostermektedir (Zhou ve ark., 2006). PKB/Akt sinyalini
uyaran ve hiicrenin hayatta kalmasini destekleyen insiilin benzeri bitytime faktorii-1 (IGF-
1) infiizyonunun, miyokardiyal iskeminin hayvan modellerinde faydali oldugu
gosterilmistir. Transgenik kardiyak iskemi modelleri ve global beyin iskemisi ile ilgili
diger c¢alismalar, Bax ekspresyonunun ve/veya fonksiyonunun inhibe edilmesinin
mitokondriden sitokrom ¢ salmimint Onleyebilecegini, mitokondriyal membran
potansiyelindeki azalmayir engelleyebilecegini ve hiicreleri apoptoza karsi
koruyabilecegini gostermektedir (Elmore, 2007). IAP regiilasyonu g¢esitli molekiiller
tarafindan diizenlenir. IAP'lerin kendileri, i¢sel ve bazi digsal apoptotik uyaranlar
sirasinda sitozole salinan Smac/Diablo ve HtrA2/Omi adli iki mitokondriyal protein
tarafindan inhibe edilir. Omi/HtrA 2 sitoplazmada XIAP proteinine baglanarak bu

proteinin inhibisyonuna neden olur. Bu sekilde, hiicre 6liimiiniin indiiksiyonuna aracilik
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eder. Smac/DIABLO ise herhangi bir apoptotik uyaranla birlikte sitoplazmaya salinir.
Burada IAP proteinlerine baglanir ve apoptozisi indiikler (Bildik ve Bayar, 2018).

Apoptozisin inhibisyonu
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Sekil 12. Apoptozisin inhibisyonunu gosteren sinyal yolaklari.

(https://www.cellsignal.com/pathways/inhibition-of-apoptosis-pathway)

Bir¢cok hayatta kalma faktorii tarafindan aktive edilen PI3K yolu, hayatta kalma
sinyalizasyonunda onemli bir oyuncu olan Akt'nin aktivasyonuna yol agar. PTEN,
PI3K/Akt yolunu negatif olarak diizenler. Aktive Akt, pro-apoptotik Bcl-2 aile iiyeleri
Bad, Bax, kaspaz-9, GSK-3 ve FoxO1'i fosforile eder ve inhibisyonuna neden olur.
Birgok biiytime faktorii ve sitokin, anti-apoptotik Bcl-2 aile tiyelerini indiikler. Jaks ve
Src, sirayla Bel-xL ve Bcl-2 ekspresyonunu indiikleyen Stat3'i fosforile eder ve aktive
eder. Erk1/2 ve PKC, CREB'yi aktive eden ve Bcl-xL ve Bcl-2 ekspresyonunu indiikleyen
p90RSK'y1 aktive eder. Bu Bcl-2 ailesi tiyeleri, sitokrom c salinimini ve ardindan kaspaz-
9 aktivasyonunu 6nleyerek mitokondrinin biitiinliigiinii korur. TNF-a, hem pro-apoptotik

hem de anti-apoptotik yollar1 aktive edebilir; TNF-o, kaspaz-8 ve -10'u aktive ederek
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apoptozu indiikleyebilir, ancak ayrica Bcl-2 gibi anti-apoptotik genlerin ekspresyonunu
indiikleyen NF-kB yoluyla apoptozu inhibe edebilir. cIAP1/2, TRAF2'ye baglanarak
TNF-a sinyalini inhibe eder. FLIP, kaspaz-8 aktivasyonunu engeller (Sekil 12).

2.4. Anastazis

Doku homeostazinin proliferasyon ve 6liim arasindaki bir denge yoluyla saglandigi (Toit,
2013) gdz oniine alindiginda, Programlanmis Hiicre Oliimiiniin (“Programmed Cell
Death” PCD) "hiicreler i¢in mitoz kadar i¢sel" oldugu ve fizyolojik ve patolojik kosullarin
yonetilmesinde ¢ok dnemli bir rol oynadig aciktir. Aslinda diizensiz bir hiicre 6liimii,
noronlarin kitlesel 6liimiiniin meydana geldigi norodejeneratif hastaliklar ve hiicrelerin
defektif bir sekilde ¢ikarilmasiyla tesvik edilen kanser de dahil olmak tizere bir dizi
bozuklugun etiyolojisine katkida bulunabilir (Gokhan ve ark., 2022). Cesitli PCD
bigimlerinin varligini (ve aralarindaki iligskiyi) destekleyen kanitlarin artmasi bu alani son

derece karmasik hale getirmektedir.

Kanserin hiicre proliferasyonunda artis ve apoptoziste azalmaya bagli olarak gelistigi
bilinmektedir. Hiicre 6liimii engellendiginde hasarli hiicreler birikir ve dokuya zarar verir
(Carneiro ve El-Deiry, 2020). Apoptozis, programlanmis hiicre 6liimii yoluyla hasarl
hiicreleri elimine ederek koruyucu bir mekanizma gorevi goriir (Fuchs ve Steller, 2011).
Apoptotik hiicrelerin, mitokondriyal disfonksiyon ve efektor kaspaz aktivasyonundan
sonra, hiicrelerin apoptotik yola bagl olduklarmma ve kaderlerini etkili bir sekilde
miihiirlediklerine inanilirdi. Ciinkii tek basina kaspaz aktivasyonu veya mitokondriyal
hasar hiicre 6liimiine neden olmak i¢in yeterli bir sebeptir. Dolayisiyla bu zamana kadar,
kaspaz aktivasyonu veya sitokrom c’nin sitoplazmaya salinimi apoptoziste “geri doniisii
olmayan nokta” olarak kabul edilir ve bu asamalardan sonra hiicrelerin geri
dondiiriilemez oldugu bilinirdi (Chipuk ve ark., 2010; Green ve Kroemer, 2004). Fakat
son yillarda aragtirmalarla ortaya c¢ikan yeni bir fenomenin hiicrelerin bir alt
popiilasyonunun preapoptotik bir duruma geri donebildigini gostermesiyle bu teoriye
meydan okunmustur. Yeni kesfedilen bir mekanizma olan bu fenomen Yunanca
‘canlanmak, hayata yiikselmek’ anlamlarina gelen anastazis olarak tanimlanmistir (Tang
ve ark., 2012). Anastazis, 6ziinde apoptozisin tersine ¢evrilmesidir. Siireci baglatan temel

olay ise apoptotik indiikleyicinin ortamdan ¢ikarilmasidir. Bu sayede apoptotik hiicreler
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post-anastatik hiicrelere doniiserek Sliimiin esiginden kurtulabilir ve hayatta kalabilirler.
Hem in vitro (Inceboz ve ark., 2021; Seervi ve ark., 2019; Sun ve ark., 2017; Tang ve
ark., 2022; Tang ve ark., 2017; Tang ve ark., 2012; Tang ve ark., 2009) hiicre
modellerinde hem de in vivo (Tang ve ark., 2018) olarak Drosophila melanogaster’de
stire¢ basarilt bir sekilde ortaya konmustur. Bu da anastazisin ig¢sel bir iyilesme olay1
oldugunu gostermektedir. Hatta anastazisin kesfi apoptoziste ‘‘geri doniisii olmayan
nokta’’ olmadig1 gergegini giin yiiziine ¢ikarak PCD nomenklatiiriine katki saglamistir

(Galluzzi ve ark., 2018).

Anastazise yonelik giincel ¢aligmalarda tiimor hiicrelerini yasama dogru yonlendirdigi,
ila¢ direnci, metastaz1 indiikledigi ve ayrica maligniteyi tesvik ettigi ortaya konmustur.
Ilk olarak Tang ve arkadaslar1 (2009) apoptotik indiiksiyondan sonra insan kanser
hiicrelerinde gbzlenen apoptozisin tersinir oldugunu ve dlmekte olan hiicrelerin tekrar
geri geldigini bildirdiler. Sadece kanser hiicrelerinde degil apoptozisin basladig1 primer
hiicrelerde de indiikleyicilerin uzaklastirilmasi sonrasinda anastazis mekanizmasi ile
hiicrelerin yasama dogru dondiigii bildirilmistir (Tang ve ark., 2012). Hatta bunun
endojen bir mekanizma oldugunu ve anastazisin anormal hiicrelere sinirli bir
fonksiyondan ziyade normal bir fizyolojik siire¢ oldugunu ortaya koymuslardir. Ayrica
mevcut ¢alisma ile anastazisin, memeli hiicrelerinde genel bir fenomen olabilecegi de

ifade edilmektedir (Tang ve ark., 2012).

Bununla birlikte anastazisin indiiklenmesinin veya inhibe edilmesinin farkli potansiyel
uygulama alanlar1 bulundugu 6ngoriilmektedir. Anastazisin indiiklenmesi stratejisi ile
ndronlar ve kardiyomiyositler gibi farklilasmasi ve ¢ogalmasi kisitli olan hiicrelerin
korunmasi, fotoreseptor hiicrelerinde retinal dejenerasyonun Oniine gegilebilmesi, beyin
hasarini takiben ya da nérodejeneratif hastaliklarda noronal hasar derecesinin azaltilmasi
veya fonksiyonel iyilesme, kardiyomiyositlerde ortaya ¢ikan apoptozisin geri
dondiirtilmesi ile strese bagli olarak kalbin fonksiyonel olarak iyilesmesi gibi rejeneratif
sistemlerin desteklenmesi hedeflenebilecektir (Tang ve Tang, 2018). Anastazisin
inhibisyonu ise klinik a¢idan kanser hastalarinin aldiklar1 tedavilerin fizyolojik yanitinda
hayati 6neme sahip olabilir. Kemoterapi ajanlarinin neden oldugu toksisite profilleri
tedavi rejiminin belirlenmesinde secici etkiye sahiptir. Bircok kemoterapi ilacinda her kiir

uygulama arasina belirli zaman siiregleri belirlenerek yan etkilerini azaltmak ve hasta
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refahini arttirmak amaglanmistir. Fakat her yeni kiir kemoterapi uygulamasindan 6nce
kullanilan ilaglarin plazma konsantrasyonlarinin azalmasi kanser hiicrelerinin apoptotik
hiicre oOlimiinden kacis1 i¢in firsat olabilir. Bu yiizden uygulanan ajanin
konsantrasyonunun azalmasiyla kanser hiicreleri anastazisi bir kac¢is yolu olarak
kullanabilir ve bu durum muhtemelen kanser niiksiine katkida bulunabilir (Sun ve ark.,
2017; Tang ve Tang, 2018). Sun ve arkadaslari (2017) yaptiklar1 ¢alisma ile timor
hiicrelerinin kemoterapi, radyoterapi veya cerrahi ile tetiklenen apoptozisten kurtulmasi
durumunda, bu hayatta kalanlarin anjiyogenezi ve timor niiksiinii tesvik etmek igin

proanjiyojenik faktorlerin liretimini diizenleyebilecegini ortaya koymustur.

2.4.1. Anastazisin Kamtlar: ve Potansiyel Mekanizmalar:

Basarili kanser tedavisi, biiyiik 6l¢iide kanser hiicrelerinde apoptozun etkili bir sekilde
uyarilmasima dayanir. Cogu hiicrede, bu iyi tanimlanmis diizenlenmis hiicre Sliimii
bi¢imi, birbirine bagh iki siire¢ gerektiri: MOMP ve kaspaz proteaz aktivasyonu.
Mitokondriyal hasar veya kaspaz aktivasyonu tek basina hiicre 6liimiinii baglatmak i¢in
yeterlidir (Galluzzi ve ark., 2012; Riedl ve Shi, 2004). Bu iki asama apoptozis siirecinde
geri doniilmez nokta (“point of no return”) olarak tanimlanmaktadir (Brentnall ve ark.,
2013; Tait ve ark., 2010). Apoptozis siireci eger verimsiz bir sekilde baslatilirsa geri
doniilmez olarak tanimlanan sistemlerin aktivasyonlar1 tam ger¢ceklesmez. Bu durumda
hiicrelerde apoptotik basarisizlik meydana gelmekte ve hiicreler DNA hasarina baglh
olarak daha agresif bir fenotip kazanabilmektedirler. Basarisiz apoptozisteki etken
apoptotik indiikleyicilerin diisiik konsantrasyonlarda uygulanmasi olarak gosterilmistir.
Ciinkii apoptotik uyaranlar oldiiriicii (“letal”) seviyelere ulagmazsa, hiicredeki tim
mitokondri fraksiyonlarinda membran potansiyelleri etkilenmez (Tait ve ark., 2010).
Veya etkilenen mitokondrilerin membranlarinda sinirl bir depolarizasyon olugsmaktadir.
Bu durumda sitokrom c seviyesi etkilenerek diisiik seviyelerde efektor kaspazlar
(0zellikle kaspaz-3/7) aktive edilir. Efektor kaspazlarin sinirli aktivasyonu ise hiicrede
mutajenik ve pro-onkojenik sonuglar dogurmakta ve hatta bu hiicrelerde ana hiicre
popiilasyonlarindan olduk¢a farkli yiiksek DNA hasari gozlenmistir (Ichim ve ark.,
2015). Basarisiz apoptozis sonucu genomik kararsizliga, DNA hasarina ve diizensiz gen
amplifikasyonu gibi potansiyel onkojenik hasara bagli hiicre transformasyonu farkli

caligmalarda da gosterilmistir (Vringer ve Tait, 2019).
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Basarisiz apoptozun aksine, oliimciil konsantrasyonlarda ajanlarin uygulanmasiyla
indiiklenen apoptotik hiicre 6liimiinden sonra bile yasama dogru donen hiicrelerin varligi
rapor edilmistir. Hatta bu hiicrelerin anastazis olarak isimlendirilen mekanizma ile
yasama geri dondiikleri gosterilmistir (Seervi ve ark., 2019; Sun ve ark., 2017; Tang ve
Tang, 2018). Tang ve arkadaslar1 (2012) etanol ile apoptoz indiiklendikten sonra meme
kanseri hiicrelerinin hayatta kalmasinin miimkiin oldugunu belirtmistir. Kanser
hiicrelerinin etanol ile tedavisinden sonra, tedavi edilen hiicrelerde bazi apoptozis
baslangici belirtilerin gézlenip apoptozun tamamlanmadigi ve hiicre canliliginin restore
edildigi goriilmiistiir. Yapilan c¢alismalarda genel olarak bir indiikleyici varliginda
kaspaz-3/7 aktivasyonunun veya MOMP'daki degisikliklerin baslar baglamaz apoptotik
uyarinin ortadan kalkmasi durumunda hiicrelerin anastazis mekanizmasi ile hayata
dondiikleri rapor edilmistir. Hatta bu mekanizma, birgok hiicre soyu ile yapilan
caligmalarda gosterilmistir (Seervi ve ark., 2019; Tang ve Tang, 2018; Tang ve ark.,
2009).

Tiim bu ¢alismalar, ‘‘Olmekte olan bir hiicre, genel olarak kabul edilen 'déniisii olmayan
noktalara' ulastiktan sonra hiicre 6liimiiniin esiginden kurtulabilir mi?’’ sorusunun cevabi
olmustur. Peki Oyleyse Olmekte olan bir hiicre, hiicre oliimii kararini nasil tersine
cevirebilir? Ciinkii iyilesme, programlanmis 6liim basamaklarini durdurmayi, normal
hiicresel islevleri geri kazanmay1 ve hasar1 onarmay1 icermelidir. Molekiiler siireglere
yonelik yapilan ileri analizler ise anastazis mekanizmasinin daha iyi anlasilmasini
saglamistir. Clinkii anastazis mekanizmasinda kompleks bir siirecte aktive olan kaspaz-
3/7’lerin nasil tekrar elimine olduklar1 veya inaktif forma donebildikleri hala soru
isaretidir. Prokaspaz-3'in aktivasyonu, HSP27 proteini tarafindan inhibe edildigi ve
ayrica kaspaz-9 aktivasyonu ve apoptozom olusumu HSP27, HSP70 ve HSP90 proteinleri
tarafindan baskilandigina yonelik ¢alismalar mevcuttur (Bratton ve Salvesen, 2010; Paul
ve ark., 2002). Bu nedenle anastazis sirasinda 1s1 soku proteinlerinin gen
ekspresyonlarindaki artisin kaspaz-3/7 inaktivasyonuyla iligkili olabilecegi bildirilmistir

(Sun ve ark., 2017).

Anastatik hiicrelerin bir kisminda kanser riskini arttiran ¢ok c¢esitli kromozomal
anomaliler ve DNA kirilmalari tespit edilmistir. Kaspaz-3/7 aktivasyonuna bagl

gerceklesen DNA hasari, basarisiz apoptotik siire¢cle yagsama donen hiicrelerden farklidir.
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Ciinkii anastatik hiicrelerdeki DNA hasarinda, bu hasarin onarimina yonelik molekiiler
diizeyde bir yamt vardir. Ubiquitin ligaz MDM2'nin ekspresyon seviyesinin anastatik
hiicrelerde artisi, p53 proteinini parcalayan ve p53 ile iligkili mitokondriyal apoptozu ve
DNA hasarimi baskilayan bir siireci tetikleyebilmektedir (Sun ve ark., 2017). Ayrica, 1s1
soku proteini olan HSP70'in ekspresyonunun anastazis sirasinda arttig1 ve DNA hasarini

azaltmada hayati bir rol oynadigi belirtilmistir (Mohammed ve ark., 2022).

Kaspaz-3/7 aktivasyonunu takip eden siiregte flipazlarin inhibisyonu fosfatidilserinin dis
membran yiizeyine translokasyonuyla sonuglanir. Eger hiicreler anastazis ile yasama
dontis sagliyor ise teoride fosfatidilserininde i¢ membran ylizeyine transloke olmasi veya
dis ylizeyde bulunanlarin elimine olmasi beklenir. Kardiyomiyosit hiicrelerinde yapilan
calismalarda iskemik hasardan sonra iyilesen hiicrelerde fosfatidilserinin i¢ plazma
membranina transfer oldugunu bildirmistir (Kenis ve ark.,, 2010). Anastazis
calismalarinda ise etanol tedavisi yoluyla hiicre 6liimiiniin indiiklenmesinden sonra
indiikleyicinin kaldirilmasi fare kalp kast HL1 hiicre soyunda ve neonatal sigan primer
kardiyomiyositlerinde fosfatidilserin i¢ membran ylizeyine translokasyonu bildirilmistir.
Tiim bu siiregler anastazis mekanizmasimin hiicreleri nasil yasama dogru cevirdigi ve
apoptotik hiicre 6liimiiniin molekiiler siire¢lerini nasil manipiile edebildigi yoniindedir.
Madalyonun bir diger yliziinde ise anastazis sirasinda meydana gelebilecek bir genetik
transformasyon, iyilesen hiicrelere ek terapdtik direng kazandirabilir. Bu nedenle,
anastazis yoluyla iyilesen hiicrelerin daha agresif ve terapotik modalitelere karsi direngli
olma riski artar (Sun ve ark., 2017). Calismalar anastazis ile ila¢ direnci arasinda bir
iliskinin yan1 sira anastazisle iligkili genlerin ve yolaklarin katiliminin, kemoterapotik
ajanlara kars1 ilag direncini kolaylastirdigini 6ne siirmiistiir (Mirzayans ve Murray, 2020).
Bu baglamda yapilan farkli bir ¢alismada, antikanser bilesikleri olarak etoposid ve
paklitaksel ile gecis tedavisinden sonra geri kazanilan anastatik meme ve rahim agzi
kanseri hiicrelerinde eksportin 1 (XPO1) geninin ekspresyonunun arttigi gosterilmistir
(Seervi ve ark., 2019). XPO1 geni, bir niikleer export proteinini kodlayarak kazanilmis
ilag direncinin desteklenmesinde ana rolleri oynar (Turner ve ark., 2016). XPO1'in asag1
regiilasyonunun ise apoptotik hiicrelerin iyilesmesini 6nemli dl¢iide azalttig1 ve anastatik
kanser hiicrelerinde onkojenik doniisiimii ortadan kaldirdig1, bu nedenle anastatik siiregte

onemli rollere sahip oldugu bildirilmistir (Seervi ve ark., 2019).
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Anastatik hiicreler ayrica apoptozun farkli fazlarima direnen esnek bir hiicre
popiilasyonunu temsil eder. Bu 6zellikler bakimindan kanserin direncli alt popiilasyonu
olan kanser kok hiicreleriyle benzerlikleri dikkat c¢ekmektedir. Son c¢aligmalar,
apoptozdan iyilesen hiicrelerin bazi kanser kok hiicre belirteclerini eksprese ettigini
bildirmistir. Ornegin, apoptozun tersine ¢evrilmesinin, EMT uyarimimi takip eden
CD44/CD24 promotoriinde epigenetik degisikliklere neden olarak kanser kok hiicre
Ozelliklerini indiikledigi bildirilmistir (Xu ve ark., 2018). HeLa (serviks kanseri hiicresi)
ve MDA-MB-231 (meme kanseri hiicresi) lizerinde yapilan ¢alismalarda ise anastatik
kanser hiicrelerinde, kanser kok hiicre belirteglerinden sadece ALDHI1A3
ekspresyonunda artis gozlenmistir. Bu durum aslinda anastazis siirecinin kanser kok
hiicre mekanizmasini indiikleyebildigini gostermektedir (Seervi ve ark., 2019). Bu

mekanizmaya ait temel yolak Sekil 13’te gosterilmistir.
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Sekil 13. Hiicre iyilesmesi sirasinda onerilen anastazis mekanizmasi. (Tang ve Tang,
2018’den [s. 4] Tiirkgelestirilerek alinmistir)

Anastazis sirasinda tanimlanan hayatta kalma yanlist yollarin yukari regiilasyonu,
baslatilan 6liim kaskadini1 bastirmak ve hiicre iyilesmesini tesvik etmek i¢in apoptozis

yolagi ile etkilesime girer.
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2.4.2. Anastazisin Kanser Uzerindeki Potansiyel Etkileri

Radyasyon ve yaygin olarak kullanilan bir¢ok kemoterapi ilacit apoptozisi indiikler ve
toksisiteleri nedeniyle gegici olarak verilir. Bu nedenle, timor hiicreleri normal olarak
kendileri i¢in faydali olabilecek anastazis iyilesme silirecini segerse ve boylece terapinin
neden oldugu hiicre 6liimiinden kacgarsa, anastazis, tedaviyi takiben niiksiin altinda yatan
bir neden olarak karsimiza ¢ikabilir. Nitekim, anastazis gecirmis olan HelLa hiicrelerinin
bir kisminda, hiicre morfolojisinde degisiklikler meydana geldigi ve daha invaziv
karakterde olduklar1 gézlenmistir. Bu nedenle, hayatta kalma ve invazyonu tesvik ederek,
timor hiicrelerinde anastazis metastaza katkida bulunabilir. Bu sebeple, anastazisin
altinda yatan mekanizmalar1 arastirmak ve onu gelistirmek veya engellemek igin

yontemler bulmak kanser i¢in yeni tedavi stratejileri saglayabilir (Sun ve ark., 2017).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 2’de verilmistir.

Cizelge 2. Calismada kullanilan kimyasal maddelerin listesi

Kimyasal Adi Mense
FBS (Fetal Bovine Serum) PAA, ABD
Penisilin-Streptomisin Soliisyonu Gibco, ABD
L-glutamin Gibco, ABD
PBS ThermoFisher, ABD
RPMI Lonza, ABD
%0,05 Tripsin-EDTA Gibco, ABD
DMSO Sigma, Almanya
%0,5 Tripan mavisi ThermoFisher, ABD
Triton X-100 Sigma, Almanya
Hoechst 33342 ThermoFisher, ABD

BSA (Bovine Serum Albumin)

Cell Signalling, Danvers, ABD

Yagsiz kuru siit

Cell Signalling, Danvers, ABD

SDS

BioChemica Applicham, Almanya

Anneksin V

Fluos, Roche ABD

Bax Birincil Antikor

Cell Signalling, ABD

Kaspaz 3/7 Birincil Antikor

Cell Signalling, ABD

GAPDH Bax Birincil Antikor

Cell Signalling, ABD

DMEM-F12

ThermoFisher, ABD

3.1.2. Kullanilan Sarf Malzemeler

Tez ¢alismasinda kullanilan sarf maddeler Cizelge 3’te verilmistir.

Cizelge 3. Calismada kullanilan sarf malzemelerin listesi

Sarf Malzeme Ad1

Mense

25cm?’lik flask

ThermoFisher, ABD

75cm?’1ik flask

ThermoFisher, ABD

96 kuyulu plate

ThermoFisher, ABD

6 kuyulu plate

ThermoFisher, ABD

96 kuyulu beyaz hiicre kiiltiir kab1

ThermoFisher, ABD

Sml enjektor

Genject, Tiirkiye
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Cizelge 3. Calismada kullanilan sarf malzemelerin listesi (devam)

10ml enjektor

Genject, Tiirkiye

15 mI’lik steril santrifiij tlipleri

ThermoFisher, ABD

50 ml’lik steril santrifiij tiipleri

ThermoFisher, ABD

10 ml hacimli serolojik pipet

ThermoFisher, ABD

25 ml hacimli serolojik pipet

ThermoFisher, ABD

10 pl’lik pipet uglar SSIBIO, ABD
200 pl’lik pipet uglari SSIBIO, ABD
1000 pl’lik pipet uglari SSIBIO, ABD
0,2 mikron Steril tek kullanimlik filtreler | SSIBIO, ABD

2 ml’lik cam pastor pipetler

Isolab, Almanya

Kriyovial

ThermoFisher, ABD

5 mI’lik Kombi tip pipet ucu

ThermoFisher, ABD

1 mI’lik Kombi tip pipet ucu

ThermoFisher, ABD

Otoklavlanabilir cam sise

Isolab, Almanya

Thoma lami

3.1.3. Kullanilan Cihazlar

Tez c¢alismasinda kullanilan cihazlar Cizelge 4’te verilmistir.

Cizelge 4. Calismada kullanilan cihazlarin listesi

Cihaz Ad1

Mense

Steril kabin

ESCO, Singapur

COg inkiibatoru

Sanyo, Japonya

Inverted mikroskop

Olympus CKX41, Japonya

Santrifiij

Rotina 35R, Almanya

Saf su cihazi

Direct-Q 3 UV, Merck, Almanya

Hassas terazi

SHIMADZU AUW220D, Japonya

Aspirator

Rocker 300, Tayvan

Spektrofotometre (FLASHScan S12)

Analytik Jena, Almanya

Luminometre (FLx800 Mikroplate)

Biotek, ABD
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Cizelge 4. Calismada kullanilan cihazlarin listesi (devam)

Muse Cell Analyzer

Merck, Almanya

Goriintiileme cihazi (Fusion FX-7)

Vilber Lourmat, Fransa

gRT-PCR sistemi (StepOne Plus)

Applied Biosystems, Singapur

Mikroplaka galkalayici

Heidolph, Almanya

Buharl sterilizator (Otoklav)

Niive OT4060, Tiirkiye

10ul, 100ul ve 1000ul’lik pipet seti

Orange Scientific, Belgika

0,5-5ml pipet

Brand, Almanya

10ml pipet

Eppendorf, Almanya

Microspin, mini-santrifiif/vorteks

FV-2400, Biosan, Letonya

Multipipet cihazi

Hamburg, Almanya

Kuru hava sterilizatori

Elektro-mag M 420, Tiirkiye

Otomatik Pipetor

ISO fill

20-200ul Transferpipet

Brand, Almanya

Mini santrifiij

Scan Speed, ABD

Gii¢ kaynagi 300 Plus 300V

Labnet, ABD

Is1 blogu

TDB120, Biosan, Letonya

Manyetik mini-karistirici

HI190M, Hanna Instruments, ABD

3.1.4. Kullanilan Kitler

Tez ¢alismasinda kullanilan kitler Cizelge 5’te verilmistir.

Cizelge 5. Calismada kullanilan kitlerin listesi

Kit Ad

Mense

ATP bioluminescent somatic cell assay kit

Sigma, Almanya

Caspase-Glo 3/7 Assay System

Promega, ABD

Pierce BCA Protein Assay Kit

ThermoFisher, ABD

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit | ThermoFisher, ABD

RNA izolasyon Kiti

ThermoFisher, ABD

Kaspaz 3/7 Enzim Aktivasyon Kiti

Promega, ABD

Andy Fluor 488 Anneksin V Kiti

ABP Biosciences, ABD
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3.2. Yontem
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii
3.2.1.1. Calismada Kullamilan Hiicre Soyu

Cesitli hiicre tiplerinin uygun fizyolojik ve biyokimyasal kosullarda biiyiitiilerek
cogalmasinin saglandigi teknikler hiicre kiiltiirii olarak ifade edilir. Bu sayede temel hiicre
biyolojisi, ilag arastirmalari, toksisite c¢alismalari ve genetik manipiilasyonlar dahil
oldukga genis yelpazede uygulama alanina sahiptir (Segeritz ve Vallier, 2017). Bu amagla
caligmamizda A549 insan akciger kanser hiicre soyu kullanildi. Kullanilan bu hiicre soyu
epitelyal karakterli ve kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri adenokarsinoma fenotipine sahip

hiicrelerdir.

3.2.1.2. Kullanilan ilaclarin Hazirlanmasi

Kullanilan kemoterapdtik bir ajan olan PTX ’in (BioVision, Katalog No: 1567) stok
¢oOzeltisi dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde hazirland1 ve bu stok ¢ozeltiler -20°C'de
saklanmak tizere muhafaza edildi. Daha sonra PTX’in farkli konsantrasyonlar1 (15,93-
0,002 uM) besiyeri ortaminda ¢oziinerek kullanildi. PTX” in ileri analizlerde kullanilan
dozunu belirlemek i¢in farkli konsantrasyonlarda ilag¢ yanit hesabi yapildi ve DMSO orani
en yiiksek konsantrasyonda %0,01'i olacak sekilde kullanildi.

3.2.1.3. Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmasi

A549 hiicre soyu RPMI 1640 besiyeri igerisinde kiiltiire edilmistir. Ayrica besiyer
igerisine %1 Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10 000 U/ml penisilin, 10mg/ml

streptomisin), %1 L-glutamin ve %10 Fetal Bovine Serum eklenmistir.

3.2.1.4. Hiicre Soylarimin Stoktan Cikarilmasi

-80°C’de 6zel 6rnek saklama tiiplerinde bulunan hiicreler sicak su banyosunda hizlica
coziilerek %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin iceren RPMI-1640 besiyeri igerisine
alindi. Santrifiyj tiiplerine aktarilan hiicre siispansiyonu 800xg’de 5dk santrifiij edildikten
sonra siipernatant1 atilarak peleti kullanildi. Hiicre peleti 5 ml ilgili besiyeri igerisinde 25

cm?1ik flasklar icerisine alinarak 37°C’de, %5 CO; iceren ortamda inkiibe edildi.
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3.2.1.5. Hiicre Soylarimin Pasajlanmasi

Hiicre kiiltiir kabinin %85 yiizey alanin1 kapladiktan sonra kiiltlir kabi igerisindeki
besiyeri ortamdan uzaklastirildi. 5ml 1x PBS ile hiicrelerin yiizeylerinin hafifge
yikanmasi saglandiktan sonra 0,5ml %0,05 Tripsin-EDTA soliisyonu eklenerek hiicreler
37 °C’de, %5 CO2’li ortamda 5dk inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerin
ylizey alaniyla baglantilarinin koptugu gozlenince tiim s1vi ortam toplandi ve hacminin 5
kat1 besiyeri ile sulandirildi. 800rpm’de 5dk santrifiij sonrasinda pelet 10 ml besiyeriyle
tekrar sulandirilarak 75cm?’lik flasklara alindi. Ve 37°C’de, %5 CO2 iceren ortamda
inkiibasyona birakildi. Bu metodoloji tekrarlanarak hiicreler yapilacak analizlere uygun

saylya gelene kadar ¢ogalmalari saglandi.

3.2.1.6. Hiicre Soylarimin Stoklanmasi

Hiicreler kiiltiir kabinin ylizeyinin yaklasik %85’ine yayildiktan sonra metot 3.2.1.5’te
anlatildigi gibi %0,05 Tripsin-EDTA soliisyonu ile kaldirildi. 800rpm’de 5dk santrifiij
yapildiktan sonra siipernatant uzaklastirildi ve pelet %20 FBS, %5 DMSO i¢eren DMEM-

F12 igerisine alinarak 6zel dondurucu tiiplerde -80°C ultra dondurucu dolaplara kaldirildi.

3.2.1.7. Hemositometre ile Hiicrelerin Sayim

Hiicreler tripsin agamastyla tek hiicre siispansiyonu haline getirildikten sonra 10 pl hiicre
stispansiyonu 10 pl %0,5 tripan mavisi ile karistirildi. Hemositometrenin her iki alanina

10 pl boyanan hiicreler eklenerek lamel ile kapatilarak en az 5 alan olacak sekilde sayildi.

3.2.2. Bilyiime Oram Analiziyle PTX Konsantrasyonunun Belirlenmesi

NCI (“National Cancer Institute”/Ulusal Kanser Enstitiisii)’nin in vitro sitotoksisite
tarama c¢alismalarindaki yaklasimi esas alinarak, PTX’in A549 hiicrelerinde biiyiime
oran1 (“Growth Rate”) tizerine etkisi SRB ve ATP canlilik testleri kullanilarak
degerlendirildi. Bu yaklasim kapsaminda, canlilik testlerine gore sitotoksik, sitostatik
veya antiproliferatif etkileri degerlendirmek {tizere LCgy, LCso, TGlsp ve Glsg
parametreleri hesapland: (Sekil 14) (Hafner ve ark., 2016; Shoemaker, 2006).

Bu amagla, A549 hiicreleri 3,5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 96 kuyulu hiicre kiiltiir

kaplarina ekildikten 24 saat sonra, heniiz PTX uygulanmamais hiicrelerin absorbansi (SRB
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canlilik analizi) ve RLU (rolatif 11k {initesi) (ATP canlilik analizi) degerleri elde edildi
(Time zero, Tz). Ardindan, hiicreler PTX in farkli konsantrasyonlari ile muamele edilerek
24 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Tedavi siiresi sonunda, PTX uygulanmis (Ta)
ve/veya uygulanmamis (C) hiicrelerin absorbans (SRB) ve RLU (ATP) degerleri elde
edilerek LCgo, LCso, TGlsg Ve Glsp parametreleri hesaplandi.

Tz: Baslangigtaki hiicre popiilasyonundan (heniiz tedavi almamis, 0 uM) elde edilen
absorbans ve/veya RLU degerini ifade etmektedir (Sekil 14).

Ta: inkiibasyon siiresi sonunda PTX uygulanmus hiicrelerden elde edilen absorbans

ve/veya RLU degerini ifade etmektedir (Sekil 14).

C: Inkiibasyon siiresi sonunda PTX uygulanmamus hiicrelerden elde edilen absorbans

ve/veya RLU degerini ifade etmektedir (Sekil 14).

LCso (“50% lethal concentration”): Ilag/ajan ile inkiibasyon sonrasinda, baslangic
hiicre sayisimt (Tz) %350 oraninda azaltan (sitotoksik etki) konsantrasyonu ifade

etmektedir (Sekil 14).

TGI (“total growth inhibition”): Ilag/ajan ile inkiibasyon sonrasinda, total biiyiime

inhibisyonuna (sitostatik etki) yol agan konsantrasyonu ifade etmektedir (Sekil 14).

Glso (“50% growth inhibition”): ila¢/ajan ile inkiibasyon sonrasinda, uygulama
almamis hiicrelerin (C) proliferasyonunu %50 oraninda azaltan (antiproliferatif etki)

konsantrasyonu ifade etmektedir (Sekil 14).

— (_Tﬂiz) 100 T
1,27, L2, 100 Glsp,  50= "7~ * 100
c-T, T -T2) T Gls
TGy, 0= L2124 100 : o

Growth Rat

’ 2 ilac Dozu
- = T.=T2) 0 .
T<T, (—TGT—TZ) * 100 LCs, -50= . * 100 5 k

Sekil 14. Doz yanit egrilerinin matematiksel olarak belirlenmesi (Hafner ve ark., 2016).
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3.2.2.1. SRB (Sulforhadamine B) Canlilik Metodu

Hiicre kiiltiirii calismalarinda birgok hiicre canlilik analiz yontemi bulunmaktadir. SRB
canlilik analizi de hiicrelerdeki toplam protein seviyelerinin 6l¢iimiine dayanmaktadir. Bu
yontem uzun ziiredir NCI’mn ¢alistig1 ucuz, pratik ve hizli bir sekilde anti-kanser ilag
arastirmalarinda kullanilabilen elverisli bir yontemdir. SRB zayif asidik ortamda
proteinleri baglayan anyonik bir boyadir. Ve zayif bazik ortamda proteinlerden ayrilarak
560 ve 580 nm absorbanslarda 6l¢iilebilen bir renk degisimi saglar. Hiicreler, 96 kuyulu
hiicre kiiltiir kabinin igerisine son hacim 200 pul medium (RPMI 1640) icinde 5000
hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. Kor (Negatif Kontrol)
i¢in kullanilacak kuyulara ise 200 ul besiyeri eklendi. Uygun doz se¢imi yapabilmek
amactyla SRB testi i¢in, PTX’in farkli konsantrasyonlar1 (15,93-0,002 pM) hiicre
besiyerinde hazirlanarak 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina uygulandi. A549 hiicreleri
sayilarak 100 pl besiyeri igerisinde 5000 hiicre olacak sekilde her bir kuyuya ilave edildi.
Hiicrelerde, 6liimiin negatif kontrolii (maksimum canlilik) olarak sadece besiyeri ortami
icerisinde ekilen hiicreler kullanildi. K&r i¢in ayrilan kuyular igerisine ise 200 pl besiyeri
ilave edildi. Ardindan hiicreler, 24 saat 37°C, %5 CO2’li ortamda inkiibasyona birakildi.
Tedavi siiresi sonunda hiicresel proteinleri fikse etmek i¢in, her kuyuya 50 pul TCA
eklendi. Ve +4°C’de 1 saat fikse edildi. Fiksasyon siiresi sonunda 96 kuyulu hiicre kiiltiir
kabu ters gevrilerek TCA dokiildii. TCA’y1 uzaklastirmak i¢in kuyular 5 kez, deiyonze su
ile yikandi. Her yikamanin sonunda 96 kuyulu hiicre kiiltiir kab1 ters ¢evrilerek dokiildii.
Yikama sonunda SRB soliisyonundan her kuyuya 50 pl eklendi ve 30 dakika oda
sicakliginda, karanlikta inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi sonunda SRB 96 kuyulu hiicre
kiiltiir kabindan dokiilerek uzaklastirildi. Baglanmis, boyay1 uzaklastirmak icin kuyular 5
kez %1 lik asetik asitle yikandi. Her yikamanin sonunda hiicre kiiltiir kabr ters ¢evrilerek
dokiildii. Yikama sonunda hiicre kiiltiir kab1, kuyular icerisinde hi¢ damla kalmayacak
sekilde havada kurutulduktan sonra proteinlere baglanan boyanin ¢oziinebilmesi icin, 10
mM tris baz1 (150 pul/kuyu) eklendi. Boya soliisyonunu homojenize hale getirmek igin,
kiiltir kab1 en az 10 dk. 150 rpm’de plate calkalayicisinda inkiibe edildi. Mikroplaka
spektrofotometre cihazinda (Biotek, ABD) 564 nm dalga boyunda okuma yapilarak
biiyiime egrisi (Sekil 14) hesaplamalari igin gerekli absorbans degerleri elde edildi. Deney

igerisinde her bir konsantrasyon birbirinden bagimsiz ti¢ farkli kuyuda tekrarlandi.
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SRB Metodu I¢in Kimyasallarin Hazirlanmasi:

-%10 (w/v) TCA: 10 gram TCA, 100 ml deiyonize su ile 100 ml ye tamamlandi.

-%1 Asetik asit ¢ozeltisi: 1ml asetik asit 99ml su ile hazirlanarak %1°lik asetik asit
¢oOzeltisi elde edildi.

- %0,4 (w/v) SRB: 400 mg SRB boyasi tartilarak %1’lik asetik asit i¢cinde hazirlandi.
-10 mM Tris baz: 121 mg tris baz1 100 ml deiyonize su ile tamamlanarak, 10 mM pH:
10.0 tris bazi elde edildi.

3.2.2.2. ATP (Adenozin Trifosfat) Canlihk Metodu

ATP yontemi liiminesans bazli metodolojiye bagli olarak in vitro sitotoksite dl¢timleri
acisindan SRB yontemine gore ¢ok daha hassas ve giivenilir olarak yapilabilmektedir.
Hiicre igerisindeki en 6nemli enerji deposu olan ATP; biyolojik sentez, sinyal iletimi,
tagima, hareket gibi onemli siiregler i¢in kullanilmaktadir. Hiicresel ATP hiicre canliligini
6l¢gmede en hassas u¢ noktadir. Bu yontemin prensibi hiicre kiiltiiriinde biiytitiilen kanser
veya normal hiicrelerdeki intraseliiler ATP igeriginin Ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir.
Intraselliler ATP igeriginin seviyesi yasayan hiicrelerin sayisinin belirlenmesinde
kullanilan bir gostergedir (Ulukaya ve ark., 2008). Kemoterapotik ajanlar veya
mitokondriyal toksinler ile muamele sonucu hiicrelerde ATP seviyesi onemli Olciide
azalmaktadir. ATP yontemi; liisiferinin Mg*? ve ATP varhiginda liisiferaz enzimi ile
oksiliisiferine katalize olup liiminesans sinyal olusturmasina dayanmaktadir. Liiminesans
sinyal ve ATP konsantrasyonu veya hiicre sayist arasinda dogrusal bir iliski

bulunmaktadir (Ulukaya ve ark., 2008).

Bu amagla, A549 hiicreleri 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplaria 5x10%hiicre/kuyu olacak
sekilde ekildi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra PTX ise 200 pl besiyeri iginde
15,93 uM dozundan azalan dozlara dogru (15,93-0,002 pM) 96 kuyulu hiicre kiiltiir
kaplarinda bulunan hiicrelere uyguland: ve hiicreler 37°C’de %5°’lik CO2’li etiivde 24 saat
inkiibasyona birakildi. Negatif kontrol (maksimum canlilik, tedavi edilmemis hiicre
kontrolii) i¢in 100 pl besiyeri icerisine 100 pl 5x102 hiicre ekildi. Toplamda 24 saatlik
inkiibasyon sonrasinda intraseliiler ATP igerigi ATP kiti kullanilarak belirlendi. Ilk olarak
96 kuyulu hiicre kiiltlir kaplarindaki her kuyudan 150 pl atildi. ATP kitinin igerisindeki

hiicre lizis tamponundan 50 ul her kuyuya ilave edildi ve bdylece hiicre igerisindeki
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ATP’nin disar1 ¢ikmasi saglandi. 20 dakikalik bekleme siiresinin ardindan hiicre kiiltiir
stispansiyonundan 50 pl beyaz renkli 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina aktarildi. Ardindan
her kuyuya 50 pl/kuyucuk lusiferin-lusiferaz enzimi igeren soliisyon ilave edildi. Elde
edilen ATP miktar1 lusiferin-lusiferaz bioluminesans reaksiyonu yardimiyla dlgme
zamant 1 saniye olacak sekilde luminometre (FLx800 Mikroplate Floresan Okuyucu)
kullanilarak ol¢iildii. Elde edilen RLU degerleri biiylime egrisi hesaplamalari i¢in

kullanildi.

3.2.3. Anastatik Hiicrelerin Elde Edilmesi ve Dogrulanmasi

Anastazis, belirli durumlarda 6liim siirecinde olan hiicrelerin, uyaran ¢ikarildiktan sonra
hiicre intihar siirecini durdurup hayata donmelerini ifade etmektedir (Tang ve ark., 2012).
Bu doniisiim apoptozisin geri donililmez noktas1 olarak bilinen kaspaz aktivasyonundan
sonra bile gergeklesebilmektedir. Anastatik hiicrelerin elde edilmesi icin ilk olarak
bliyiime egrisi analizleri sonucu belirlenen PTX konsantrasyonunun hangi zaman
araliginda apoptozisi uyardig1 kaspaz3/7 enzim aktivitesine bagl olarak belirlendi. Akis
sitometri analiziyle kaspaz3/7 pozitif apoptotik hiicre popiilasyonunun orani 6l¢iildii.
Apoptotik indiiksiyona neden olan PTX uygulamasi sonucu diger apoptotik belirtegler
olan fosfatidilserinler Anneksin-V boyasiyla ve piknotik nukleus morfolojileri ise hoechst
boyasi kullanilarak floresan mikroskop altinda incelendi. Ayrica fosfatidilserin pozitif
hiicre yogunlugu florometrik mikroplaka okuyucuyla Olgiilerek apoptotik hiicre

yogunlugu kantitatif olarak dogrulanda.

3.2.3.1. PTX Sonrasi Kaspaz 3/7 Enzim Aktivasyonun Zamana Bagh Belirlenmesi

Bu amagla, A549 hiicreleri 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina 5% 102 hiicre/kuyu olacak
sekilde ekildi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra PTX ise 200 pl besiyeri i¢inde
15,93 uM dozundan azalan dozlara dogru (15,93-0,002 uM) 96 kuyulu hiicre kiiltiir
kaplarinda bulunan hiicrelere uygulandi ve hiicreler 37°C’de %5’lik CO2’li etiivde
inkiibasyona birakildi. PTX uygulamasindan 0, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28. saatler
sonrasinda hiicre i¢i kaspaz 3/7 aktivitesi luminometrik olarak 6lgiildii. Bu sayede PTX

uygulamasi sonrasinda hangi zaman araliginda apoptozisin uyarildig: belirlendi.
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Kaspaz 3/7 aktivite analizi igin “Caspase-Glo 3/7 Assay System” kiti kullanildi. Kit
igerisindeki liyofilize haldeki kaspaz substrati yine kit i¢erisinde bulunan 10ml tampon
¢oOzelti icerisinde coziilerek kaspaz 3/7 ¢ozeltisi olusturuldu. Tedavi siiresi sonrasinda
kiiltiir ortamindaki timor hiicreleri tizerine 50 pl hazirlanan kaspaz 3/7 ¢ozeltisinden
eklenerek 30dk inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerdeki kaspaz
3/7 aktivitesine orantil1 olarak gerg¢eklesen 1s1ma miktari luminometrik okuyucuyla RLU

birimi olarak olgiildii.

3.2.3.2. Kaspaz 3/7 Aktivitesinin Akis Sitometri Yontemiyle Ol¢iilmesi

Akis sitometrisi, belirli floresan prob etiketli hiicrelerin bir lazer i1sinindan gegerken
yaydiklart 151k sagilmasi ve floresan emisyonu ilkesi lizerinde ¢alisan karmasik bir
tekniktir. Parcaciklar lazer kesisme noktasindan gegerken 1sik sagilir ve florokrom
parcaciginin varliginda floresan 15181 yayar. Tek hiicre diizeyinde hiicre popiilasyonlarinin
hizli, nispeten nicel, cok parametreli analizine izin verdigi i¢in benzersiz avantajlar sunar.
Ayrica, alt popiilasyonlart farkli parametrelere gore ayirmak ig¢in hiicrelerin fiziksel

olarak siralanmasini da saglar.

Kaspaz 3/7 aktivitesine sahip hiicre popiilasyonunun orani hakkinda daha detayl bilgi
elde etmek icin kaspaz 3/7 aktivitesi akis sitometrisi ile degerlendirilmistir. Bunun i¢in
A549 hiicreleri, 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina kuyu basina 100x10° hiicre olacak
sekilde ekildi ve 24 saat boyunca 37°C’de, %5 CO2’li ortamda kiiltiire edildi. Daha sonra
PTX” in belirlenen maksimum toksik dozu 24 saat boyunca muamele edildi. Tedavi siiresi
sonunda 6 kuyulu hiicre kiltiir kaplar1 igerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicreleri
serumdan uzaklastirmak amaciyla kuyular 2 ml 1x PBS (Gibco) ilave edilerek hiicre
ylizeyinin yikanmasi saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra
yiizeye yapisan hiicrelerin yilizeyden ayrilmalari i¢in 0,5 ml %0,05 Tripsin-EDTA (Gibco)
soliisyonu kullanildi ve hiicreler 37°C’de, %5 CO2’li ortamda 5 dk inkiibe edildi. 6 kuyulu
hiicre kiiltiir kaplar igerisindeki hiicre siispansiyonu, igerisinde besiyeri bulunan 15ml’lik
falkon tiip igerisine alindi. 800 rpm’de 5 dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim
aspire edildi ve 1 ml’sinde 2x10%-5x10° hiicre olacak sekilde hiicre peleti sulandirildi.
Tedavi gruplarimi igeren etiketli santrifiij tliplerine hiicre siispansiyonundan 50 pl eklendi.

Daha sonra kit igerisinde bulunan kaspaz3/7 g¢alisma soliisyonundan her bir tedavi
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grubunu iceren ependorflara 5 pl konuldu. Kisa bir pipetaj isleminin ardindan 6rnekler
37°C’de, %5 CO2’li ortamda 30 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda santrifiij
tiipleri igerisinde hiicre siispansiyonlarina 150 ul DNA’ya baglanabilen 7-AAD eklenerek
vorteks yapildiktan sonra oda sicakligindan karanlikta 5 dk inkiibasyona birakildi. Son
olarak Muse Cell Analyzer (Millipore, Hayward, CA, ABD) cihazinda hiicrelerde kaspaz

3/7" ve kaspaz 3/7" aktivasyonunun kantitatif olarak 6l¢timii yapildi.

3.2.3.3. Piknotik Niikleuslarin Floresan Boyama Yontemiyle Goriintiilenmesi

Apoptozis, hiicre ¢ekirdeginde piknoz, fosfatidilserin translokasyonu ve hiicre kii¢iilmesi
dahil olmak {iizere spesifik ve asamaya bagli morfolojik degisikliklerle sonuglanir.
Apoptotik siireglerin deneysel aragtirmasi hala zorludur ve rutin olarak kromatin
parcalanmasi ve kaspaz enzim aktivitesi gibi molekiiler olaylarin degerlendirilmesine
dayanmaktadir. Alternatif olarak, floresan mikroskobu altinda belli floresan problarla
niikleer morfoloji analizi yapilarak apoptotik kaskadlarin tespiti ve nicelenmesi basit,

saglam Ve diisiik maliyetli bir yontem saglamaktadir.

Piknoz ile, ¢ekirdek yogun ve kompakt hale gelir ve parcalanmaya (karyoreksis) baglar
ve bu da parlak lekeli niikleer kromatin kiireleri ile sonuglanir. Bu nedenle, piknotik
hiicreler, bir veya daha fazla, de8isken boyutlu, yogun, yuvarlak, parlak niikleer
fragmanlar1 olan saglam bir sitoplazmik zara sahiptir. Hiicrelerdeki nukleus morfolojisi
Hoechst 33342 (ThermoFisher, 62249) floresan boyasi kullanilarak belirlendi. Hoechst
33342 (2'-[4-etoksifenil]-5-[4-metil-1-piperazinil]-2,5'-bi-1H-benzimidazol
trihidrokloriir trihidrat), ultraviyole 1sikla uyarilan hiicre gecirgen bir DNA boyasidir.
Floresan mikroskop altinda 460 ila 490 nm'de mavi floresan 151k yayar. Hoechst 33342,
DNA'min kiigiik oluguna ve tercihen adenin-timin (AT) boélgelerine baglanir. Bu
baglanma 6zellikle apoptotik nukleuslarin morfolojisini ve kompakt kromatinini ayirt
etmek icin hizli ve basit bir ¢6ziim saglamaktadir. Hiicreler es zamanli olarak Anneksin-
V-Fluorescein (yesil floresan) ve non-vital boya olan propidyum iyodiir (kirmiz1 floresan)
ile boyanir. Canli hiicreler; FITC-/PI-, erken apoptotik hiicreler, FITC+/PI- ve geg
apoptotik veya nekrotik hiicreler; FITC+/PI+ boyanirlar ve bu sekilde birbirlerinden ayirt
edilirler (Cizelge 6) (Giiles ve Eren, 2008; Ulukaya ve ark., 2011).

39



Cizelge 6. Erken, ge¢ apoptozis ve nekrotik hiicrelerin gosterimi

Erken Gec Nekrotik Kontrol
Apoptotik | Apoptotik | Hiicreler | Hiicreleri
Hiicreler Hiicreler
Hoechst + + + +
Anneksin V + + - -
Pl - i+ i+ -

Bu tez calismasinda da Hoechst boyasina ¢k olarak Anneksin-V ve Pl boyalar
kullanilarak hiicreler es zamanli olarak boyanmistir. A549 hiicreleri 96 kuyulu hiicre
kiiltiir kaplarma 100 pl igerisinde 5x10% hiicre/kuyu olacak sekilde (3 tekrarli) ekim
yapildi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. PTX 200 pl besiyeri iginde belirlenen
konsantrasyonunda 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarinda bulunan hiicrelere uygulandi ve
hiicreler 37°C’de %35’lik CO2 igeren sartlandirilmis ortama sahip inkiibatorde inkiibe
edildi. Inkiibasyon siiresi sonrasinda 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarindaki besiyeri
uzaklastirildi. Bolim 3.2.3.4°te agiklanan Anneksin-V kiti icerisinde bulunan tampon
¢ozeltide son konsantrasyon 5pg/ml olacak sekilde Hoechst 33342 boya ¢ozeltisi
hazirlandi. A549 hiicreleri boya soliisyonundan 20ul eklenerek 15 dakika karanlikta
inkiibasyon sonrasinda 361497 dalga boyu araligina sahip floresan mikroskop altinda

incelendi.

3.2.3.4. Fosfatidilserinlerin Floresan Boyama Yéntemiyle Gériintiilenmesi ve
Kantitatif Olarak Ol¢iimii

Anneksin V'nin floresan konjugatlari, apoptotik hiicreleri tanimlamak igin yaygin olarak
kullanilir. Insan vaskiiler antikoagiilan Anneksin V, anyonik fosfolipid fosfatidilserin
(PS) igin yiiksek bir afiniteye sahip olan 35-36 kDa agirhiginda Ca*? bagimli bir fosfolipid
baglayici proteindir. Normal saglikli hiicrelerde PS, Flippaz adi verilen ATP'ye bagl bir
enzim tarafindan plazma zarinin sitoplazmik yiizeyinde tutulur. Flippazlar tizerinde
bulunan kaspaz baglanma alanlar1 apoptozis sirasinda aktive olan kaspaz 3/7 tarafindan
taninmasi sonrasinda flippaz fonksiyonlar etkisiz hale gelir. Flippazlarin fonksiyon kaybi1
PS’lerin hiicre membraninin dis yiizeyine transloke olmasiyla sonuglanir. Bu mekanizma
makrofajlar i¢in beni ye (eat me) sinyalini olusturarak apoptotik hiicreleri fagositoz i¢in

isaretleyerek yutulmalarini saglar.
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Bu tez calismasinda apoptozis sirasinda kaspaz aktivasyonu sonrasi gergeklesen PS
translokasyonunu saptamak igin Andy Fluor 488 Anneksin V Kiti (ABP Biosciences,
Rockville ABD) kullanilmistir. Hiicreler 3.2.3.3” de agiklandigi gibi 96 kuyucuklu hiicre
kiiltir kaplarina ekilerek PTX’in 500 nM konsantrasyonu uygulanmustir. Kit icerisinden
¢ikan tampon ¢oOzelti igerisinde 1x olacak sekilde Anneksin-V boyast ve 1lug/ml
konsantrasyonunda PI boyasi hazirlandi. Ek olarak 3.2.3.3’te agiklandigi gibi 5 pg/ml
Hoechst 33342 boyasida eklenmistir. Tiim kuyulara boya soliisyonu eklenerek floresan
mikroskop altinda inceleme yapilmustir. Ayrica 495/520 nm dalga boyna sahip florometre
mikro plaka okuyucu kullanilarak zamana bagli Anneksin-V pozitif hiicre yogunlugu

belirlenmistir.

3.2.4. Anastatik Hiicre Doniisiimiiniin Dogrulanmasi

A549 hiicrelerinde apoptozisi uyaran PTX konsantrasyonu ve zamani belirlendikten
sonra bu uyaranin ortamdan kaldirilmasiyla anastatik hiicre doniisiimii incelenmistir.
Anastasis temel olarak apoptotik uyaran sonrasi hiicre 6liimiiniin basarili bir sekilde
iistesinden gelinmesidir. Oliim siirecinde olan hiicrelerin, uyaran gittikten sonra hiicre
intihar siirecini durdurup hayata donmeleri apoptotik mekanizmada gorevli faktorlerin
etkisizlesmesi veya zamana bagl etkilerinin azalmasiyla gerceklesmektedir. Bu nedenle
PTX’in ortamdan uzaklastirilmasi1 sonrasinda belli saat araliklarinda (0, 3, 6, 12, 24)

hiicrelerdeki kaspaz 3/7 aktivasyonu ve Anneksin-V durumlari incelenmistir.

3.2.4.1. Anastatik Hiicrelerdeki Aktif-Kaspaz 3/7 Seviyelerinin Incelenmesi

A549 hiicreleri 24 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarma 250 ul igerisinde 2x10* hiicre/kuyu
olacak sekilde (3 tekrarli) ekim yapild1 ve 24 saat inkiibasyona birakildi. PTX 250 ul
besiyeri i¢cinde 500 nM konsantrasyonunda 24 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarinda bulunan
hiicrelere uygulandi ve hiicreler 37°C’de %5°lik CO2 iceren sartlandirilmis ortama sahip
inkiibatérde 20 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonrasinda 24 kuyucuklu hiicre
kiiltiir kaplarindaki PTX uzaklastirildi ve tedavi kuyularina 500 pl taze besiyeri eklendi.
Anastatik hiicre evrelerini gormek amaciyla taze besiyeri eklenmesini takip eden 0, 3, 6,

12, 24. Saatlerde 3.2.3.1°de agiklandig1 gibi hiicrelerdeki kaspaz 3/7 aktivitesi dlgtildii.
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3.2.4.2. Anastatik Hiicrelerdeki Anneksin-V Seviyelerinin incelenmesi

A549 hiicreleri 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 100 pl igerisinde 5x10° hiicre/kuyu
olacak sekilde (3 tekrarli) ekim yapildi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. PTX 200 pl
besiyeri i¢inde 500 nM konsantrasyonunda 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarinda bulunan
hiicrelere uygulandi ve hiicreler 37°C’de %5°’lik CO2 ig¢eren sartlandirilmis ortama sahip
inkiibatorde 20 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonrasinda 96 kuyucuklu hiicre
kiiltiir kaplarindaki PTX uzaklastirildi ve tedavi kuyularina 500 pl taze besiyeri eklendi.
Anastatik hiicre evrelerini gormek amaciyla taze besiyeri eklenmesini takip eden 0, 3, 6,
12, 24. saatlerde 3.2.3.4’te aciklandigi gibi hiicrelerdeki Anneksin-V durumlan
degerlendirildi.

3.2.5. Anas.tazis Mekanizmasinin Molekiiler Siireclerinin Protein ve Gen
Seviyesinde Incelenmesi

A549 hiicreleri 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarma 1 ml igerisinde 150x10° hiicre/kuyu
olacak sekilde (6 tekrarli) ekim yapildi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. PTX 1 ml
besiyeri iginde 500 nM konsantrasyonunda 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarinda bulunan
hiicrelere uygulandi ve hiicreler 37°C’de %5°’lik CO2 ig¢eren sartlandirilmis ortama sahip
inkiibatdrde 20 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonrasinda 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir

kaplarindaki PTX uzaklastirildi ve tedavi kuyularina 2 ml taze besiyeri eklendi.

Erken ve ge¢ anastatik hiicre evrelerini géormek amaciyla taze besiyeri eklenmesini takip
eden 0, 3, 6, 12, 24. saatlerde hiicre kaziyicilar (“cell scraper”) kullanilarak hiicreler
kuyucuklarin zemininden kaldirildi. 800g 5 dakika santrifiij sonrasinda tiim 6rneklere ait
hiicre pelletleri western blot ve RT-PCR c¢alismalarinda kullanilmak iizere 2 ayr tiiplere

ayrildi.

3.2.5.1. Western Blot Analizleri

Western blot, aragtirmalarda proteinleri ayirmak ve tanimlamak icin siklikla kullanilir.
Bu teknikte bir protein karisimi, jel elektroforezi yoluyla molekiiler agirliga ve
dolayisiyla tiirline gore ayrilir. Bu sonuglar daha sonra her protein icin bir bant {ireten bir
zara aktarilir. Membran daha sonra ilgili proteine 6zgii etiket antikorlari ile inkiibe edilir.

Isaretli antikorlar HRP substrat1 iceren ikincil bir antikor inkiibasyonundan sonra
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kemoluminesans 6zellikli bir okuyucuda incelenir. Western blot analizleri temel olarak
protein izolasyonu, jelde yiiriitme, jelden membrana aktarim, birincil ve ikincil antikor

inkiibasyonlar1 sonrasi bantlarin goriintiilenmesi olarak belli asamalarda gerceklesir.

Protein Izolasyonu: Protein izolasyonlar1 RIPA Lizis tampon sistemi (SantaCruz, Texas
ABD) kullanilarak 3.2.5’te agiklandig1 gibi western blot analizler i¢in ayrilan hiicre
pelletlerinde gercgeklestirildi. Her 1 ml lizis tamponu i¢in 15 ul 200 mM
fenillmetilstilfonil flioride (PMSF), 15 ul 100 mM sodyum ortovanadat ve 45 pl proteaz
inhibitor karisimi kullanilarak +4°C’de hazirlandi. Hiicre pelletleri tizerine 0,05 ml lizis
tamponu eklenerek karanlikta 45 dakika buz tizerinde bekletildi ve bu esnada 10 dakikada
bir sonikasyon islemi gergeklestirildi. Siire bitiminde soliisyonlar 1,5 ml’lik tiiplere
aktarildt ve +4°C’de <12 000 g’de 20 dakika santrifiij edildi. Santriflij sonrasinda
slipernatantlar proteaz igermeyen steril 0,5ml’lik tiiplere toplandi ve protein miktarlari

sleiildii,

Protein Miktar Tayini: Protein miktarlar1 BCA Protein Kit (TermoFisher, ABD)
kullanilarak ol¢tilmistiir. BCA Protein Testi, alkalin bir ortamda proteinler tarafindan
Cu*®nin Cu*Me indirgenmesi ile bakir katyonunun (Cu*!) bisinkoninik asit (BCA)
tarafindan oldukca hassas ve secici kolorimetrik tespiti ile gerceklesir. Kit igerisinden
¢itkan BCA tamponu ve Cu*? igeren soliisyon 1:50 oraninda hazirlanarak kullanildi. 190
pl hazirlanan soliisyona 10 pl protein lizat1 eklenerek 20 dakika karanlikta inkiibasyona
birakildi.  Inkiibasyon siirsi sonrasinda 564nm dalga boyunda mikroplaka
spektrofotometre cihazinda absorbans degerleri Olgiildii. Ayrica sigir serum albiimini
kullanilarak (BSA, bovine serum albiimine) 2mg/ml konsantrasyonundan baglayarak
logaritmik seyreltmeler olusturuldu ve protein standardi olarak kullanildi. Olusturulan
standart egri grafigine bagli y = m.In(x) + b denklemine gére protein konsantrasyonlari

hesaplandi.

Jelde Yiiriitme ve Membran Transfer Islemi: Konsantrasyonu 6lgiilen protein 6rnekleri
jeldeki kuyu basma 20 pg protein gelecek sekilde 4X LDS Sample Buffer ve 10X
reducing agent icerisinde hazirlanarak 95°C’de 7 dakika boyunca denatiire edildi.
Denatiirasyon sonrast 4-12%, Bis-Tris jelin kuyularina yiiklenen 6rnekler elektroforez

tankinda 200 volt degisken akimda 50 dakika boyunca yiiriitiildii. Yiiriitme islemi sonrasi
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Iblot kuru transfer sistemi (ThermoFisher, ABD) cihazi kullanilarak nitroseliiloz

membranlara aktarim gergeklestirildi.

Birincil, Ikincil Antikor Uygulamast ve Bantlarin Goriintiilenmesi: Proteinlerin
aktarildiklar1 membranlar, %5 BSA iceren 1X TBS-T igerisinde 1:1000 oraninda
hazirlanan birincil antikorda gece boyunca +4°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasinda %5 BSA iceren 1X TBS-T igerisinde 1:1000 oraninda hazirlanan ikincil
antikorla 1 saat inkiibasyon sonrasinda membranlar Fusion FX kemoluminesans
gorlintiileme  sisteminde (Vilbert, France) goriintiilendi. Protein bantalarinin
kantifikasyonu ve normalizasyonu Image-J yazilimi kullanilarak housekeeping protein
olan Gliseraldehid 3-Fosfat Dehidrogenaz (GAPDH) gore yapildi.

3.2.5.2. RT-PCR Analizleri
RNA Izolasyonu (>200nt)

RNA izolasyonlar1 3.2.5.’de agiklandig1 gibi RT-PCR analizleri i¢in ayrilan hiicre
pelletlerinde gerceklestirildi. Hiicre pelleti 1:10 oraninda beta-merkaptoetanol igeren 500
ul hiicre lizis tamponunda pargalanmalar1 saglandi. Izolasyon kolonlarma aktarilan
ornekler >12 000 g hizda 15 saniye boyunca santrifiij edildi. Yikama soliisyonu I ve
yikama soliisyonu II eklenmesi sonrasinda tekrardan >12 000 g hizda 15 saniye boyunca
santrifiij edildi. 14 000xg’de 1 dakika santrifiij edilerek arda kalan tamponlar
uzaklastirildi ve son olarak 40 pl niikleaz igermeyen steril su eklenerek >12 000 g hizda

1 dakika santrifiij sonrasi saf RNA eldesi saglanmistir.

Izolasyon sonrast RNA kalitesi ve konsantrasyon &lgiimii qubit florometre cihazinda

gerceklestirilmistir (260/280nm orani = 2.00).

cDNA Cevrimi

Izolasyonu yapilan RNA’lar yiiksek kapasite CDNA ters transkripsyon Kiti
(ThermoFisher, USA) kullanilarak cift zincir cDNA yapilarina ¢evrildi. Cevrim ig¢in

kullanilan soliisyonlar ve ¢evrim siireci Cizelge 7°de gosterildigi gibi yapildi.
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Cizelge 7. cDNA c¢evrimi asamalari

c¢DNA Cevrimi Kullanilacak c¢DNA Cevrimi
Bilesenleri Hacimler
10X RT Buffer 2 ul
25X dNTP Mix (100 0,8 ul
mM)
10X RT Random 2l ° o
Primers ZiOC 31728: 85°C 4°C
MultiScribe Reverse 1ul dakika | dakika 5 dakika *®
Transcriptase
RNase Inhibitor 1ul
Nuclease-free H,O 3,2 ul
RNA Ornekleri (500ng) | 10 pl

RT-PCR Asamast

cDNA ¢evrimi power syber green mastermix

(ThernoFisher, USA) kullanilarak StepOne Plus RT-PCR cihazinda (ThernoFisher, USA)

sonrasinda RT-PCR dongiileri

gergeklestirildi. RT-PCR dongii asamalari ¢izelge 7°de agiklandigi gibi gergeklestirildi.

Cizelge 8. RT-PCR ¢evrimi asamalari

RT-PCR Kullanilacak RT-PCR Cevrimi
Bilesenleri Hacim ve
Konsantrasyonlar
10X Taq buffer 2 ul Ik 95°C 3 1
Denatiirasyon dakika | Cevrim
dNTP Mix, 2 mM 2 ul , o 30
Denatiirasyon | 95°C saniye 30
25 mM MgCI2 1,2 pl Annealing | *** 30 Cevrim
saniye
Reverse Primer 0,6 ul Uzama 790C 6Q
saniye
Forward Primer 0,6 ul Son Uzama | 72°C 1(_) 1 .
dakika | Cevrim
Tag DNA 0,1 ul
polymerase
cDNA 10pg-1pg
Nuclease-free H:O | 20 ul’ye
tamamlanir
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3.2.6. istatistiksel Analiz

Hiicre canlilik analizleri GraphPad programi araciligi ile gorsellestirilmistir. Tim
deneysel veriler Spss V23 yazilimi kullanilarak c¢oklu veri analizi ANOVA ile
degerlendirildi. 3 tekrarli yapilan tiim analizlerin sonuglari ortalama ve standart sapma ile
verildi. Istatistiksel olarak anlamli veriler p<0,05, p<0,01, p<0,001 degerine gore
belirlendi. Western blot protein bantlar1 image-J yazilim1 kullanilarak GAPDH kontrol
gruplarina gore normalize edilerek kantite edildi. RT-PCR analizlerinde elde edilen CT
(cycle threshold value) degerleri StepOnePlus Software V2.3 ile 224CT yontemi

kullanilarak hesapland.
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4. BULGULAR
4.1. Bilyiime Oram Analizi Sonuclari

A549 hiicreleri 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinda kuyu bagina 5000 hiicre olacak
sekilde ekildi. Hiicrelerin biiyiimesi ve bdliinme dongiilerine girmesi i¢in 24 saat boyunca
%5 CO: igeren sartlandirilmis atmosferli inkiibatorlerde 37°C’de inkiibasyona birakildi.
Daha sonra PTX’in farkli konsantrasyonlariyla (15,93-0,002 uM) 24 saat boyunca
muamele edildi. 24 saatlik uygulama sonrasinda SRB ve ATP hiicre canlilik analizleriyle

alinan veriler metot kisminda agiklandig: gibi biiylime egrisi analizleriyle hesaplandi.

Canlilik sonuglarina bakildiginda PTX uygulamasindan sonra doza bagl bir sekilde hiicre
canliliginda istatistiksel olarak anlamli azalmalar gézlenmistir (Sekil 15). SRB canlilik
analizlerinde Glsp 0,018 uM, TGI 0,440 uM, LCsg konsantrasyonu 3,260 uM ve LCgo
15,93 uM’den biiyiik olarak Olc¢tilmiistiir (Sekil 15). ATP canlilik analizlerinde ise bu
degerler sirastyla; 0,004 uM, 0,148 uM, 0,367 uM, 0,508 uM olarak o6l¢iilmiistiir (Sekil
15). Elde edilen bulgular sonucunda ATP canlilik analizi referans alinarak, ileri

analizlerde LCgo konsantrasyonuyla devam edilmistir.

A3549 24h SRB Hiicre Canhhik Analid A549 24h ATP Hiicre Canlilik Analizi
1004 1004
M
1 M 1 e GIS0 0,004
i LS /\\[ G50 | oois i IGL 0,148
\L TGIL 0440 N LCS0 0,367
» L LC50 3,260 N P, LC95 0,667
é ........ —4—T—T—T—TLC%5 1593 § VT T T T 7T T T T T T
13 S SR G I & o = 43 G T Sy RS N I T I S S B}
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Sekil 15. Biiyiime orani analizi. PTX uygulamasi sonrasinda A549 hiicre soyunun SRB
ve ATP canlilik analizine gore biiylime egrisi grafigi. Her bir veri noktasi 3 bagimsiz
caligmanin ortalamasini temsil etmektedir.
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4.2. PTX Sonrasi Kaspaz 3/7 Enzim Aktivasyonunun Zamana Bagh Belirlenmesi

[lk olarak biiyiime egrisi analizleri sonucu LCsgo olarak belirlenen 500 nM
konsantrasyonunun hangi zaman araliinda apoptozisi uyardigi kaspaz3/7 enzim
aktivitesinin Olgiilmesiyle tanimlandi. Bu amacla hiicreler 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir
kaplarinda kuyu basmma 5000 hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin biiyiimesi ve
boliinme dongiilerine girmesi igin 24 saat boyunca %5 CO. igeren sartlandirilmis
atmosferli inkiibatdrlerde 37°C°de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonrasinda
500 nM PTX uygulandi ve 0, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28. saat siire sonunda kaspaz 3/7
aktiviteleri “Caspase-Glo 3/7 Assay System” kiti kullanilarak luminometrik mikro plaka
okuyucuda o6l¢iildii. Enzim aktivite sonug¢larina gére 500 nM PTX uygulamasi sonucu
zamana bagli olarak kaspaz 3/7 aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli artiglar gdzlendi
(Sekil 16). Enzim aktivitesi maksimum doygunluk seviyesine 20 saat 500 nM PTX
uygulamasi sonucu ulasmistir. Bu nedenle 500 nM PTX’in uygulamasinin 20. saati

apoptozis uyariminin zirve yaptigi nokta olarak degerlendirilmistir.

A. B.
Kaspaz 3/7 Enzim Aktivitesi Kaspaz 3/7 Enzim Aktivitesi
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~ #
25000 i —
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3 = 40+
10000 Sz
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Sekil 16. PTX sonrasi kaspaz 3/7 enzim aktivasyonun zamana bagh degisimi. A. RLU

degerlerine bagli enzim aktivitesi grafigi, B. Enzim aktivitesinin kontrole gore katlik
artig grafigi. # istatistiksel olarak anlamliligi (# :p < 0,001) ifade etmektedir.
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4.3. Apoptoziste Geri Doniilemez Noktanin Belirlenmesi
4.3.1. Akis Sitometri Analizleriyle Kaspaz 3/7 Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Enzim aktivitesi sonuglarinin daha hassas ve kantitatif olarak 6l¢lilmesi igin akis sitometri
analizleri gerceklestirildi. Bu amagla hiicreler 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina kuyu
basia 1x10° hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin biiyiimesi ve béliinme dongiilerine
girmesi i¢in 24 saat boyunca %5 CO; igeren sartlandirilmis atmosferli inkiibatorlerde
37°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonrasinda 500 nM PTX, enzim

aktivite analizlerinde belirlenen siire olan 20 saat boyunca hiicrelere uygulanda.

Akis sitometri sonuglarina goére kontrol orneginde toplam apoptotik hiicre
(“Apoptotik/Dead+Apoptotic live””) oraninin %6,2 oldugu gozlenmistir. PTX uygulamasi
sonucunda ise bu oran %98,97 olarak 6l¢iilmistiir. Apoptotic (“live”) hiicre oraninin ise
91,18 oldugu gozlenmistir. Buna goére, S00 nM PTX konsantrasyonunun 20 saat boyunca
A549 hiicrelerine uygulanmasi sonucunda, hiicrelerin %98,97’sinde apoptotik hiicre
Olimiiniin uyarildig1r belirlenmistir. Enzim aktivite analizlerinde PTX’in 20 saat
uygulanma sonrasinda kaspaz 3/7 aktivitesinin maksimum noktaya ulasmasi, akis
sitometri analizleriyle enzim aktivite analizlerinin uyumlu oldugunu gostermektedir
(Sekil 17).
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Sekil 17. Apoptotik hiicre popiilasyonunun akis sitometri yontemiyle belirlenmesi.
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4.4. Apoptotik Uyarimin Floresan Boyama Yontemiyle Goriintiilenmesi

Enzim aktivite ve akis sitometrisi analizleri ile belirlenen konsantrasyon ve zaman
araliginda kaspaz 3/7 aktivitesinin pik yaptigr ve toplam hiicre popiilasyonunun
%098,72’sinde apoptotik uyarimin gergeklestigi gosterilmistir. Apoptozisin gorsel olarak
yorumlanmasi ve dogrulanmasi amaciyla Hoechst ve PI floresan boyama yontemi
kullanilmistir. Bu amagla hiicreler 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplaria kuyu basina 5x10°
hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin biiyiimesi ve boliinme dongiilerine girmesi i¢in 24
saat boyunca %5 CO; igeren sartlandirilmis atmosferli inkiibatorlerde 37°C’de
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresi sonrasinda 500 nM PTX enzim aktivite
analizlerinde belirlenen siire olan 20 saat boyunca hiicrelere uygulandi. Uygulama siiresi
sonunda besiyeri uzaklastirildi ve 5ug/ml Hoechst, 1pug/ml PI boyasi eklenerek uygun
dalga boylarina sahip floresan mikroskop altinda goriintiileme yapildi. Floresan boyama
goriintiileri piknotik nuklesuslar, apoptotik fragmentasyon ve P.I. pozitif boyanan
hiicreler olarak 3 kategoride incelendi (Sekil 18). Apoptozisin morfolojik belirtegleri olan
piknotik niikleus ve fragmentasyon varligi net sekilde goriilmiistiir. Ayrica hiicrelerin
biiylik bir kisminda Hoechst boyasinin pozitif fakat PI boyasinin negatif olarak
gozlenmesi erken apoptotik siirecin belirtisi olup kaspaz aktivasyonunu takiben

gergeklesen apoptozisin bir gostergesidir.

SOTun

C.> Piknotik Nukleuslar
£) Apoptotik Fragmentasyon
L P.I. Pozitif Nukleuslar

Sekil 18. Piknotik niikleuslarin floresan boyama yontemiyle goriintiilenmesi.
Mikroskobik biiyilitme 20X.

4.5. Fosfatidilserinlerin Floresan Boyama Yéntemiyle Gériintiilenmesi ve Kantitatif
Olarak Olgiimii Sonuclari

Hiicreler 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina kuyu basma 5x10% hiicre olacak sekilde
ekildi. Hiicrelerin biiyiimesi ve boliinme dongiilerine girmesi i¢in 24 saat boyunca %5
CO: igeren sartlandirilmig atmosferli inkiibatorlerde 37°C’de inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon siiresi sonrasinda 500 nM PTX 12, 20 ve 24 saat boyunca hiicrelere
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uygulandi. Uygulama siiresi sonunda besiyeri uzaklastirildi ve Anneksin-V, hoechst ve
Pl boyalar1 ortama eklenerek goriintiileme yapildi. Floresan boyama goriintiileri piknotik
nuklesuslar, apoptotik fragmentasyon, PI pozitif boyanan hiicreler, Anneksin-V pozitif
hiicreler ve Anneksin-V/PI pozitif hiicreler olarak 5 kategoride incelendi (Sekil 19). PTX
uygulamasi sonrasinda hiicrelerde zamana bagl olarak Anneksin pozitif ve Pl pozitif
hiicre yogunlugunun arttig1 gézlenmistir. 12 saat uygulamada piknotik niikleuslar ve
fragmentasyon olduk¢a az gozlenmistir. Buna paralel olarak Anneksin pozitif hiicre
yogunlugu oldukga azdir. 20 ve 24 saatlik uygulamalar sonrasinda ise Anneksin-V pozitif
hiicre yogunlugunda artiglar gézlenmistir (Sekil 19). Fakat amacimiz apoptozisin erken
asamasindaki intakt hiicre membran yapisina yani Anneksin-V pozitif olup Pl negatif
hiicrelerin oldugu zamani tespit etmektir. Mikroplaka florometrik okuyucuda yapilan
Olgtimlere gore 20. saatte Anneksin-V hiicre yogunlugu maksimum seviyede olmakta ve

ayni1 zamanda PI pozitif hiicre yogunlugu bu saatten sonra artmaktadir.

Kontrol

PTX
500 nM
12. Saat

PTX
500 nM
20. Saat [

PTX
500nM
24, Saat

}’L:> Piknotik Nukleuslar )
F:) Apoptotik Fragmentasyon
‘» Anncxin-V Pozitif

‘L> P.I. Pozitif Nukleuslar
|=) Annexin-V ve P.I. Pozitif
( )

Sekil 19. Fosfatidilserinlerin floresan boyama yontemiyle goriintiilenmesi. Mikroskobik
bliyiitme 20X.
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Boyama ve kantitatif 6l¢lim sonuglarina gore 20 saat PTX uygulamasi hiicrelerde
apoptozisi uyardig1r ve PI hiicre yogunluguna bakildiginda ise hiicre popiilasyonunun
cogunlugunda erken apoptozisin varligr gézlenmistir (Sekil 20). Hatta akis sitometrisi
sonuclarinda toplam hiicre Oliimiiniin %7,79 oldugu, apoptotik/canli hiicrelerin ise

%91,18 olmasi bu sonuglar1 dogrulamaktadir.

PTX 500 nM
40000 =
-+ Annexin-V (495/520 nm)
o Propidyum Iyodur (535/617
30000 nm)
o
é 20000
10000
0 1 ] 1
Kontrol 12.Saat 20.Saat 24,Saat

Zaman (Saat)

Sekil 20. Floresan boyama sonuglarinin kantitatif olarak 6l¢iilmesi.
4.6. Anastatik Hiicre Doniisiimiiniin Dogrulanmasi

Yapilan analizlerde A549 hiicrelerinde 500 nM PTX konsantrasyonunun 20 saat
uygulamasi sonrasinda >%99 hiicre popiilasyonunda kaspaz 3/7 aktivasyonuna baglh
apoptozisin uyarildig1 gosterilmistir. Hatta bu hiicrelerin >%91°1 apoptotik/canlt hiicre
popiilasyonuna sahiptir. Bu noktadan sonra A549 hiicrelerinde apoptotik uyaran olan

PTX’ in ortamdan kaldirilmasiyla anastatik hiicre doniistimii incelenmistir.

4.6.1. Anastatik Hiicrelerdeki Aktif-Kaspaz 3/7 Seviyeleri

Hiicreler 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinda kuyu basina 1x10° hiicre olacak sekilde
ekildi. Hiicrelerin biiylimesi ve boliinme dongiilerine girmesi i¢in 24 saat boyunca %5
CO:2 igeren sartlandirilmis atmosferli inkiibatorlerde 37°C’de inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siiresi sonrasinda 500 nM PTX uygulandi ve 20 saat siire sonunda PTX igeren
besiyeri ortamdan uzaklastirildi. Kuyular 1x PBS ile 3 defa yikandiktan sonra her kuyuya
taze besiyeri eklenerek %5 CO> i¢eren sartlandirilmis atmosferli inkiibatorlerde 37°C’de
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inkiibasyona birakildi. Taze besiyeri eklenmesini takip eden 0, 3, 6, 12 ve 24 saat
inkiibasyon sonrasinda kaspaz 3/7 aktiviteleri luminometrik mikro plaka okuyucuda
Olclildii. Anastatik hiicrelerde apoptotik uyaranin ortamdan kaldirilmasi sonrasinda
kaspaz 3/7 aktivitesinin azalmasi beklenmektedir. Sekil 21°de goriildiigl izere PTX’in
ortamdan uzaklastirildiktan sonra taze besiyerini eklenmesini takip eden 0. saatte
maksimum seviyede kaspaz 3/7 aktivasyonu gozlenmistir. Ayrica hiicrelerde apoptotik
uyaranin yoklugunda zamana baglhh olarak kaspaz 3/7 aktivitesinde azalmalar
gozlenmistir. Hatta taze besiyeri eklendikten 24. saat sonra kaspaz 3/7 aktivasyonu
minimum seviyeye inmektedir (Sekil 21). PTX’in ortamdan uzaklastirilmasindan sonra
hiicre canliliginda kontrole gore katlik artista azalmalar gézlenirken 6.saatten sonra hiicre

canliliginda yine kontrole oaranla katlik artista artma goriilmiistiir.
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Sekil 21. PTX sonrasi anastatik hiicrelerdeki kaspaz 3/7 aktivite ve hiicre canlilik
analizi.

4.6.2. Anastatik Hiicrelerdeki Anneksin-V Seviyeleri

Anastatik hiicrelerde kaspaz 3/7 aktivitesinde azalmaya bagli olarak fosfo azalmalar
beklenmektedir. Bu amagla hiicreler 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinda kuyu basina
5x102 hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin biiyiimesi ve boliinme dongiilerine girmesi
i¢cin 24 saat boyunca %5 COz igeren sartlandirilmis atmosferli inkiibatorlerde 37°C’de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonrasinda 500 nM PTX uyguland: ve 20 saat

stire sonunda PTX igeren besiyeri ortamdan uzaklastirildi. Kuyular 1x PBS ile 3 defa
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yikandiktan sonra her kuyuya taze besiyeri eklenerek %5 CO: igeren sartlandirilmis
atmosferli inkiibatorlerde 37°C’de inkiibasyona birakildi. Taze besiyeri eklenmesini takip
eden 0, 3, 6, 12 ve 24 saat inkiibasyon sonrasinda Anneksin-V, Hoecht ve PI boyalari
eklenerek floresan mikroskop altinda incelendi. Apoptotik uyaran olan PTX’in 20 saat
uygulamasi sonrasi ortamdan uzaklastirilmast sonucu 0. saatte apoptozis belirteci olan
piknotik niikleuslar ve Anneksin-V pozitif hiicrelerin varhigi goriilmektedir. Fakat
apoptotik uyaranin kaldirilmasini takip eden diger zaman araliklarinda piknotik ¢ekirdek

ve Anneksin-V pozitif hiicre yogunlugunda gozle goriiliir azalmalar tespit edilmistir
(Sekil 22).

Kontrol §

20x Ef) Piknotik Nukleuslar
) Apoptotik Fragmentasyon
B Annexin-V Pozitif

L) P.I Pozitif Nukleuslar
) Annexin-V ve P.1 Pozitif |

Sekil 22. Anastatik hiicrelerdeki Anneksin-V seviyelerinin incelenmesi. Mikroskobik
biiylitme 20X.

54



4_1.6.3. Anastatik Hiicrelerdeki Molekiiler Siireclerin Protein Seviyesinde
Incelenmesi

Apoptotik uyaranin ortamdan uzaklastirilmasi sonrasinda apoptozis siirecinde gorevli
protein belirteclerinin azalmasi beklenmektedir. Bu amagcla hiicreler 6 kuyucuklu hiicre
kiiltiir kaplarinda kuyu bagma 1x10° hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin biiyiimesi ve
boliinme dongiilerine girmesi i¢in 24 saat boyunca %5 CO: iceren sartlandirilmis
atmosferli inkiibatorlerde 37°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonrasinda
500 nM PTX uygulandi ve 20 saat siire sonunda PTX igeren besiyeri ortamdan
uzaklastirildi. Kuyular 1x PBS ile 3 defa yikandiktan sonra her kuyuya taze besiyeri
eklenerek %5 CO; igeren sartlandirilmis atmosferli inkiibatorlerde 37°C’de inkiibasyona
birakildi. Taze besiyeri eklenmesini takip eden 0, 3, 6, 12 ve 24 saat inkiibasyon
sonrasinda protein izolasyonlar1 yapilarak kaspaz 3/7 ve Bax protein seviyeleri
incelenmistir. Zimojen kaspaz-3 baslatic1 kaspazlar tarafindan aktif (kirilmis) kaspaz-3
formuna dontisiir. PTX apoptotik uyaraninin ortamdan kaldirilmasiyla zamana bagh
olarak kirilmis kaspaz-3 seviyesinde azalmalar gozlenmistir. Ayni sekilde i¢gsel apoptotik
yolakta gorevli pro-apoptotik protein olan Bax’da zamana bagl azalmistir (Sekil 23).
Tim bu sonuglar 15181inda anastatik hiicre doniisiimiiniin protein seviyesinde varlig

gosterilmistir.

PTX Uzaklastirildiktan Sonraki Zaman
Araligi (Saat)
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Sekil 23. Anastazis mekanizmasinin protein seviyesinde incelenmesi. Esit protein
yuklemesi, GAPDH tarafindan dogrulandi. Dansitometri, Imagel yazilimi ile
gerceklestirildi ve gdzlemlenen bantlarin yogunlugunun GAPDH’a normallestirilmis ve
1.0'a ayarlanmis kontrollere gore nicellestirilmis dansitometrik analizler yapildi. Veriler
ortalama £SD (n=3) olarak sunulmustur.
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4.6.4. Anastatik Hiicrelerdeki Molekiiler Siireclerin Gen Seviyesinde incelenmesi

Apoptotik uyaranin ortamdan uzaklastirilmasi sonrasinda apoptozis siirecinde gorevli gen
belirteglerinin western blot sonucu ile korelasyon gostererek azalmasi beklenmektedir.
Bu amagla hiicreler 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinda kuyu basina 150x10° hiicre
olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin biiylimesi ve boliinme donglilerine girmesi i¢in 24 saat
boyunca %5 CO: igeren sartlandirilmis atmosferli inkiibatorlerde 37°C’de inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siiresi sonrasinda 500 nM PTX uyguland1 ve 20 saat siire sonunda
PTX igeren besiyeri ortamdan uzaklastirildi. Kuyular 1x PBS ile 3 defa yikandiktan sonra
her kuyuya taze besiyeri eklenerek %5 CO igeren sartlandirilmis atmosferli
inkiibatorlerde 37°C’de inkiibasyona birakildi. Taze besiyeri eklenmesini takip eden 0, 3,
6, 12 ve 24 saat inkiibasyon sonrasinda RNA izolasyonu ve cDNA sentezi yapilarak RT-
PCR ile kaspaz 3 ve Bax gen seviyeleri incelenmistir. 500 nM PTX’e maruz kalan A549
hiicrelerinde, apoptotik uyaran ortamdan kaldirildiktan sonra meydana gelen gen
ekspesyon degisimleri belirlendi. Kirilmis kaspaz-3 ve BAX genlerinin ekspresyonlarinin
zamana bagl olarak anlamli sekilde azaldig1 gozlenmistir (Sekil 24). Tiim bu sonuglar

1s18¢1nda anastatik hiicre doniisiimiiniin gen seviyesinde varlig1 gdsterilmistir.
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Sekil 24. Anastazis mekanizmasinin gen seviyesinde incelenmesi. CT degerleri
GAPDH’a gore normalize edilmis olup kontrole gore katlk artis verilmistir. Istatistiksel
olarak anlaml1 veriler p<0,05, p<0,01, p<0,001 degerine gore belirlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Olmekte olan bir hiicre, genel olarak kabul edilen 'déniisii olmayan noktalara ulastiktan
sonra hiicre 6liimiiniin esiginden kurtulabilir mi? Bu soru, anastazis mekanizmasinin ilk
adimin olusturmakla beraber bu tezin ortaya ¢ikmasina da neden olmustur. Giiniimiizde
anastazis mekanizmasina yonelik ¢aligmalar hiz kazanmig ve bir¢ok hiicre soyunda bu
mekanizma arastirtlmistir (Seervi ve ark., 2019; Sun ve ark., 2017; Tang ve Tang, 2018;
Tang ve ark.,, 2017). Anastazis mekanizmasinda apoptozisin tersine ¢evrilmesini
incelemek i¢in Oncelikle apoptozun indiiklenmesi ve indiikleyicinin ¢ikarilmasindan

sonra apoptozisin tersine ¢evrilmesini saglamak énemlidir (Tang ve ark., 2017).

Bizde bu tez ¢alismasinda A549 hiicre soyu kullanarak PTX tedavisi sonrasinda anastatik
hiicreleri elde etmeyi amacladik. Bu amaca yonelik ilk olarak, PTX uygulamasi
sonrasinda AS549 hiicre soylarinda doz yanitina bakildi ve LCgo, LCso (“lethal
concentration”), TGlso (“Total Growth Inhibition”) ve Glso (“Growth Inhibition”)
konsantrasyonlar1 belirlendi (Sekil 15). PTX, c¢ok gesitli kat1 tiimorlere ve c¢esitli
hematolojik malignitelere kars1 yiliksek etkinligi nedeniyle en yaygin kullanilan
kemoterapotik ilaglardan biridir. Su anda KHDAK, meme kanseri, yumurtalik kanseri ve
AIDS ile iliskili Kaposi sarkomunun tedavisi icin ABD Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA)
tarafindan onay almistir (Weaver, 2014). PTX’in in vitro ve in vivo KHDAK hiicrelerinde
ve ¢esitli hiicre hatlarinda doza ve zamana bagli olarak sitotoksik bir etkiye neden oldugu
rapor edilmistir (Chen ve ark., 2019; Duan ve ark., 2017). Nitekim, growth rate analizi
sonucunda elde ettigimiz verilerin literatiirle uyumlu oldugu ve PTX’in, uygulanan
konsantrasyona ve zamana bagli olarak A549 hiicrelerinin biiylimelerini engelledigi
goriilmistiir (Sekil 15). Canlilik analizi SRB’ye ek olarak ATP yontemiyle de
dogrulanmistir. Bunun nedeni, ATP’nin, en hassas, en hizli hiicre canlilik analizi olmasi
ve diger canlilik analizi yontemlerine gore artefaktlara daha az egilimli olmasidir (Riss
ve ark., 2016). Buna gore, Glso, TGI, LCso ve LCgo degerleri hesaplanmistir. Bu sayede
PTX’in A549 hiicrelerinde hangi konsantrasyonda apoptozisi indiikledigi belirlenmistir.
AS549 hiicreleriyle yapilan bir ¢alismada, PTX’in (0-32 uM), doza bagh bir sekilde A549
hiicrelerinde sitotoksik bir etkiye neden oldugu rapor edilmistir (Chen ve ark., 2019).
Yine farkli bir calismada, PTX’in, A549 hiicrelerine yonelik sitotoksik etkinligi MTT

canlilik analizi ile arastirilmis ve buna gore, PTX’e maruz kalan hiicrelerin tipik bir doza
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bagli egri sergiledigi goriilmiistiir. Ayni ¢calismanin sonucu olarak PTX konsantrasyonuna

gore A549 hiicrelerinin canliliklarinda anlamli azalmalarin oldugu gériilmiistiir (Duan ve

ark., 2017).

Anastatik hiicreleri elde etmek i¢in tiim ileri analizlerde LCgo konsantrasyonu kullanildi.
Ciinkii anastazis siirecindeki temel prensip, hiicrelerin potansiyel olarak dldiiriicii doza
maruz kalmasidir. Bu sayede hiicrelerde tam anlamiyla bir kaspaz aktivasyonu
gerceklesmis olur (Sun ve ark., 2017). Yapilan ¢alismalarda, gesitli sitotoksik ajanlarin
subletal (<ICso degerinin altindaki) konsantrasyonlari ile apoptozis indiiklendikten sonra
hiicre restorasyonu arastirilmistir. Fakat, subletal konsantrasyonlar sinirli mitokondriyal
membran permeabilizasyonuna yol agarak, hiicre 6liimiiniin tetiklenmesi i¢in yetersiz
olan sinirlt kaspaz aktivasyonuna neden olmaktadirlar. Sinirli kaspaz aktivitesinin neden
oldugu DNA hasarina bagli olarak genomik instabilite, hiicresel transformasyon ve tiimor
olusumunun indiiklenmesi gézlendiginden, bu hiicrelerin programlanmis bir mekanizma
ile yasama donmedikleri diisiiniilmektedir (Ichim ve ark., 2015). Bu nedenle anastazis
stirecine iliskin ¢aligmalarda oldugu gibi apoptotik indiikleyicinin oldiiriici (“letal”)
konsantrasyonu segilmistir (Seervi ve ark., 2019; Sun ve ark., 2017; Tang ve ark., 2009;
Tang ve ark., 2015; Tang ve Tang, 2018; Tang ve ark., 2017).

Bu noktadan sonra LCgy PTX konsantrasyonunun hangi zaman araliginda maksimum
kaspaz-3/7 enzim aktivasyonuna neden oldugu belirlendi (Sekil 16). PTX’in 6zellikle 3 -
tibiilin heterodimerlerinden kararli mikrotiibiillerin birlesmesini uyararak hiicre
dongiisiiniin G2/M-fazinda tutuklanmasiyla hiicre boliinmesini 6nledigi ve sonug olarak
hiicrelerde apoptotik hiicre 6liimiiniin uyarildig1 bilinmektedir. Apoptotik uyarim sadece
mikrotiibiil stabilizasyonuyla degil PTX tarafindan apoptotik modiilatér genlerin
indiiklenmesiylede ger¢eklesmektedir. Ayrica paklitakselin apoptotik etkisi maruziyetin
konsantrasyonuna ve siiresine bagl olarak degismektedir. Yaptigimiz enzim aktivite
caligsmalarinda 20 saat 500 nM PTX tedavisi sonunda kaspaz-3/7 aktivitesinin maksimum
seviyeye ¢iktig1 ve devam eden tedavi saatlerinde ayni paternin korundugu gozlenmistir
(Sekil 16). Maruziyet sliresine bagli olarak degisen apoptotik indiiksiyon farkl
calismalarda belirtilen zamana bagli etki mekanizmasin1 dogrulamaktadir. Hatta akis
sitometrisi analizlerinde 20 saat siireyle 500 nM PTX tedavisi sonunda %98,97 apoptotik

hiicre oraninin gozlenmesi kaspaz-3/7 enzim aktivite sonuglarini desteklemektedir (Sekil
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17). Kaspaz-3/7 aktivitesi apoptozis siirecinde kondanse kromatin yapilari ve
flippazlardaki fonksiyon kaybi sonucu PS’lerin hiicre membraninin dis ylizeyine
transloke olmasi gibi bir dizi reaksiyonu tetiklemektedir. Floresan boyama analizlerinde
de bu siirecler net bir sekilde gozlenmistir (Sekil 18, 19, 20). Hatta 20 saatlik PTX
uygulamasinda bu siireglerin pik noktaya ulastigi gosterilmistir (Sekil 18). Anastazis
lizerine yapilan arastirmalarda tez calismamizda oldugu gibi hiicrelerde apoptotik
belirteglerin  (kaspaz-3/7 aktivasyonu, kondanse kromatin yogunlasmasi, PS
translokasyonu v.b.) gozlendigi noktalardan apoptozis siireci tersine gevrilerek hiicreler
yagsami se¢ebilmektedir. HeLa hiicrelerinde apoptotik indiikleyici olan jasplakinolidin 3
saatlik uygulanmasi sonrasinda ortamdan uzaklastirillip canli hiicre goriintiileme
sistemleriyle izlenmistir. 48 saatlik siire sonunda hiicrelerde apoptotik biyobelirteglerin
(kaspaz-3/7 aktivasyonu) azalarak en sonunda saglikli fenotipin saglandigi bildirilmistir
(Tang ve ark., 2009). Primer fare karaciger hiicrelerinde %4,5 konsantrasyonunda etanol
ile apoptozisin uyarilmasi sonrasinda indiikleyici ortamdan uzaklastirildiktan 24 saat
sonra hiicrelerin normal fenotiplerini kazanarak apoptotik Sliimden geri dondiikleri
gosterilmistir (Tang ve ark., 2017). 500nm PTX tarafindan apoptotik uyarim
gerceklestikten sonra PTX’in ortamdan uzaklastirilmasini takip eden siirelerde apoptotik
belirteclerin azalarak A549 hiicrelerinin 6liimden yasama doniisii goriilmiistiir. PTX’in
uzaklastirilmasi sonrasinda kaspaz-3/7 enzim aktivitesinin zamanla bazal seviyeye kadar
inmesi (Sekil 21) ve bunu takip eden Anneksin pozitif hiicrelerin azalmasi (Sekil 22)
A549 hiicrelerinin yasama dogru dondiigliniin belirtecleridir. Hatta floresan boyama
analizlerinde 24. saat sonunda kromatin yogunlugunun normal olarak izlenmesi ve
niikleus morfolojisinin saglikli hiicrelerde oldugu gibi normal fenotipe donmesi anastazis
stirecini gorsel olarak takip edilebilir kilmistir (Sekil 22). Ek olarak, apoptozisle clen
hiicrelerin kaspaz-3 aktivitesine ragmen hayatta kalmasi, ayni hiicrelerin kendilerini
yenileyebilmesini hatta taze besiyerinden sonra c¢ogalabilmesini gerektirir. Bu
varsayimdan sonra PTX’in ortamdan uzaklastirilmastyla kaspaz 3 enzim aktivitesine ek
olarak ATP canlilik analizi ile hiicre canliligr 6l¢iildii (Sekil 21). Buna gore, PTX’in
ortamdan ¢ikarildiktan sonra 6 saate kadar hiicre canliliinda azalma go6zlenirken
6.saatten sonra kontrole gore canlilikta bir katlik artis goriilmiistiir. Bu da varsayimin
dogru oldugunu ve kaspaz 3 aktivasyonundan kurtulan hiicrelerin tekrar ¢ogaldigini

gostermistir. Yapilan ¢aligmalarda da geri gelen hiicrelerin onkojenik transformasyonla
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daha agresif ve invaziv bir yapida olduklar gosterilmistir (Seervi ve ark., 2019; Tang ve
ark., 2018; Tang ve ark., 2012; Tang ve ark., 2009).

Apoptozis mekanizmasi her ne kadar farkli sinyaller tarafindan tetiklensede mekanizma
temelde iki stirecle son bulur. Mitokondri membran potansiyelinde bozulma ve konakgi
hiicreleri dakikalar i¢inde yok edecek etkili kaspaz proteaz aktivasyonu. Mitokondriyal
hasar veya kaspaz aktivasyonu tek basma hiicre oliimiinii baslatmak igin yeterlidir
(Galluzzi ve ark., 2012; Ried| ve Shi, 2004). Sadece kaspaz-3/7 aktivasyonu degil MOMP
degisimininde bir apoptoz baslangi¢ noktasi oldugu ve bu olaydan sonra hiicrenin hayatta
kalmasinin imkansiz oldugu bilinmekteydi. Fakat anastazis siirecinde bu tiir yikici
olaylara ragmen, hiicrenin MOMP'dan sonra normal islevini geri kazanabilecegi ve geri
yiikleyebilecegi dogrulanmustir (Sun ve ark., 2017; Tang ve Tang, 2018; Tang ve ark.,
2015).Western blot analizlerinde (Sekil 23) pro-apoptotik aileye ait Bax protein
seviyelerinin indiikleyicinin ortamdan kaldirilmasi sonucu kaspaz-3/7 protein seviyesiyle
korelasyon saglayacak sekilde azalmasi A549 hiicrelerinin MOMP degisimini tersine
cevirebildiklerini gostermektedir. Kaspaz aktivasyonu sonrasinda letal doz apoptotik
indiikleyicinin kaldirilmasiyla otofajide kavsak rollere sahip SQSTM1 ve ATGI12 gen
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli artiglar gézlenmistir (Sun ve ark., 2017). Bu
durumun muhtemelen sitozolik sitokrom c'nin ve hasarli mitokondrinin otofaji yoluyla
anastatik hiicreler tarafindan elimine edilmesinin bir sonucu oldugu disiiniilmektedir.
Hatta kaspaz kaskadi yoklugunda, ATG12'nin yukar1 regiilasyonu sitozolik sitokrom
cnin hizli eliminasyonu ile ilgili oldugu bildirilmistir. Ayrica hiicreler tarafindan
oksidatif strese ve zararli 1siya yanit vermek i¢in iiretilen saperonlardan HSP27 ve
HSP70’in ekspresyon seviyelerinde artiglar gozlenmistir. Hem HSP27 hem de HSP70
saperonlari, mitokondri tarafindan sitokrom c salgilanmasini Onledigine yonelik
caligmalar (Santos ve ark., 2017) disiiniildiigiinde anastatik hiicrelerin MOMP’ini
iyilestirmek igin ¢oklu sinyal yolaklarimi aktif etmektedir (Tang ve ark., 2017).
Apoptozisin tersine ¢evrilmesi sonucu A549 hiicrelerinde kaspaz-3 ve Bax’in PCR ile
zamana bagli gen ekspresyon analizi gerceklestirildi. Buna gore, kaspaz-3 ve Bax
genlerinin ekspresyonlarinda zamana bagli bir azalmanin gergeklestigi goriildii. Nitekim
Western Blot analizlerinde de ayni sekilde kirilmis kaspaz-3 ve Bax protein

ekspresyonlarindaki azalma, hiicrelerin 0. saatteki apoptotik indiiksiyondan kurtuldugunu
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gostermektedir. Tiim bu sonuglar birbiriyle uyumlu olup anastatik hiicre doniigiimiiniin

protein ve gen seviyesinde varlig1 gosterilmistir.

Bu tez ¢aligmasi, A549 hiicrelerinin PTX’in neden oldugu apoptozisten kurtulabilecegini
ortaya koymaktadir. KHDAK hiicrelerinin (A549), PTX e bagli apoptotik hiicre 6liimiinii
tersine g¢evirerek geri geldigi ve geri gelen bu (anastatik) hiicrelerin mekanizmasinin
protein ve gen seviyesinde varligi in vitro olarak gosterilmistir. Elde edilen veriler, ileri
analizler i¢in umut vaat etmektedir. S6z konusu anastatik hiicrelerde gelisen ila¢ direnci,
klinik uygulamada tedavi basarisizliginin nedenlerinden biri olabilir. Ek olarak, kaspaz
aktivasyonundan sonra hiicrelerin geri donmesi, genetik instabilite ve artan mutasyon
yiikii ile sonuglanabilir. Daha ileri analizler (in vivo, biyoinformatik, vb.), anastatik
hiicrelerde onkojenik transformasyon, metastaz ve kemorezistans gibi mekanizmalarin

daha ayrintil1 arastirilmasina olanak saglayacaktir.
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