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OZET

Akciger kanseri, goriilme sikligi ve kansere bagli oliim siralamasinda, diinya ¢apinda
erkeklerde birinci, kadinlarda ise ikinci siradadir. Akciger kanseri tedavisinde; cerrahi,
kemoterapi, radyoterapi, immiinoterapi yontemleri tek baglarina veya kombine olarak
uygulanmaktadir. Gemsitabin kemoterapide en sik kullanilan ajandir. Kemoterapide,
genellikle birden fazla kemoterapétik ajan birlikte uygulanmaktadir. Son yillarda, tedavide
kullanilan ajanlarin kanser hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkilerini arttirmak ve/veya
saglikli dokulardaki toksik etkilerini azaltmak amaciyla kemoterapotik ajanlar ile birlikte
fitokimyasallar kullanilmaktadir. EF24 (Difenil difloroketon) ise, kurkuminin sentetik
analoglarindan biridir. Bu doktora tez calismasinda, gemsitabin ile uyarilan hiicre 6liim
cevabina EF24’ {in etkisinin in vitro ve in vivo olarak belirlenmesini amagladik. Doktora tez
calismamizin in vitro boliimiinde, A549 hiicrelerine EF24 ve gemsitabin ajanlar1 tek
baslarina ve birlikte 24 ve 48 saat uygulanarak hiicrelerdeki canlilik oranlarimi belirledik.
Gemsitabinin ve EF24’iin se¢ilen konsantrasyonlari ile yara iyilesmesi deneyi yaparak her
iki ajanin tek baslarina ve birlikte hiicrelerin go¢ etme yetenegi lizerine olan etkisini
belirledik. Doktora tez ¢alismamizin in vivo kisminda ise, A549 hiicreleri kullanilarak
deneysel akciger kanseri ksenograft fare modeli olusturduk. A549 ksenograftlar1 gemsitabin,
EF24 ve gemsitabin+EF24 ile tedavi edildi. Tedavi siiresi sonunda, rezekte edilen tiimor
dokularinin hacim ve agirliklar1 6l¢iildii. Farelerden elde edilen tiimor dokularinda kaspaz-
3, katalaz enzim aktiviteleri ve pNF«xB/NF«xB oran1 ve MDA diizeyleri degerlendirildi.
Tiimor dokularmin histopatolojik incelemesi de yapildi. MTT sonuglarina goére EF24
uygulanan hiicrelerde hiicre canliliinin konsantrasyona bagli bir sekilde, gemsitabin
uygulanan hiicrelerde ise konsantrasyona bagli olmadan azaldigim1 belirledik. Yara
iyilesmesi deneyi sonuglarimiz, tek basina ve gemsitabinle birlikte EF24° {in, tek basina
gemsitabin uygulanan hiicrelerin go¢ hizim1 baskiladigini gosterdi. Olusturdugumuz
ksenograft modelden elde ettigimiz tiimor dokularini inceledigimizde gemsitabin tedavisi
alan grupta kaspaz bagimli apoptozun uyarildigim1 belirledik. Tek basina EF24 ve
gemsitabinle birlikte EF24 ile tedavi edilen gruplardan elde ettigimiz sonuclar ise, bu
gruplarda otofajik hiicre 6liimii olabilecegini diistindiirmiistiir.
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ABSTRACT

Lung cancer ranks first in men and second in women globally in terms of incidence and
cancer-related mortality. Treatment for lung cancer includes surgery, chemotherapy,
radiotherapy, and immunotherapy, either alone or in combination. Gemcitabine is one of the
most commonly used agents in chemotherapy. Typically, multiple chemotherapeutic agents
are applied together in chemotherapy. In recent years, phytochemicals have been used in
combination with chemotherapeutic agents to increase their cytotoxic effects on cancer cells
and/or reduce toxic effects on healthy tissues. EF24 (Difenyl difluoroketone) is one of the
synthetic analogs of curcumin. In this doctoral thesis, we aimed to determine the effect of
EF24 on the gemcitabine-induced cell death response in vitro and in vivo. In the in vitro
section of our doctoral thesis, we determined the cell viability of A549 cells after treatment
with EF24 and gemcitabine, both alone and in combination, for 24 and 48 hours. Using the
selected concentrations of gemcitabine and EF24, we performed a wound healing assay to
assess the effect of both agents, alone and in combination, on the cells' migration ability. In
the in vivo section of our doctoral thesis, we established an experimental lung cancer
xenograft mouse model using A549 cells. The A549 xenografts were treated with
gemcitabine, EF24, and gemcitabine + EF24. At the end of the treatment period, the volume
and weight of the resected tumor tissues were measured. Caspase-3, catalase enzyme
activity, pPNFxB/NF«B ratio, and MDA levels were evaluated in tumor tissues obtained from
the mice. Histopathological examination of the tumor tissues was also conducted. According
to the MTT results, we observed that cell viability decreased in EF24-treated cells in a
concentration-dependent manner, whereas gemcitabine-treated cells exhibited a decrease in
viability regardless of concentration. Our wound healing assay results showed that both
EF24 alone and EF24 combined with gemcitabine suppressed the migration rate of cells
compared to gemcitabine alone. Upon examining the tumor tissues obtained from the
xenograft model, we determined that caspase-dependent apoptosis was induced in the
gemcitabine-treated group. Results from the groups treated with EF24 alone and with EF24
combined with gemcitabine suggested that autophagic cell death might be occurring in these
groups.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

°C Santigrat derece
Ca?* Kalsiyum

cm? Santimetre kare
CO: Karbondioksit
dk Dakika

g Gram

H20 Su

H20:2 Hidrojen Peroksit
IU Uluslararasi birim
kg Kilogram

mg Miligram

ml Mililitre

mm Milimetre

mM Milimolar

mm?> Milimetre kiip
nm Nanometre

nM Nanomolar

pmol pikomol

rpm Dakika basina donme sayis1
sn Saniye

U Unite

ng Mikrogram

nL Mikrolitre

pm Mikrometre

M Mikromolar



Kisaltmalar

ABD
AIDS

Akt
Apafl

Bad
Bak

Bax
Bca
Bcl-2
BH
Bcel-W
Bfl-1
Bid
Bik
Bim
BSA
B-RAF

Casp3
Casp8
Casp9
CDKN2A

COX-2
DAPK
DMEM
DMSO
DNA
DNaz

Aciklamalar

Amerika Birlesik Devletleri

Acquired Immunodeficiency Syndorome
(Edinilmis Bagisiklik Yetmezligi Sendromu)
Protein kinase B (Protein kinaz B)
Apoptotic Protease Activating Factor 1
(Apoptoz proteaz aktivator faktorii 1)
Bcl-2-associated agonist of cell death

BCL-2 homologous antagonist killer
(Bcl-2 homolog antagonist 6ldiiriicii)

BCL-2-associated X protein (Bcl-2 iligkili x proteini)

Bicinchoninic acid

B-cell lymphoma 2 (B hiicresi lenfoma-2)
Bcl-2 homoloji

B-cell lymphoma-2-Related X-Wide
Bcl-2-related FLICE-inhibitory protein 1
BH3-interacting domain death agonist
Bcl-2-interacting killer

Bcl-2-interacting mediator of cell death
Bovine serum albiimin (Sig1ir serum albiimini)

V-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B
(v-raf miirin sarkoma viral onkogen homologu)

Caspase 3 (Kaspaz 3)
Caspase 8 (Kaspaz 8)
Caspase 9 (Kaspaz 9)

Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
(Siklin Baglantil1 Kinaz Inhibitorii 2A)

Cyclooxygenase-2

Death-Associated Protein Kinase

Dulbecco's modified eagle's medium

Dimethyl sulfoxide (Dimetil siilfoksit)
Deoxyribonucleic acid (Deoksiriboniikleik asit)

Deoksiriboniikleaz
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Kisaltmalar

DNMT1
DNMT3A
DNMT3B
DSO
EF24
EGFR

ELISA

ELM4-ALK

ERK

EZH2

Fas

FBS

FHIT
FOXA2
FOXF1
FOXJ1
GABA
GATA2
H3K27me3
H4K20me3
HAART
HAT
HDAC
H&E
HER2

Aciklamalar

DNA methyltransferase 1 (DNA metiltransferaz 1)

DNA methyltransferase 3 alpha (DNA metiltransferaz 3 alfa)
DNA methyltransferase 3 beta (DNA metiltransferaz 3 beta)
Diinya Saglik Orgiitii

Difenil difloroketon

Epidermal growth factor receptor
(Epidermal biiylime faktor reseptorii)

Enzyme-linked immunosorbent assay
(Enzim bagli immiinosorbent deneyi)

Echinoderm microtubule-associated protein-like 4-anaplastic
lymphoma kinase

Extracellular signal regulated kinase
(Hiicre dis1 sinyal diizenlenmis kinaz)

Enhancer of Zeste 2 Polycomb Repressive Complex 2 Subunit
(CD95/Apol) Fas, Fas cell surface death receptor
Fetal bovine serum (Fetal sigir serumu)

Fragile histidine triad (fragil hisitidin triad1)
Forkhead box A2 (forkhead kutusu A2)

Forkhead box F1 (forkhead kutusu F1)

Forkhead box J1 (forkhead kutusu J1)
Gama-aminobiitirik asit

GATA binding protein 2 (GATA baglayici proteini 2)
Histone 3 Lysine 27 trimethylation

Histone 4 Lysine 20 trimethylation

Yiiksek etkin antiretroviral tedavi

Histone acetyltransferase (Histon asetiltransferaz)
Histone deacetylase (Histon deasetilaz)
Hematoksilen eozin boyama

Insan Epidermal Biiyiime Faktdr Reseptorii
(Human Epidermal Growth Factor Receptor 2)
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Kisaltmalar

HIV
HLF
HOXAS
Hrk
IARC

IC50

IxB kinaz (IKK)
I.p.

KHAK
KHDAK
KIF5B-RET

KOAH
K-Ras

MDA
MEK-1

MET

MGMT
MTT

nACHR
NFkB
NKX2.1
NNK
Noxa
oD

PAH
PARP

Aciklamalar

Human Immunodeficiency Virus (Insan immiin yetmezlik viriisii)

Hypoxia inducible factor-like (hipoksiye duyarli faktor benzeri)

Homeobox A5
Harakiri

International agency for research on cancer
(Uluslararas1 Kanser Aragtirma Ajanst)

Inhibitory concentration 50 (Inhibitdr konsantrasyon

Inhibitor of kappa B Kinase (Kappa B kinaz inhibitorti)

Intraperitoneal
Kiigiik hiicreli akciger kanseri
Kiiciik hiicreli dist akciger kanseri

Kinesin Family Member 5B (KIF5B) ve Ret
(Rearranged during Transfection)

Kronik obstriiktif akciger hastaligi

Kirsten rat sarcoma virlis
(Kirsten sigan sarcoma viral onkogen homologu)

Malondialdehid

Mitojenle aktive olan protein kinaz 1
(Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 1)

Mesenchymal-Epithelial Transition Factor
(Hepatosit biiyiime faktor reseptorii)

0O-6-methylguanine-DNA methyltransferase

Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide
(Metiltiyazoldifenil-tetrazolyum bromid)

Gozlem sayis1

Nikotinik asetilkolin reseptorleri

Nuclear factor kappa B (Niikleer faktor kappa B)
NK2 Homeobox 1
4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-biitanon
NADPH oxidase activator

Optical density (Optik yogunluk)

P-degeri

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar

Poly (ADP-Ribose) Polymerase



Kisaltmalar

PBS
PI3K
PTEN
PUMA
RARb
RASSF1

RASSF1A

RNA
RNaz
ROS
SWI/SNF

TAL1

TPS53
ZEB2

ZNF132

Aciklamalar

Phosphate buffered saline (Fosfat Tamponlu Tuz)
Phosphoinositide 3 kinase (Fosfoinositid 3 kinaz)
Phosphatase and Tensin Homolog

P53 Upregulated modulator of apoptosis
Retinoic Acid Receptor Beta

Ras association domain-containing family member 1
(Ras iligkili alan i¢eren protein ailesi 1)
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1. GIRIS

Akciger kanseri, diinya genelinde erkeklerde en sik, kadimnlarda ise ikinci en sik goriilen
kanser tiirtidiir. Her y1l yaklasik iki milyon kisi tan1 almaktadir. Kansere bagl 6liimlerde ise,
erkeklerde birinci, kadinlarda meme kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir. Akciger
kanserinin ¢esitli risk faktorleri i¢inde en dnemlisi sigara kullanimidir. Kiigiik Hiicreli Dis1
Akciger Kanseri (KHDAK) ve Kiiglik Hiicreli Akciger Kanseri (KHAK) olmak iizere iki ana
tipi vardir. Olgularin yaklasik %85’ KHDAK grubunda yer alir. KHDAK tedavisinde,
kanserin evresine bagl olarak cerrahi, kemoterapi, radyoterapi, immiinoterapi tek baslarina
ya da birlikte uygulanmaktadir. Ileri evre bazi hastalarda hedefe yonelik akilli ilaglar da
kullanilmaktadir. Son yillarda, EGFR/MET/ALK gibi gen mutasyonlari veya yeniden
diizenlemeleri olan hastalarda tirozin kinaz inhibitdrleri de (TKI® ler) tedavide
kullanilmaktadir. Ancak sadece bu grup iizerinde etkili olmaktadir. Cok yonli tedavi
stratejilerine ragmen Ozellikle ileri evrelerde tani alan hastalarin bes yillik ortalama sag
kalim stireleri hala istenilen diizeyde degildir ve bu hastalarda kemoterapi birincil tedavi
secenegi olmaya devam etmektedir. Ileri evre KHDAK tedavisinde birinci basamakta,
gemsitabin ve platin bazli ajanlar birlikte uygulanmaktadir. Gemsitabin bir deoksitidin
analogudur ve kanser hiicreleri lizerindeki etkisini hiicre 6liimiinii uyararak gosterir. Ancak,
sonradan kazanilan ya da tedavi Oncesi kiside mevcut olan ila¢ direnci kemoterapdtik
ajanlarin hastalar iizerinde beklenen etkisini gdsterememesine, ilag dozunun artirilmasi ise
hastalarda goriilen yan etkilerin artmasina neden olmaktadir. Bu sebeplerden dolay1 son
yillarda, tedavide kullanilan ajanlarin kanser hiicreleri ilizerindeki sitotoksik etkilerini
artirmak ve saglikli dokulardaki toksik etkilerini azaltmak amaciyla kemoterapdtik ajanlar
ile birlikte fitokimyasallar kullanilmaktadir. En sik calisilanlardan biri de kurkumindir.
Hiicreler lizerindeki antikanser etkilerine ragmen diisiik stabilitesi ve zayif farmokinetigi
yapilan calismalarda istenilen sonuclara ulagilamamasina neden olmustur. Bu sebeple
sentetik olarak cesitli analoglar1 sentezlenmistir. Bunlardan biri de EF24” tiir ve farkli kanser
hiicreleri iizerinde antiproliferatif, antimetastatik ve antianjiojenik ozellikler gosterdigi

bilinmektedir.

Bu tez ¢alismasinin amaci, A549 insan akciger kanseri hiicre hatt1 kullanilarak olusturulan
deneysel fare akciger kanseri ksenograft modelinde gemsitabin ile uyarilan hiicre 6liim

cevabina EF-24 {in etkisinin belirlenmesidir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Akciger

Akcigerler; gogiis boslugunda, koni seklinde, siingerimsi yapidan olusmus ve genelde
pembe-gri renktedir. Stingerimsi yap1 sayesinde hacmi kiigtiliir ve biiyiir. Sag akciger ii¢ loba
(iist, orta ve alt lob), sol akciger ise iki loba (list ve alt lob) sahiptir. Sol akcigerde ayrica
kalbin oturdugu alan nedeniyle bir kardiyak ¢entik bulunur. Her bir akciger plevra ad1 verilen
bir zarla kaplanmistir ve gégiis kafesi icinde mediasten adi verilen yapi ile birbirinden ayrilir
[1]. Hava, burun veya agiz yoluyla alinarak farenksden geger, larinks ve trakea iizerinden
bronslar yoluyla akcigerlere ulasir. Ana bronslar, akciger i¢inde daha kiigiik bronglara,
ardindan brongiollere ve en sonunda oksijen karbondioksit degisiminin gerceklestigi
alveollere ayrilir. Akcigerin yapist Sekil 2.1. de gosterilmistir. Akcigerlerin birincil islevi gaz
aligverisini kolaylastirmaktir. Oksijen, alveoller araciligiyla ¢cevreden kan dolagimina girer.
Doku metabolizmasindan kaynaklanan karbondioksit ise akcigerler yoluyla viicudu terk

eder. Akciger damar sistemi bu islevleri destekleyecek sekilde diizenlenmistir [2].

Sag ana brons

Trake

Bronsioller

Sol ana brons

Brons

Sol lob

Plevra

Plevral
s1v1

Diyafram

Alveoller

Sekil 2.1. Akcigerin yapist



2.2. Akciger Kanseri

Akciger kanseri olusumu sirasinda epitelyal hiicreler ile stromal hiicreler arasinda meydana
gelen birgok etkilesim, normal akciger gelisimindeki temel siireclere benzerlik
gostermektedir. Normal akcigerin gelisimi ve farklilagmasinda rol oynayan sinyal yolaklari,
karsinogenezin baslamasi, ilerlemesi ve histolojik farklilagma asamasinda da rol alir [3].
Akciger hiicreleri, normal hiicre ¢ogalmasi ve homeostazindaki kontrol kaybi nedeniyle
malign fenotipe doniisiir. Bu siirecin, bir dizi genetik ve epigenetik degisiklik yoluyla ¢ok
asamal1 bir sekilde ortaya ¢iktig1 ve nihayetinde klonal genisleme yoluyla invaziv fenotipe
doniistiigi diistiniilmektedir. Birincil kanserin gelisimini takiben, klonal genisleme sirasinda
edinilen genetik ve epigenetik degisimlerin siirekli birikimi, invazyon ve metastazi, kanser
tedavisinde direng siireclerini etkiler. Bu molekiiler degisikliklerin tanimlanmasi kanseri
onleme, erken tani ve tedaviyi iyilestirmek i¢in kritik dneme sahiptir. Hastanin tiimor
ozelliklerinin ve genetiginin bilinmesi, kisiye 6zel prognoz ve ideal tedavi se¢imi konusunda

onemli ilerlemeler kaydedilmesini saglar [4].

2.2.1. Epidemiyoloji

Akciger kanseri, Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC) tarafindan yayimnlanan
GLOBOCAN 2022 yili verilerine gore, diinya genelinde 2,5 milyon yeni olgu ve 1,8
milyondan fazla 6liimle, tiim kanser olgulariin %12,4’ {inli ve kanser 6liimlerinin %18,7’
sini olusturarak baglica yasam kaybi nedeni olmustur. Son verilere gore, olgu sayis1 ve 6liim
oranlar1 agisindan erkeklerde birinci, kadinlarda ise ikinci siradadir. Erkeklerde, 33 tilkede
en sik teshis edilen, 89 lilkede en fazla 6liime sebep olan kanser tiirii olmustur. Erkeklerde
en yiiksek goriilme siklig1 Polinezya ve Mikronezya gibi iilkelerde ve Dogu Asya ile Dogu
Avrupa gibi bolgelerde kaydedilmistir. En yiliksek ulusal oranlarin Tiirkiye’ de oldugu
tahmin edilmektedir. Kadinlarda ise en yiiksek sikligin Kuzey Amerika, Dogu Asya ve
Kuzey Avrupa’ da goriildiigii, en yiiksek ulusal oranlarin da Macaristan’ da oldugu tahmin
edilmektedir. Cin ve Amerika Birlesik Devletleri (ABD) dahil olmak iizere 23 {ilkede

kadinlarda kanserden dliimlerin 6nde gelen nedeni olmustur [5].



Akciger
41032 (17.1%)

Meme
25249 (10.5%)

Kolorektal
21718 (9.0%)

Diger Kanserler
119 364 (49.7%)

Prostat
17 274 (7.2%)

Tiroit
15376 (6.4%)

Toplam: 240013

Sekil 2.2. GLOBOCAN 2022 Tiirkiye kanser verilerine gore her iki cinsiyet ve tiim yas
gruplarindaki yeni olgu sayilari

T.C Saghk Bakanlhigi Halk Saghgi Genel Miidiirliigii, 2018 Tiirkiye Kanser Istatistikleri
verilerine gbére tim yas gruplart iginde en sik goriilen kanser tirii soluk
borusu/girtlak/akciger kanseridir. Kanser kaynaklir 6liimler arasinda da birinci sirada yer

almaktadir [6, 7].

2018 yilinda Tirkiye’de 30.078 kisiye akciger kanseri tanist konulmustur. Hastalarda
kanserin evreleri incelendiginde, %52,7 'sinde uzak organ metastazi oldugu belirlenmistir.
Akciger kanseri tamis1 genellikle ileri evrelerde konulabilmektedir. Ozellikle erkeklerde,
akciger kanseri ve tiitiin kullanimina bagli gelisen diger kanserler, 6nemli saglik problemleri

arasinda yer almaktadir [6].
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Sekil 2.3. Tirkiye’ de erkeklerde tiim yas gruplarinda en sik goriilen kanserlerin dagilimlar
(Turkiye Kanser Istatistikleri, T.C. Saglik Bakanligi, 2018)
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ekil 2.4. Tiirkiye’ de kadinlarda tiim yas gruplarinda en sik goriilen kanserlerin dagilimlar
Sekil 2.4. Tiirkiye’ de kadinlarda tii larind k goriilen k. lerin dagiliml
(Tiirkiye Kanser Istatistikleri, T.C. Saglik Bakanligi, 2018)



Akciger kanserindeki diisiik hayatta kalma oranlar1 goéz Oniine alindiginda, hastaligin
goriilme siklig1 ve O6liim oranlarindaki belirgin cografi ve zamansal farkliliklarin, tiitiin
kullannminin {iilkelerdeki yayilim ve gelisim asamalarii yansittigimi gostermektedir. Bu
farkliliklar, tiitiin kullaniminin tarihsel olarak ne zaman ve ne dlgiide yayginlastigina, sigara
icme aligkanliklarinin siddetine, siiresine, kullanilan sigara tiiriine ve sigaranin nasil
icildigine bagh olarak degisiklik gostermektedir [8]. Erkeklerde, sigara kullaniminin yaygin
oldugu nesillerde, sigara kullaniminin azalmasinin ardindan akciger kanseri oranlarinin 6nce
zirveye ulasip sonra diisiise gectigi ilk olarak Birlesik Krallik ve ABD gibi yiiksek gelirli
iilkelerde bildirilmistir. Bu degisim, sigara kullanimindaki egilimleri yansitirken genellikle
20-25 yillik bir gecikme ile ortaya ¢ikmaktadir [9]. Genel olarak, tiitiin kullanimi kadinlar
arasinda erkeklere gore daha az ilerlemis bir asamadadir ve kadinlardaki sigara kullanim
egilimlerinin, erkeklerde daha 6nce goriilen egilimleri ne 6l¢iide yansittig1 bolgelere gore
bliytik farklilik gostermektedir. Cogu gelismis iilkede, kadinlarda akciger kanseri oranlari
hala artig gostermekte olup, yalnizca birkag tlilkede (ABD) oranlarin sabitlenme veya diisiis
belirtileri goriilmektedir. Bunun sonucunda, bazi iilkelerde kadinlarda gériilme oranlar1 geng
ve orta yas gruplarinda erkeklere yaklasmakta veya onlari agmaktadir. Avrupa ve Kuzey
Amerika’da son nesillerdeki bu artig, 6niimiizdeki on yillarda kadinlar arasinda akciger

kanseri goriilme sikliginin artabilecegine isaret etmektedir [10].

2020 yilinda adenokarsinomun diinya genelinde en yaygin akciger kanseri alt tipi oldugu ve
erkeklerde ¢ogu iilkede, kadinlarda ise 185 {ilkede skuamoz hiicreli karsinomu geride
biraktig1 tahmin edilmistir [11]. Her iki cinsiyet i¢in de adenokarsinom insidans oranlarinin
Dogu Asya’da (Cin dahil) en yiiksek oldugu bildirilmistir. Onceki epidemiyolojik ¢alismalar,
adenokarsinomun artan goriilme sikligini, gelismis tilkelerdeki uzun siireli dis ortam hava
kirliligi maruziyetiyle iliskilendirmistir. Bu nedenle, diinya genelinde bir¢ok biiyiik sehirde
kaydedilen yiiksek hava kirliligi seviyeleri, akciger kanseri goriilme oranlarindaki artisin

onemli nedenlerinden biri olabilir [12].

Akciger kanserinin bes yillik sagkalim orani ¢ogu iilkede %20 nin altinda olup, ¢ogu olguya
gec evrede tan1 konulmaktadir. Bu nedenle, sigara birakma ve erken tani1 programlari biiyiik
onem tagimaktadir. Diisiik doz bilgisayarli tomografi ile yapilan tarama yontemleri ile erken
tan1 konulmasi 6liim oranlarini azaltmada etkili bulunmus olsa da maliyetler ve asir1 tan1 gibi
faktdrler uygulamada zorluklar yaratmaktadir. DSO tarafindan tanitilan Tiitiin Kontrolii

Cerceve Sozlesmesi, MPOWER paketi ile tiitlin kontrol politikalarmin kapsamli



uygulanmasi sayesinde, ozellikle Avrupa’da 20 yillik siiregte 1,6 milyon akciger kanseri

olgusunun 6nlenebilecegi beklenmektedir [13].

2.2.2. Etiyoloji

Akciger kanseri gelisimine neden olan en 6dnemli risk faktorii sigara kullanimidir. ABD ve
sigara i¢gmenin yaygin oldugu diger iilkelerdeki olgularin %80'inden fazlasinin sigara
kaynakli oldugu belirlenmistir [14]. Diger 6nemli risk faktorleri; pasif igicilik (diizenli pasif
icicilik akciger kanseri riskini %30'a kadar artirabilir), cevre kirliligi, kanserojenlere (asbest,
krom bilesikleri, silika gibi) mesleki maruziyet ve genetik yatkinliktir [15]. Bu faktorlerin
etkileri, cografi konum, cinsiyet ve bu etmenlerin birbiriyle sinerjistik etkilesimlerine baglh

olarak farklilik gdsterir [16].

Sigara kullanimi

Toplumun sigara kullanma aligskanliklari, insidansi biiyiik Ol¢iide etkilemektedir. Sigaraya
baslama ve birakma konusundaki cinsiyet farkliliklari, akciger kanserinin erkekler ve
kadinlar arasinda farkli oranlarda goriilmesiyle iliskilidir. Sigara kullaniminin ge¢ donemde
zirveye ulastig lilkelerde, erkeklerde akciger kanseri oranlari azalirken kadinlarda artis
goriilmektedir [17]. Titiiniin bagimlilik yapici maddesi, sinir sistemindeki nikotinik
asetilkolin reseptorlerine (nAChR) baglanan ve asetilkolin agonisti olarak iglev goren dogal
bir alkaloid olan nikotindir. Bu baglanma, dopamin, serotonin, norepinefrin, endorfinler ve
gama-aminobiitirik asit (GABA) gibi norotransmiterlerin kan dolagimina salinimini tetikler
ve nikotinik reseptorlerin seviyesini arttirarak tiitlin bagimhiligim tesvik eder [18, 19].
Nikotinin kendisi bir kanserojen degildir ancak sigara dumaninda, Uluslararasi Kanser
Arastirma Ajansi tarafindan kanserojen olarak siniflandirilmis en az 60 farkli madde
bulunmaktadir. Bu maddeler arasinda polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) ve 4-
(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-biitanon (NNK) 6ne ¢ikmaktadir. [20]. Sigara igcenlerde
akciger kanserine yakalanma riskinin derecesi giinliik i¢ilen sigara sayisina ve sigara icme

paket yilina baglhdir.



Pasif i¢icilik

Sigara dumanina pasif olarak maruz kalmak doza bagli olarak akciger kanser riskini
artirmaktadir. Oberg ve digerleri, 192 iilkede yaptiklar1 kapsamli ¢alismada g¢evresel tiitlin
maruziyetinin etkilerini incelemislerdir. Cocuklarin %40'inin ve sigara igmeyenlerin %33-

35" inin pasif igicilige maruz kaldigini belirlemislerdir [21].

Cevresel faktorler ve mesleki maruziyet

Kanserojen maddelere mesleki maruziyetin akciger kanserlerinin %5-10"unu olusturdugu
tahmin edilmektedir [22]. Asbeste maruz kalma, akciger kanserinin en iyi bilinen mesleki
nedenlerinden biridir. Asbest madenciligi ve islenmesi, gemi yapimi, insaat, tekstil ve
yalitm sektorlerinde c¢alisanlar en yliksek risk altindadir [23]. Sigara kullanimiyla
birlestiginde akciger kanseri lizerinde sinerjistik bir etki olugturmaktadir [24]. Radon gazina
maruziyet énemli bir diger faktdrdiir. Radon, yer kabugundaki uranyumun bozunmasiyla
dogal olarak olusan radyoaktif bir gazdir ve topraktan gelen radon akciger kanseri i¢in
yaygin bir risk faktoriidiir [25]. Yeraltt madencileri ile yapilan ¢aligsmalar, yliksek dozda
radon maruziyeti ile akciger kanseri arasindaki iligkiyi ilk kez ortaya koymustur. Sigara
icmeyenlere kiyasla radon maruziyeti ile birlikte sigara kullanimi akciger kanserine

yakalanma riskini 25 kat artirmaktadir [26].

Hava kirliligi

Fosil yakitlarin yanmasiyla olusan kanserojenler ve havada bulunan partikiil maddeler, dis
ve i¢ mekan hava kalitesini etkileyen iki ana faktordiir. Dis ortamda bulunan atmosferik
kanserojenler, PAH, kiikiirt dioksit ve eser metaller gibi maddeleri icerebilir. Bu maddelere
uzun siire maruz kalinan mesleklerde akciger kanser riski artmaktadir [27]. [sinma ve yemek
pisirme amactyla komiir gibi kat1 yakitlarin kullanim1 nedeniyle olusan i¢ mekén hava

kirliligi gelismekte olan iilkelerde akciger kanseri gelisimiyle iligkilidir [28].

Enfeksiyon ve gecirilmis akciger hastaligi

Akcigerde inflamasyon ve enfeksiyon nedeniyle olusan hasarin kanser olusumunda rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. Ge¢miste, tiiberkiiloz gibi enfeksiyonlarin sigara kullanimindan

bagimsiz olarak ve uzun bir latent donemin sonunda akciger kanser riskini artirabilecegi
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gosterilmistir. Biiylik bir meta analiz ¢alismasi, kronik bronsit, tiiberkiiloz veya zatiirre
gecmisi bulunan hi¢ sigara icmeyen bireylerin akciger kanserine yakalanma riskinin daha
yiiksek oldugunu gostermistir [29]. Giinlimiizde gelismis iilkelerde tiiberkiilozun goriilme

siklig1 azalmistir [30].

Kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH)

KOAH ve akciger kanseri i¢in ortak risk faktorii sigara olsa da yapilan arastirmalar KOAH'
n sigaradan bagimsiz olarak akciger kanseri riskini 2-3 kat artirdigini ortaya koymustur [30].
KOAH, amfizem ve kronik bronsiti de iceren ¢esitli fenotiplerle karakterize edilen bir
hastalig1 temsil eder ve akciger kanseri riskinin KOAH fenotipleri arasinda nasil farklilik

gosterdigine iliskin veriler sinirhdir [31].

Insan immiin yetmezlik viriisii (HIV)

Akciger kanseri, HIV ile enfekte olan bireylerde AIDS disinda en sik goriilen malignitedir
[32]. HIV enfeksiyonu tastyan bireyler sigaradan bagimsiz olarak akciger kanseri riskinde

2,5 kat artig gostermektedir [22].

2.2.3. Hig sigara igmeyenlerde akciger kanseri

Diinya genelinde, her iki cinsiyette akciger kanseri tanis1 konulan hastalarin %25'inin hig
sigara icmedigi tahmin edilmektedir [33]. 2023 yilinda, kanser kaynakli 6liimler arasinda
diinya genelinde besinci sirada yer almistir [34]. Genellikle kadinlarda ve geng bireylerde
daha sik goriilmektedir. Histolojik olarak ¢ogunlukla adenokarsinom olup, hedefe yonelik
tedavilere 1yi yanit veren EGFR mutasyonu ve ELM4-ALK flizyon proteini gibi siiriicii
mutasyonlart tasir [33]. KHDAK goriilen kadinlarin %60-80’ ininin hi¢ sigara igmedigi
Dogu ve Giiney Asya’ da ozellikle yiiksektir. Bu yiiksek oranlarin, kismen dis ortam hava
kirliligine ve evlerde 1sinma, yemek pisirme amaciyla kat1 yakitlarin yakilmasina maruziyet

sonrasi ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir [34].

2.2.4. Histopatoloji

Akciger kanserlerinin ¢ogu epitelyal hiicrelerden kaynaklanir. [35]. Kiiciik Hiicreli Dis1
Akciger Kanseri (KHDAK) ve Kiiciik Hiicreli Akciger Kanseri (KHAK) olmak tizere iki ana
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histolojik tipi vardir. Olgularin yaklasik %85’i KHDAK grubunda yer alir. KHDAK 1n,
skuamoz hiicreli karsinom, adenokarsinom ve biiyiik hiicreli karsinom olmak {izere {i¢ ana
histolojik alt tipi vardir [36]. Bunun yaninda, daha az siklikla goriilen
adenoskuamdz karsinom ve sarkomatoid karsinom gibi diger alt tipleri de vardir. [37].
Diinya Saghk Orgiitii (DSO) giincel Torasik Tiimérler Siniflandirmast 2021 yilinda
yayimland1 [38]. DSO'niin 6nceki baskilar1 1967 ve 1981 yillarinda sadece akcigerle ilgili
olarak yayimlanmis, 1999'da akciger ve plevra, ardindan 2004 ve 2015'te akciger, plevra,
timus ve kalp dahil edilerek giincellenmistir [39]. 2015 DSO smiflandirmasi, genetik ve
molekiiler hedefli tedavilerin anlasilmasindaki kayda deger ilerleme sayesinde birgok
onemli degisiklik getirmistir. Siniflama boyunca immiinohistokimya ve molekiiler testlerin
uygulanmasi sayesinde, patolojik taniya yonelik daha gelismis yaklasimlar, akciger
tiimorlerinin patolojik ve genetik siniflandirmasini daha kesin hale getirerek daha etkili
tedavi stratejilerinin gelistirilmesine olanak tanimistir. 2015 yilinda, siniflandirmay1 daha
dogru hale getirmek i¢in immiinohistokimya kullanimina vurgu yapilirken 2021 yilinda tiim
tiimor tiplerinde molekiiler patolojideki ilerlemelere daha fazla odaklanilmistir. Akciger
tiimori siniflandirmasinin temel ilkeleri, nce morfolojiye dayali bir yaklasimi benimsemek,
ardindan bunu immiinohistokimya ve molekiiler tekniklerle desteklemek seklinde devam

etmektedir [38].

Tedavi yaklagiminda histolojik tani, hastaliin evresi, molekiiler profilleme sonuglar1 ve
hastanin genel durumu belirleyici unsurlardir. Hastaligin nihai anatomik evresi ve yayilima,
Uluslararast TNM tabanli evreleme sistemiyle belirlenir ve bu sistem, tedavi planinin
olusturulmasinda 6nemli bir rol oynar. Bu sisteme gore, KHDAK evreleri bir ila dort (I ila
IV) arasinda degisir. Evre ne kadar diislikse kanser o kadar az yayilmistir [40]. Cizelge 2.2.”
de TNM evrelemesi gosterilmistir [41].


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/adenosquamous-carcinoma
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/sarcomatoid-carcinoma
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Cizelge 2.1. TNM’ nin 9. baskisindan uyarlanan KHDAK evreleri

T/M NO | N1 N2 N3
N2a | N2b
Tl [Tla<lcm IAL | 1IA 1B | 1A | 1lIB
Tlb>1ile<2cm IA2 | 1IA 1B | 1A | 1lIB
Tlc>2ile<3 cm IA3 | 1IA 1B | 1A | 1lIB
T2 |[T2a IB 1B | HIA | 1B | B
T2a>3ile <4 cm IB 1B | HIA | 1B | B
T2b>4ile<5cm IHA | 1IB | INA | IHIB | 1lIB
T3 |[T3>5Sile<7cm 1B | 1A | 1A | B | HIC
T3 invazyon 1B | A | 1A | B | HIC
T3 Satellit nodiiller 1B | 1A | 1A | B | HIC
T4 [T4>7cm A | A | 1B | B | IllC
T4 Invazyon A | A | 1B | B | llC
T4 Ipsilateral nodiiller A | 1THA | HIB | 1B | IlIC
M1 | Mla Kontraleteral nodiiller IVA | IVA | IVA | IVA | IVA
M1a Plevral, perikardiyal efiizyon IVA| IVA | IVA | IVA | IVA
M1b Tek bir torasik dis1 lezyon IVA| IVA | IVA | IVA | IVA
Micl Tek bir organ sisteminde birden fazla torasik disi lezyon | IVB | IVB | IVB | IVB | IVB
Birden fazla organ sisteminde birden fazla torasik dist lezyon | IVB | IVB | IVB | IVB | IVB

Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri

Akciger kanseri olgularinin yaklagik %85’ ini olusturan KHDAK {i¢ ana grupta

siniflandirilir:

Adenokarsinom

Ozellikle sigara igmeyenlerde en sik goriilen alt tiptir. Alveollerdeki glandiiler hiicrelerden
kaynaklanir ve genellikle akcigerin periferik bolgelerinde goriiliir. Adenokarsinom, miisin
dretimi ve glandiiller farklilasma ile karakterizedir. Tiim akciger kanserlerinin

yaklagik %40'1m1 olusturur [39, 40].
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Skuamoz hiicreli karsinom

Sigara kullanimiyla giiclii bir iliskiye sahiptir ve bronglar1 déseyen epitel hiicrelerinden
gelisir. Ana bronglarda ortaya c¢ikip karinaya ilerleme egilimindedir. Genellikle
keratinizasyon ve hiicreler aras1 kopriiler sergiler. Tiim akciger kanserlerinin yaklagik %25-

30' unu temsil eder [39, 40].

Biiyiik hiicreli karsinom

Daha nadir goriilen bir alt tip olup, glandiiler veya skuamoz 6zellikler gostermeyen tiimorleri

temsil eder. Tiim akciger kanserlerinin yaklagik %10’ unu olusturur [39, 40].

Kiicuk hiicreli akciger kanseri

Kiiciik, yuvarlak veya oval hiicrelerden olusur; az sitoplazmaya, yogun kromatine ve yliksek
mitotik aktiviteye sahiptir. Son derece agresif bir yapidadir. Bronsiyal invazyona neredeyse
hi¢ maruz kalmadan submukozal lenf damarlarina ve bolgesel lenf diigtimlerine yayilir. Tim

akciger kanserlerinin %10-15'ini olusturur [39, 40].

2.2.5. Genetik faktorler

Kanser gelisiminden sorumlu en az ii¢ hiicresel gen sinifi s6z konusudur: protoonkogenler,
timor baskilayic1 genler ve DNA onarim genleri. Onkogenlerin aktiflesmesi genellikle
nokta mutasyonu, gen amplifikasyonu veya yeniden diizenleme yoluyla gerceklesirken,
tiimor baskilayici genler klasik olarak bir nokta mutasyonla birlikte bir parental alelin kayb1
veya kalan alelde hedef genin metilasyonu ile inaktive edilir [42]. Akciger kanserinde
mutasyon saptanan protoonkogenler; K-RAS, EGFR, B-RAF, MEK-1, HER2, MET, EML-4-
ALK, KIF5B-RET ve NKX2.1 dir. Inaktive olan tiimor baskilayici genler; TP53, PTEN, LKB-
1, CDKN2A, FHIT, RASSF 14’ dir [40, 43]. Akciger kanserinde goriilen genetik degisiklikler
ve histolojik tipine gore goriilme siklig1 Cizelge 2.2.” de gosterilmistir [39].
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Cizelge 2.2. Akciger kanserinde genetik degisiklikler

Genler Kii(;ii_k Hiicreli Adenokarsinom Skuaméz Hiicreli Karsinom
Karsinom (%) (%) (%)
Mutasyon
BRAF 0 <5 0
EGFR Beyazlar <1 10-20 <1
EGFR Asyalilar <1 35-45 <5
ERBB2/HER2 0 <5 0
KRAS Beyazlar <1 15-35 <5
KRAS Asyalilar <1 5-10 <5
PIK3CA <5 <5 5-15
RB >90 5-15 5-15
TP53 >90 30-40 50-80
Amplifikasyon
EGFR <1 5-10 10
ERBB2/HER2 <1 <5 <1
MET <1 <5 <5
MYC 20-30 5-10 5-10
FGFR1 <1 <5 15-25
Gen Yeniden Diizenlemeleri
ALK 0 5 <1
RET 0 1-2 0
ROS1 0 1-2 0
NTRK1 0 <1 0
NRG1 0 <1 0

2.2.6. Epigenetik degisiklikler

Epigenetik mekanizmalar, DNA dizisinde degisiklik yapmadan gen ifade diizenini ve
genomik kararlilig1 etkileyebilir. Bu stirecler, DNA metilasyonu, histon modifikasyonu,
kromatin yeniden diizenlenmesi ve kodlamayan RNA'larin ekspresyonundaki degisiklikleri
igerir [44]. Normal kosullarda DNA metilasyonu diizenli bir sekilde gergeklesirken, timor
dokusunda bu denge bozulabilir. Hipometilasyon genetik kararsizliga ve onkogenlerin
aktivasyonuna neden olurken, hipermetilasyon tiimor baskilayici genleri susturabilir [45].
Histon proteinlerindeki kovalent modifikasyonlar (metilasyon, asetilasyon gibi), kromatin
yapisini degistirerek genlerin aktif hale gelmesine veya susturulmasina yol agar. Bu siiregte
histon deasetilazlar (HDAC'ler) ve SWI/SNF gibi kromatin yeniden diizenleme

kompleksleri onemli bir rol oynar. [46]. Ayrica, kodlamayan RNA’lar (Ornegin,
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mikroRNA'lar ve uzun kodlamayan RNA'lar), gen ifadesini transkripsiyonel ve post-
transkripsiyonel diizeyde diizenleyerek kanserde onkogenik veya tiimor baskilayicr iglevler
iistlenebilir [47]. KHDAK gelisiminin farkli agsamalarinda epigenetik degisikliklerin rolii
iizerine bir¢ok calisma yapilmistir. Skuamoz hiicreli karsinomda ZNF132 ve GATA2
transkripsiyon faktorlerinin, adenokarsinomda ise, KCNIP4, ZEB2 ve FOXF1 genlerinin
hipermetilasyona ugradig1 gosterilmistir. Ayrica, her iki akciger kanseri tiirlinde de FOXA2,
FOXJ1, HOXAS, TAL1 ve HLF transkripsiyon faktorlerinin hipermetilasyonu saptanmistir
[48]. Ayrica, bazit DNA metiltransferazlarinin (DNMT1, DNMT3A ve DNMT3B) anormal
ifadelenmesinin akciger kanseri gelisimiyle iliskili oldugu bulunmustur. Ozellikle, skuaméz
hiicreli karsinomda DNMT!1'in artan ifadesi, tiimor baskilayict genlerin (RASSF1A,
CDKNZ2A) hipermetilasyonu ve susturulmasina yol agmaktadir. Ayrica, kromatin yeniden
diizenleme komplekslerinin anormal aktivitesinin skuamdz hiicreli karsinom gelisiminin
erken asamalarinda etkili oldugu ve EZH2’ nin artan ekspresyonu nedeniyle H4K20me3
seviyelerinin diismesi, H3K27me3 seviyelerinde artis ve DNA metilasyonu aracilifiyla
timor baskilayict mikroRNA'larin (6rnegin, miR-196b, miR-200b, miR-200c veya miR-
205) susturulmasi bildirilmistir [49, 50]. Adenokarsinomda ise, MGMT, RARb, DAPK,
hTERT, PTPRN2 genlerinin promotdr hipermetilasyonu ve buna bagli olarak bu genlerin

ifade diizeylerinde azalma tespit edilmistir [S1].

2.2.7. Gemsitabin etki mekanizmasi

Gemsitabin (2',2'-diflorodeoksisitidin), KHDAK tedavisinde yaygin olarak kullanilan
sentetik sitidin analogudur [52]. Giliniimiizde gemsitabin akciger kanserinin yani sira
pankreas, mesane, meme, over kanserlerinde ve malign mezotelyomada kullanilmaktadir
[53]. Gemsitabin, malign hiicrelere transfer edildikten sonra deoksisitidin kinaz enzimi
(dCK) tarafindan fosforilasyon yoluyla monofosfat (dFdCMP), difosfat (dFdCDP) ve
trifosfat (dFACTP) formlarma dontstiiriiliir [54]. Difosfat (dFACDP), DNA sentezi icin
gerekli deoksiniikleotid trifosfatlarin olusumunu katalizleyen riboniikleotid rediiktaz
enzimini baskilar. Bu enzimin inhibisyonu hiicre i¢i deoksisitidintrifosfatin (dCTP)
konsantrasyonunda bir azalmaya yol acar [54, 55]. Trifosfat (dFdCTP) replikasyon sirasinda
DNA polimeraz tarafindan uzayan zincire katilmak i¢in dCTP ile yarisir [55]. Bu sekilde
uzayan DNA zincirine dFdCTP'nin dahil edilmesi, replikasyonun durmasina ve apoptozun

uyarilmasina neden olur [56].
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Sekil 2.5. Gemsitabin metabolizmasi

Bu hiicre i¢i aktivasyon yolunda; dFdC'nin, dFdCMP'ye dCK aracili fosforilasyonu,
gemsitabinin aktif metabolitlerinin tretimi i¢in hiz kisitlayici basamaktir [57]. Ancak,
gemsitabinin ¢ogu, sitidin deaminaz (CDA) enzimi tarafindan deaminasyona ugrar ve 2',2'-
diflorodeoksitiridin (dFdU) olusur. [58]. dFdU, pirimidin niikleozid fosforilazlar igin bir
substrat degildir; dolayisiyla hiicre i¢inden disar1 atilir [59]. Yapilan in vitro ¢alismalarda
CDA’ nin ifade diizeyindeki artisin gemsitabin direnciyle sonuglandigi gosterilmistir [60,
61]. Gemsitabinin fosforlanmis metabolitleri, hiicresel 5'-niikleotidaz (5'-NT) tarafindan
indirgenir. dFdCMP, deoksisitidilat deaminaz (DCTD) tarafindan 2'-deoksi-2',2'-
difluorouridin monofosfata donistiiriiliir ve inaktive edilir (dFAUMP) [62, 63]. dFdUMP,
timidilat sentaz (TS) enziminin bir substrati veya inhibitoriidir. TS, 2'-deoksiiiridin-5'-
monofosfatin (dUMP) DNA sentezi igin gerekli bir oncii olan 2'-deoksitimidin-5'-
monofosfata (dTMP) doniisimiinii katalizleyen folat bagimli bir enzimdir. Hiicre igi
niikleotid havuzlarinin tiitkenmesi, bu enzimi kanser kemoterapisinde kritik bir hedef haline

getirir [64]. Gemsitabin metabolizmasi Sekil 2.5.” de gosterilmistir [59].
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2.2.8. Fitokimyasallar ve kanser

Kemoterapide, genellikle birden fazla kemoterapotik ajan birlikte uygulanmaktadir. Ancak
tedavi sirasinda ortaya c¢ikan ya da onceden var olan ilag¢ direngliligi tedavi basarisini
engelleyen en dnemli faktordiir. Son yillarda, tedavide kullanilan ajanlarin kanser hiicreleri
iizerindeki sitotoksik etkilerini arttirmak ve/veya saglikli dokulardaki toksik etkilerini
azaltmak amaciyla kemoterapotik ajanlar ile birlikte fitokimyasallar kullanilmaktadir. En

¢ok c¢alisilanlardan biri de kurkumindir.

Kurkumin, ¢ok yillik otsu bir bitki cinsi olan Curcuma longa bitkisinin biyoaktif bir
bilesenidir. Yapilan arastirmalar ile kurkuminin antiinflamatuar, antikanser, antioksidan,
antianjiyogenik ve tiimor olusumunu Onleyici Ozelliklere sahip oldugu belirlenmistir.
Kurkumin farkli proteinler ile etkilesime girdiginden, hiicre i¢inde farkli molekiiler yolaklar1
etkileyebilmektedir [65]. Cesitli kanserler ile yapilan in vitro [66-69] ve in vivo ¢aligsmalarda
[70-73] kurkuminin antikanser etkisi gosterilmistir. Ancak, suda ¢ozliniirliigliniin azligi,
kimyasal kararliliginin diisiikliigli ve hiicre i¢ine aliminin sinirlt olmast nedenleriyle, bu
caligmalarin klinik uygulamalara yansimadigi goriilmiistlir. Bu durumun baslica nedeninin
icerdigi B-diketon yapist oldugu diisiiniilmektedir [74]. Bu molekiilin biyoyararlanimini
arttirmak amaciyla cesitli analoglar1 gelistirilmistir ve bunlardan biri EF24 (Difenil
difloroketon)'diir [75]. Kurkumin ve EF24’ {in kimyasal yapilar1 Sekil 2.6.” da gosterilmistir
[77].

EF24
Kurkumin

Sekil 2.6. Kurkumin ve EF24’ {in kimyasal yapilari

Kurkuminle karsilastirildiginda, EF24, kanser hiicrelerinin proliferasyonunu, gociinii ve

epitelyal-mezenkimal ge¢isini baskilayarak daha giiclii biyoaktivite gdsterir [76]. Yapilan
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caligmalarda, EF24'lin hiicre dongiisiiniin ilerlemesini durdurarak hiicre biiyiimesini
engelledigi ve ardindan kaspaz bagimli apoptozu uyardigr gosterilmistir. EF24, NF«xB
inhibisyonu, HIF-1a aktivitesinin baskilanmasi ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
diizenlenmesi gibi cesitli yollarla kanser hiicrelerinin proliferasyonunu engelleyerek veya
apoptozu tetikleyerek antikanser aktivitesini gdstermektedir [77]. Bununla birlikte ferroptoz,
otofaji gibi apoptotik olmayan hiicre 6lim yollarin1 uyardig1 da gosterilmistir [95, 127].
EF24’ {in hiicre canlilif1 ve sinyal yolaklar1 {izerindeki etkileri Sekil 2.7.” de 6zetlenmistir

[78].

EF24
| A. ROS diizenlenmesi | | B. Antunflamasyon | | C. Antikanser | | Kemosentizasyon |
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Sekil 2.7. EF24'iin hiicre canlilig1 ve sinyal yolaklar tizerindeki etkilerinin 6zeti

Kasinski ve digerleri, A549 akciger kanser hiicreleri ile yaptiklari ¢alismada ilk defa
EF24°1in giicli bir NFkB (niiklear faktor kappa B) inhibitorii oldugunu gdstermislerdir [79].

NF«B sinyal sistemi, NF«xB dimerleri, IkB (inhibitor kappa B) diizenleyicileri ve IKK (IxB
Kinaz) kompleksleri arasindaki etkilesimlerle tanimlanan bir dizi uyarana cevap verir ve
ligand-reseptor etkilesimi lizerine alinan 6zgiil sinyale uygun farkli hiicresel cevaplar olusur.
En cok bilinen NFxB yolaklari, kanonik ve kanonik olmayan yollardir. Kanonik NF«xB
yolagi; Timor nekroz faktorii alfa (TNF-a) ve interlokin-1 (IL-1), T- ve B-hiicresi
mitojenleri, bakteriyel lipopolisakkarit (LPS), viral proteinler ve fiziksel ve kimyasal stres
gibi uyaranlar tarafindan aktive edilir. Kanonik olmayan NFxB yolunun aktivasyonu ise az

sayida TNF reseptorii siiper aile iiyesi araciligiyla gerceklestirilir [80]. Kanonikal NFxB
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yolu, IKKa, IKK ve IKKy/NEMOQO'dan olusan IKK (IkB kinaz) kompleksinin aktivitesine
baglidir. IKK kompleksinin aktivasyonu lizerine IKKf alt birimi, NF«B ile iligkili IkBa'y1
dogrudan fosforile ederek proteazomal degredasyonuna ve p65/p50 heterodimerinin
salinmasina yol agar. Serbest kalan NFxB daha sonra ¢ekirdege transloke olur ve gen

transkripsiyonunu diizenler [81].
NFkB, hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi, hiicre dongiisii kontrolii, onkogenik aktivasyon

ve metastaz ile ilgili ¢esitli genleri diizenler [82, 83]. NFkB sinyal yolag1 Sekil 2.8.” de

Ozetlenmistir [84].

A. Kanonikal yolak B. Kanonik olmayan yolak
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Sekil 2.8. NFxB Sinyal Yolag:

2.2.9. Apoptoz

Apoptoz, programlanmis hiicre Oliimii olarak bilinen, organizmalarin homeostazini
saglamak ve hasarli ya da anormal hiicreleri ortadan kaldirmak i¢in kullanilan kontrollii bir
hiicresel mekanizmadir. Apoptoz, hiicre biiylimesi ve 6liimiiniin dengelenmesinde kritik bir
rol oynar. Embriyogenez, morfogenez, normal doku yenilenmesi, hiicresel bagisiklik gibi
birgok fizyolojik islemle iligkilidir ve hiicresel veya dis kaynakli bir¢ok uyari ile tetiklenir.
Hiicre oliimii sirasinda morfolojik olarak hiicre kiiclilmesi, kromatin yogunlagmasi,

apoptotik cisimciklerin olusumu gibi degisiklikler gerceklesir [85, 86]. Apoptoz, iki ana
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yolak iizerinden gerceklesir: dissal (6liim reseptdriil) yolu ve i¢sel (mitokondriyal yol). Bu
stireglerde, sistein bagimli aspartat-spesifik proteazlardan olusan kaspaz ailesi kritik bir rol
oynamaktadir. Digsal yol, hiicre zarinda bulunan o&liim reseptorleri (6rnegin, Fas
(CD95/Apol), tiimoér nekroz faktorii reseptorleri (TNFR'ler) ve TNF ile iliskili apoptoz
indiikleyici ligand reseptdrleri (TRAILR'ler) ile 6liim ligandlarinin etkilesimi sonucu aktive
edilir. Oliim sinyallerinin baglanmasi, reseptdrlerin trimerik bir yap1 olusturmasina yol agar.
Bu trimerlesmis reseptor, adaptor molekiiller ve prokaspaz-8 ile birleserek Oliim Indiikleyici
Sinyal Kompleksi (DISC) olarak bilinen bir yap1 olusturur. DISC igerisinde, prokaspaz-8
aktifleserek kaspaz-8’e doniisiir ve dogrudan kaspaz-3’ii kesip aktive eder. Aktive olan
kaspaz-3, apoptoz yolundaki diger kaspazlar1 uyararak apoptoz siirecini baslatir [87]. I¢sel
apoptoz yolu, Bcl-2 protein ailesi tarafindan diizenlenir ve bu aile, Bcl-2 homoloji (BH)
bolgeleri olarak bilinen dért ortak bolgeye (BH1-BH4) sahiptir. Uyeleri, sadece BH3
bolgesine sahip proapoptotik proteinler (Bad, Bid, Bik, Bim, Hrk, Noxa ve Puma), birden
fazla BH bolgesi igeren proapoptotik proteinler (Bax ve Bak) ve antiapoptotik proteinler
(Bcl-2, Bel-X1, Bel-W, Bfl-1 ve MCL-1) olarak siniflandirilir [88]. Biiyiime faktorlerinin
eksikligi, DNA hasari, hipoksi, oksidanlar, radyasyon, anti-kanser ilaclar ve hiicre i¢i Ca+2
artis1, Bel-2 ailesini apoptoz i¢in uyaran faktorlerdir [89, 90]. Apoptotik uyart alindiktan
sonra sadece BH-3 proteinleri araciligiyla, antiapoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerinin
inhibisyonu proapoptotik proteinler Bax ve Bak’in aktive olur ve mitokondri digzarin
gecirgenligi artar [88]. Bunun sonucunda membranlar arasi alandan sitoplazmaya salinan
sitokrom C, sitozolik protein Apaf I’ e baglanir ve onu aktive eder. Bu yapiya ATP’ nin
katilmasiyla apoptozom kompleksi olusur. Bu kompleks inaktif prokaspaz 9’ un aktif kaspaz
9’a doniismesine ve kaspaz-3 gibi diger efektdr kaspazlarin aktivasyonuna yol acar [91].

Apoptozun igsel ve digsal yolaklart Sekil 2.9. da 6zet olarak gdsterilmistir [92].
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Sekil 2.9. Apoptoza yol agan ana molekiiler yolaklarin sematik gosterimi

Kanser hiicrelerinin  kontrolsiiz ¢ogalmasinin  sebeplerinden biri de apoptoz
mekanizmasindaki bozulmalardir. Ozellikle antiapoptotik proteinlerin asir1 ekspresyonu
veya proapoptotik proteinlerin baskilanmasi kanser gelisiminde onemli bir rol oynar.
Apoptozun inhibisyonu, hiicrelerin kemoterapi ve radyoterapi gibi tedavilere kars1 direng
kazanmasina neden olur. Bu nedenle, apoptozun yeniden aktive edilmesi veya apoptotik
yollarin hedeflenmesi, kanser tedavisinde dnemli bir strateji olarak degerlendirilmektedir
[93].
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. A549 hiicre hatt1

A549 hiicre hattr; ilk olarak 1972 yilinda Giard ve digerleri tarafindan, 58 yasindaki bir
Kafkasyali erkekten alinan kanserli akciger dokusunun ¢ikarilip immortal hale getirilmesiyle

gelistirilmistir. Bu hiicreler, insan alveolar bazal epitelyal hiicreleridir [94].
3.1.2. Kullanilan cihazlar

e Biyogiivenlik kabini (DanLaf)

e Cedex XS Analyzer otomatik hiicre sayim cihazi (Roche)
e (alkalayici (Biosan 3D mini shaker)

e Derin dondurucu, -86°C (Sanyo)

e Derin dondurucu, -20°C (Sanyo)

e Hassas terazi (Precisa)

e Homojenizator (IKA)

e Invert mikroskop (Zeiss)

e Isik Mikroskobu (Olympus, BX51)

e Karbondioksitli Etiiv (Sanyo)

e Kuru isitici blok (Biosan)

e  Mikropipetler, 10 pL, 100 pL, 1000 pL (Omnipette)

e  Mikroplaka okuyucu (Spectramax M5, Molecular Devices)
e Buzdolabi (Argelik)

e Sogutmasiz santrifiij (Heraeus Labofuge 200)

e Sogutmali santrifiij (Hettich Mikro 22 R)

e Spin vorteks (Biosan)
3.1.3. Kullanmilan sarf malzemeler

e Hiicre dondurma ampiilii (Nest Scientific)

e Hiicre kiiltiir flasklari, 25 cm2 ve 75 cm2 (Nest Scientific)
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e Hiicre sayimi i¢in tek kullanimlik slayt (Ibidi)

e Kaliper (Vernier)

e 1.5, 2 ml mikrosantrifiij tiipleri (Nest Scientific)

e  Petri kabi, 60mm ve 100mm (Orange Scientific)

e 10, 100, 1000 mL’lik mikropipet uglart (Nest Scientific)
e Plaka, 96 kuyulu (Nest Scientific)

e 15 ve 50 mL santrifijj tlipleri (Nest Scientific)

e Steril 1 mL Insiilin Enjektérii (Beybi)

3.1.4. Kullamilan kimyasal malzemeler

e  Dimetil siilfoksit (DMSO) (Merck)

e EF-24 (Ambeed)

e Etanol (Sigma)

e Fetal sigir serum (FBS) (Capricorn Scientific)

e Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (1X PBS) (Capricorn Scientific)
e  Gemsitabin (MedChemExpress)

e High Glukoz DMEM Besiyeri (Capricorn Scientific)
e Karboksimetilseliiloz (CMC) (Sigma)

e MTT (Thermo)

e  Penisilin/Streptomisin (Capricorn Scientific)

e Tripan mavisi boyasi (Sigma)

e Tripsin (Capricorn Scientific)

3.1.5. Kullanilan kitler

e BCA Protein Assay Kit (Takara)
e Caspase 3 Activity Assay Kit (Elabscience)
e NF«B p65 (pS536) + NF«B p65 Total Simple Step Elisa Kit (Abcam)
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3.2. Besiyeri ve Cozeltilerin Hazirlanisi

a)

b)

d)

g)

h)

%1 FBS iceren DMEM besiyerinin hazirlanisi; 495 mL High Glukoz Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) besiyeri icerisine 5 mL Fetal Bovine serum (FBS)
eklenip, antibiyotiklerle (penisilin (100 IU/mL) ve streptomisin (100 pg/mL))
desteklenerek, FBS oran1 %1 olan DMEM besiyeri hazirlandi.

%10 FBS iceren DMEM besiyerinin hazirlanisi; 450 mL DMEM besiyeri icerisine 50
mL FBS eklenip, antibiyotiklerle (penisilin (100 IU/mL) ve streptomisin (100 pg/mL))
desteklenerek, FBS oran1 %10 olan DMEM besiyeri hazirlandu.

MTT karigiminin hazirlanmasi; MTT hazirlamak i¢in toz formundaki 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir konsantrasyonu 5 mg/mL olacak
sekilde tartilarak, PBS icerisinde ¢6ziildii. Hazirlanan ¢6zelti, por ¢apt 0,22 pm olan
filtreden gecirildi. Cozelti kullanim Oncesi taze hazirlandi.

32 mM EF24 stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi; 5 mg EF24 tartilip 803 pL. DMSO
icerisinde ¢Oziiliip hazirlanarak kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi. Hazirlanan stok
cozelti seyreltilip ¢esitli konsantrasyonlarda hiicrelere uygulandi.

1 mM Gemsitabin stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi; 0,5 mg gemsitabin tartilip 605,3 pL
DMSO igerisinde ¢oziildii. Stok c¢ozelti kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi.
Hazirlanan stok ¢ozelti seyreltilip ¢esitli konsantrasyonlarda hiicrelere uygulandi.

60 mg/mL EF24 stok ¢6zeltisinin hazirlanmasi; 12 mg EF24 tartilip 2 mL DMSO
icerisinde ¢oziildii. Elde edilen stok ¢ozelti 500 puL’ lik tiiplere dagitilarak -20°C’de
saklandi.

7,6 mg/mL Gemsitabin stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi; 38 mg gemsitabin tartilip 5 mL
PBS igerisinde ¢oziildii. Elde edilen stok ¢ozelti 500 pL’ lik tiiplere dagitilarak -20°C’de
saklandi.

9%0,05 Karboksimetilseliilloz (CMC) hazirlanist; 0,25 gr CMC tartildi, 50 mL distile su

igerisinde ¢oziildi. Elde edilen stok ¢6zelti oda 1sisinda saklandi.

3.3. Yontemler

3.3.1. Hiicre kiiltiiri

Bu tez ¢alismasinda kullanilan A549 insan kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicreleri, %10

FBS ve %1 antibiyotiklerle (100 unit/mL penisilin ve 100 pg/mL streptomisin)
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zenginlestirilmis glutamin ve yiiksek glikoz iceren DMEM besiyerinde, %95 nem ve %5
CO2 bulunan bir ortamda, 37°C'de cogaltildi. Hiicre sayimi, Tripan mavisi ¢ozeltisi

kullanilarak Cedex XS Analyzer cihaziyla gerceklestirildi.

3.3.2. Hiicre canhiliginin belirlenmesi

Hiicre canliligt MTT yontemi ile belirlendi. EF24 (0.5-32 pM) ve gemsitabin (5-100 pM)
farkli konsantrasyonlarda tek baslarina ve birlikte 24 ve 48 saat siiresince A549 hiicrelerine
uygulandi. Hiicreler ¢ogaltildiktan sonra otomatik hiicre sayim cihazi Cedex XS Analyzer

ile hiicrelerin sayimi1 yapildi.

A549 hiicreleri %1 FBS igeren DMEM besiyeri igerisinde homojen bir sekilde dagitildiktan
sonra, 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina her kuyuya 7.500/100 pL hiicre olacak sekilde ekildi.
37°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra, EF24 ve gemsitabinin stok soliisyonlart %10 FBS
iceren DMEM besiyeri igerisinde ¢esitli konsantrasyonlarda hazirlanip tek baslarina ve
birlikte uygulanarak 24 ve 48 saat siireyle 37°C’de %5 CO2’li etiivde inkiibe edildi.
DMSO'da ¢oziilen EF24'lin en yiiksek konsantrasyonunda, DMSO oraninin %0,1" in altinda
olmas: saglanmistir. Inkiibasyon siirelerinin sonunda kuyularda bulunan besiyeri
uzaklagtirildi. Her bir kuyuya 90 ul %10 FBS igceren DMEM besiyeri ve stok MTT
cozeltisinden 10 pL eklendi. Hiicreler 3 saat 37°C’lik etiivde inkiibasyona birakildi. Bu siire
sonunda hiicrelerden MTT boyas1 uzaklastirildi. Her bir kuyuya 100 pL DMSO eklenerek
canli hiicreler tarafindan olusturulan formazan kristallerinin ¢éziinmesi saglandi. 96 kuyulu
hiicre kiiltiir plakas1 570 nm dalga boyundaki absorbans degerlerinin belirlenmesi i¢in
mikroplaka okuyucusuna (Spectramax M5 plate reader) yerlestirildi. Her bir konsantrasyon
icin deney 6 tekrarli yapildi ve her konsantrasyon igin ortalama absorbans degerleri
hesaplandi. Ajanlarla muamele edilmeyen kontrol hiicrelerinin canliligi (EF24 i¢in DMSO
kontrol, gemsitabin i¢in PBS kontrol) %100 olarak kabul edildi. Ajanlarin uygulandig:
hiicrelerden elde edilen absorbans degerleri kontrol hiicrelerine oranlanarak hiicre canliligi

ylizde olarak belirlendi.

3.3.3. Hiicre gocii (in vitro yara iyilesme deneyi)

Kullanilan ajanlarin secilen konsantrasyonlarinin [8 uM EF24 ve 10 uM gemsitabin] tek

baglarina ve birlikte uygulamalarinin hiicrelerin go¢ etme potansiyeline olan etkisi
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degerlendirmek icin yara iyilesme deneyi yapildi. Bunun i¢in, hiicreler 6 kuyulu
plakalara %1 FBS iceren DMEM besiyeri ile ekildi, 24 saat 37°C’de ve %5 CO2 igceren
etiiv’de inkiibasyona birakildi. 200 pL’lik steril pipet ucu kullanilarak hiicrelerde yara (¢izik)
olusturulup, ayrilan hiicreleri ortamdan uzaklastirmak ic¢in 3 kez PBS ile yikandi. Hiicreler
inkiibatore geri yerlestirilmeden 6nce 0. saatte fotograflandi. Hiicre ekiminde kullanilan
besiyeri, serum icermeyen 2 mL yeni besiyeri ile degistirildi ve kullanilan ajanlarin segilen
konsantrasyonlar1 tek baslarma ve birlikte hiicrelere uygulandi. Kontrol hiicrelerinin ise
besiyeri degisimi yapildi, yaranin kapanmasi incelendi. Cizik olusturulan alan 24. ve 48.
saatlerde yeniden fotograflandi. Fotograflar ImageJ programi ile analiz edildi. Hiicrelerin %
gbc¢ oranlari su formiile gore hesaplandi: % alan kapanma orani= [(0.saat hasar alan1 —24.saat

hasar alani) / 0. saat hasar alani] X100.

3.3.4. In vivo A549 ksenograft fare modelinin olusturulmasi

Bu tez calismasinda in vivo ksenograft akciger kanseri modelini olugturmak i¢in A549 insan
akciger kanseri hiicre hattt kullanildi. Calismada, 20 adet, 6-8 haftalik, 28-30 gram
agirliginda, erkek, Nude CD-1 fareler kullanildi. Calismanin bu kismimnin immiin sistemi
baskilanmis deney hayvanlar ile patojenden arindirilmis ortamda yapilmasi gerektiginden
bu asama Kobay A.§’ de gerceklestirildi. Bunun i¢cin Kobay D.H.L A.S. Yerel Etik
Kurulu’ndan etik kurul izni alind1 (Onay No: 623).

%10 FBS iceren DMEM besiyeri igerisinde in vitro olarak ¢ogaltilan A549 hiicreleri (1x10%/
0,2 ml) PBS icinde subkutan (s.c.) olarak farelere enjekte edildi. Enjeksiyonun ardindan
saglik durumlarinin ve tiimdr olusumunun kontrolii i¢in fareler giinasir1 izlendi. Timor
hacimleri 80-100 mm?*’e ulastiginda fareler 5 gruba (2 sham grubu ve 3 tedavi grubu olacak
sekilde gruplar diizenlendi.) ayrilarak (toplam n:20, her grup 4 fare) tedaviye baslandi.
Deney gruplari agagida belirtilmistir:

Gruplar;

Grup I; (Sham I, PBS) 21 giin boyunca haftada 2 kez 25 mg/kg gemsitabinin fareye
uygulandig1 hacme esit PBS intraperitoneal (i.p).

Grup II; (Sham II; DMSO) 21 giin boyunca her giin %1°lik DMSO 100 pL hacimde, i.p.
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Grup III; Gemsitabin uygulanan grup. 21 giin boyunca haftada 2 kez 25 mg/kg, 100 pL

hacimde, i.p

Grup 1V; EF24 uygulanan grup. 21 giin boyunca her giin 20 mg/kg EF24 100 uL hacimde
Lp

Grup V; Gemsitabin+EF24 uygulanan grup. 21 giin boyunca haftada 2 kez 25 mg/kg
gemsitabin ve her giin 20 mg/kg EF24 100 pL hacimde i.p.

Calismamizda kullanilan EF24 DMSO’da, gemsitabin ise PBS’de ¢6ziindiigii i¢in ajanlarin
uygulanig sekilleri aym1 olmasina karsin farkli c¢oziicliler kullanilmasi nedeniyle
calisgmamizda 2 sham grubu kullanilmistir. Sekil 3.1°de in vivo A549 ksenograft deneysel

fare modeli ve deneyin akis semas1 gosterilmistir.

Uygulanan ajanlarin dozlar1 ve uygulama sikligy, literatiir taramalarina gore belirlenmistir.
Chang ve digerleri olusturduklar1 A549 ksenograft fare modelinde, gruplar1t EF24° iin farkli
dozlartyla (5, 10, 20 mg/kg) tedavi etmis ve 20 mg/kg doz uygulanan grupta nekroz
lezyonlarinin olustugunu tespit etmislerdir [95]. Benzer sekilde Liu ve digerleri,
olusturduklar1 Hepal-6 fare modelini 20 mg/kg EF24 ile 21 giin boyunca tedavi etmislerdir
[87]. Calismamizin in vivo kisminda olusturdugumuz A549 ksenograft fare modeline
uygulanan EF24 dozu ve siiresi bu ¢aligmalar referans alinarak, gemsitabin dozu ise Iwanski

ve digerlerinin ¢aligmalari esas alinarak belirlenmistir [96].
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Sekil 3.1. In vivo A549 ksenograft deneysel fare modeli ve deneyin akis semasi

Tiimor hacimleri 80-100 mm?*’e ulastiginda ilag uygulamalarina baslanmustir. EF24 her giin,
gemsitabin haftada 2 kez intraperitoneal enjeksiyonla tedavi gruplarma uygulanmistir. ilag

uygulamalar1 100 pL’ lik hacimlerde gerceklestirilmistir.

Tiimdr biiytikliigii her hafta kaliper ile dl¢iiliip, timor hacmi standart formiil ile hesaplandi:

(genislik? X uzunluk) /2 [97]. 21 giinliik tedavinin sonunda, hayvanlara derin anestezi altinda



30

intrakardiyak kan alma yontemi ile dtenazi uygulandi. Otenazi sonrasi hayvanlardan tiimor
dokularmin yani sira karaciger, akciger, bobrek, beyin, dalak, kalp dokular1 ve kalp kan1 da
alindi. Hayvanlardan alinan dokular steril distile su ile yikandiktan sonra tiimor dokularinin
bir kismi DNaz ve RNaz igcermeyen 1,5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine alinarak -80°C derin
dondurucuya konulup molekiiler analizlerin yapilacagi giine kadar muhafaza edildi. Tiimor
dokularmin bir kismi histopatolojik inceleme i¢in %10’ luk formaldehite alind1 ve

hematoksilen-eozin boyamasi yapilarak incelendi.
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(a) A549 hiicrelerinin fareye enjeksiyonu (b) Farede tiimor olusumu

(c) Timor biliytkliginin 6l¢limii (d Ilag enjeksiyonu

e
4

(f) Timor rezekéfyonu (g) Diger dokularin alinmasi

Resim 3.1. In vivo A549 ksenograft fare modeli deney asamalari
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3.3.5. Tiimor dokularindan protein eldesi

50 mg timor dokusu tartilip mikrosantrfiij tlipiine alinarak tlizerine kaspaz-3 aktivite tayin
kiti icinde bulunan 200 pL lizis buffer eklendi ve buz iizerinde dokular homojenize edildi.
Homojenize hale gelen ekstrakt 12.000 rpm’de 15 dk santrifiij edildi. Santrflij islemi

sonrasinda siipernatant ayr1 bir tiipe alinarak protein miktar tayini i¢in kullanildu.

3.3.6. Tiimoér dokularinda protein miktarimin belirlenmesi

Tiimor dokusundan elde edilen total protein miktarlarinin belirlenmesi i¢gin BCA Protein
Assay kiti kullanildi. Kitin igerisinde bulunan konsantrasyonu bilinen sigir serum
albliminden (BSA) seyreltmeler uygulandi. Standartlar ve protein 6rnekleri, 562 nm’ de
mikroplaka okuyucuda (Spectramax M5 plate reader, Molecular Devices) absorbans
degerleri Olgtilerek standart egri olusturuldu. Proteinlerin konsantrasyonlari, standart egri

kullanilarak hesaplandi.

3.3.7. Tiimor dokularinda kaspaz-3 aktivitesinin belirlenmesi

EF24 ve gemsitabinin ayr1 ayr1 ve birlikte uygulamalarinin deneysel akciger kanseri fare
modelinde apoptotik yolak lizerindeki etkileri incelendi. Tiimo6r doku 6rneklerinde kaspaz-3
aktivitesini belirlemek i¢in kolorimetrik kaspaz-3 kiti kullanildi. Kaspaz-3 aktivitesinin
belirlenmesi, kit igeriginde bulunan protokoliin uygulanmasi ile gergeklestirildi. Absorbans

degerleri 405 nm’ de mikroplaka okuyucu kullanilarak belirlendi.

3.3.8. Tiimor dokularinda total NFkB p65 ve fosforile NFkB P65 (pS536) protein
konsantrasyonlarinin karsilastirilmasi

NF kappa B (NFxB) diizeyinin tespiti i¢in NFxB p65 (pS536) + NF«B p65 total simplestep
Elisa (Abcam) kiti kullanildi. Kit protokoliine uygun sekilde doku lizatlar1 ve pozitif kontrol
cozeltileri hazirlandi. Kuyulara 50 pL doku lizat1 ya da kontrol ¢ozeltisi eklenmis, ardindan
50 pL antikor kokteyli ilave edildi. Numuneler oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan kuyulardaki sivilar tamamen uzaklastirild1 ve her kuyu ii¢ kez 350
pL 1X Wash Buffer PT ile yikandi. Daha sonra kuyulara 100 uL TMB Substrat ¢ozeltisi

eklenmis ve 15 dakika inkiibe edildi. Siirenin sonunda 100 pL durdurma soliisyonu
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eklenerek reaksiyon sonlandirildi ve 450 nm dalga boyunda absorbans degerleri mikroplaka

okuyucusunda Sl¢tldii.

3.3.9. Tiimér dokularinda Malondialdehid (MDA) diizeyinin belirlenmesi

MDA tayini, Gazi Universitesi Yasam Bilimleri Uygulama ve Arastirma Merkezi’ nde
yapilmistir. Van Ye TM ve digerlerinin (1993), metoduna gore c¢alisildi [98]. Numune
tiiplerine fosfat tamponu, etanol, tiyobarbitiiriik asit (TBA), trikloroasetik asit (TCA) ve
numune eklendi. Numune korii ve standart korii tliplerine ise TBA hari¢ diger reaktifler
eklendi. Standart tiipline fosfat tamponu, TBA, TCA ve etanol eklenerek 30 dakika kaynar
su banyosunda (85-100 °C) inkiibe edilmesini takiben ¢esme suyu altinda sogutularak 5000
g’ de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatantlar1 ayrildi. Daha sonra numune, standart kor
tiiplerine ve standart tiipiine TBA eklendi ve iyice karistirilarak spektrofotometrede 532 nm’
de her bir tliplin absorbansi kendi koriine kars1 okundu. Sonuglar MDA diizeyleri, 1,1,3,3-
Tetraetoksi propan standardi ile olusturulan standart grafigin egimi kullanilarak pmol
MDA/mg protein biriminde hesaplandi. Hesaplama su formiile goére yapildi: MDA
(mol/L): {(Abs)N/(Abs)St}xf.

3.3.10. Tumor dokularinda katalaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Tiimér dokusu numunelerindeki katalaz enzim aktivitesi tayini Gazi Universitesi Yasam
Bilimleri Uygulama ve Arastirma Merkezi’ nde yapilmistir. Aebi metoduna gore calisildi
[99]. Metot; katalaz enzimi ile katalizlenen H2O>—O; + H>O reaksiyonu sonucu pargalanan
H>O2’nin - 240 nm’deki absorbans degisiminin izlenmesi prensibine dayanir.
Spektrofotometre kiivetine tamponlanmis H>O» ¢ozeltisi konuldu. 240nm’de absorbans
degisimi bir siire takip edildi. Absorbans degisimi durduktan sonra numune ilave edilerek
karistirildi. Absorbans degisimi 0. ve 5. dakikalar arasinda takip edildi. Ilk okunan (0.
dakika) absorbans kor olarak degerlendirildi. Katalaz tayini sonucu elde edilen sonuglar

protein miktarlarina boliinerek spesifik aktivite (IU/mg protein) olarak belirlendi.

3.3.11. Histopatolojik inceleme

Histopatolojik degerlendirme Bursa Uludag Universitesi Veterinerlik Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dali'nda yapildi. Hayvanlardan alinan tiimér dokular1 parafin bloklarin

hazirlanmas1 ve boyama islemleri icin isleme alinmistir. Dokular, formalin soliisyonunda
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tespit edilmistir. Tespit isleminin ardindan dokular sirastyla dereceli alkol ve ksilenden
gecirilmis, ardindan parafine gomiilerek bloklanmaya hazir hale getirilmistir. Parafine alinan
bu bloklardan 5 um kalinliginda kesitler hazirlanmis ve lamlar lizerine yayilmistir. Kesitler
hematoksilen-eozin ile boyanmistir. Boyama iglemi sirasinda lamlar 6nce 60 °C’de 2 saat
bekletilmis ardindan ksilen ve farkli konsantrasyonlardaki alkol havuzlarinda bekletilmistir.
Daha sonra, kesitler hematoksilenle 7 dakika boyanmis, akarsuda yikanmis, ardindan
eozinde 2 dakika bekletilerek tekrar akarsuda yikama islemi gergeklestirilmistir. Kesitler 151k

mikroskobu altinda incelenmistir.

3.3.12. istatistiksel analiz

Calismadan elde edilen verilerin istatistiksel analizinde “SPSS 23.0” programi kullanildi. P
degerinin <0.05 olmas1 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Hiicre canliligi deney
sonuclarinin analizinde Student’s t-testi uygulandi. /n vitro yara iyilesmesi deneyinden elde
edilen fotograflar, Image J programi kullanilarak kantitatif olarak analiz edildi. Elisa testi
sonuglarina gore gruplar arasindaki farkliliklarin analizinde Mann-Whitney U testi

uygulandi.
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4. BULGULAR
4.1. In vitro Deney Bulgular
4.1.1. EF24’ iin A549 hiicre canlihgi iizerine etkilerinin MTT yontemi ile belirlenmesi

EF24’{in degisen siire ve konsantrasyon araliginda A549 hiicrelerine uygulanmasinin hiicre

canlilifina olan etkileri degerlendirildi ve istatistiksel analizleri yapildi.

EF24 artan konsantrasyonlarda 24 saat A549 hiicrelerine uygulandi. Kontrol hiicreleriyle
karsilastirlldiginda, 2 uM EF24 ve istii konsantrasyonlarda hiicre canliliginin
konsantrasyona bagli olarak azaldigi ve bu azalmalarin istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulundu. Hiicre canliligimin 0,5-1uM’da %99, 2uM’da %92, 4uM’da %73, 8uM’da %67,
16uM’da %60, 32uM’da %45 oldugu belirlendi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. EF24°{in artan konsantrasyonlarinin 24 saat A549 hiicrelerine uygulanmasi
sonucu belirlenen hiicre canlilik oranlari. Kontrol grubu ile karsilastirma sonucu
anlamlilik degerleri ***: p<0.001

EF24 artan konsantrasyonlarda 48 saat A549 hiicrelerine uygulandi. Kontrol hiicreleriyle
karsilastirildiginda, 4uM EF24 ve 1stii konsantrasyonlarda hiicre canliliginin
konsantrasyona bagli olarak azaldigi ve bu azalmalarin istatistiksel olarak anlamli oldugu
bulundu. Hiicre canliliginin 0,5-2uM araliginda %97-100, 4uM’da %93, 8uM’da %73,
16uM’da %37, 32uM’da %29 oldugu belirlendi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. EF24’iin artan konsantrasyonlarinin 48 saat A549 hiicrelerine uygulanmasi
sonucu belirlenen hiicre canlilik oranlari. Kontrol grubu ile karsilagtirma sonucu
anlamlilik degerleri *: p<0.05, ***: p<0.001

4.1.2. Gemsitabinin  A549 hiicre canhhg iizerine etkilerinin MTT yontemiyle
belirlenmesi

Gemsitabinin degisen siire ve konsantrasyon araliginda A549 hiicrelerine uygulanmasinin

hiicre canliligina olan etkileri degerlendirildi ve istatistiksel analizleri yapilda.

Gemsitabin artan konsantrasyonlarda 24 saat A549 hiicrelerine uygulandi. Kontrol
hiicreleriyle karsilastirildiginda, 10-100 pM gemsitabin konsantrasyonlarinda hiicre
canliliginin istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigr goriildii. Hiicre canliligy,
S5uM’da %98, 10pM’da %87, 20uM’da %86, 40uM’da %77, 60uM’da %75, 80uM’da %72
ve 100uM’da %74 oldugu belirlendi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Gemsitabinin artan konsantrasyonlarinin 24 saat A549 hiicrelerine uygulanmasi
sonucu belirlenen hiicre canlilik oranlari. Kontrol grubu ile karsilastirma sonucu
anlamlilik degerleri *:p<0.05, ***:p<0.001

Gemsitabin artan konsantrasyonlarda 48 saat A549 hiicrelerine uygulandi. Kontrol

hiicreleriyle karsilagtirildiginda, uygulanan tim gemsitabin konsantrasyonlarinda hiicre

canliliginin istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi tespit edildi. Hiicre canliligi,
S5uM’da %47, 10uM’da %24, 20uM’da %25, 40uM’da %23, 60uM’da %21, 80uM’da %19
ve 100uM’da %23 oldugu belirlendi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Gemsitabinin artan konsantrasyonlarinin 48 saat A549 hiicrelerine uygulanmast
sonucu belirlenen hiicre canlilik oranlari. Kontrol grubu ile karsilastirma sonucu
anlamlilik degerleri ***: p<0.001

4.1.3. EF24 ve gemsitabinin birlikte uygulamalarimin A549 hiicre canhhg iizerine
etkilerinin MTT yéntemi ile belirlenmesi

EF24 ve gemsitabinin degisen siire ve konsantrasyonlarda birlikte A549 hiicrelerine
uygulanmasiin hiicre canliligina olan etkileri degerlendirildi ve istatistiksel analizleri

yapildi.

A549 hiicrelerine tek basina uygulanan ajanlarin sonuglart degerlendirildikten sonra,
EF24’in 8, 4 ve 2uM, gemsitabinin 5 ve 10uM konsantrasyonlar1 birlikte uygulama
deneyleri icin secildi. A549 hiicrelerine 24 saat siiresince segilen EF24 ve gemsitabin
konsantrasyonlari uygulandi. Hiicre canliliginin 8uM EF24+10uM gemsitabinde %62, 8uM
EF24+5uM gemsitabinde %93, 4uM EF24+10uM gemsitabinde %83, 4uM EF24+5uM
gemsitabinde %94, 2uM EF24+10uM gemsitabinde %92, 2uM EF24+5uM gemsitabin
uygulamasinda ise %89 oldugu belirlenmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. A549 hiicrelerine EF24 ve gemsitabinin 24 saat siiresince birlikte secilen
konsantrasyonlarda uygulanmasi sonucu belirlenen hiicre canlilik oranlari.

Kontrol grubu ile karsilagtirma sonucu anlamlilik degerleri **:p<0.01;
*H%:p<0.001

A549 hiicrelerine 48 saat siiresince secilen EF24 ve gemsitabin konsantrasyonlar1 uygulandi.
Hiicre canliliginin  8uM  EF24+10uM  gemsitabinde %70, 8uM EF24+5uM
gemsitabinde %95, 4uM EF24+10uM gemsitabinde %068, 4uM EF24+5uM
gemsitabinde %94, 2uM EF24+10uM gemsitabinde %61, 2uM EF24+5uM gemsitabin
uygulamasinda ise %90 oldugu belirlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. A549 hiicrelerine EF24 ve gemsitabinin 48 saat siiresince birlikte secilen
konsantrasyonlarda uygulanmast sonucu belirlenen hiicre canlilik oranlari.
Kontrol grubu ile karsilagtirma sonucu anlamlilik degerleri *:p<0.05; **:p<0.01;
***:p<0.001

4.1.4. A549 hiicrelerinde EF24 ve gemsitabinin in vitro yara iyilesmesi iizerine olan
etkilerinin belirlenmesi

EF24 ve gemsitabinin secilen konsantrasyonlarinin A549 hiicrelerinin go¢ yetenegine
etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi i¢in in vitro yara iyilesmesi deneyi yapildi. Pipet
ucuyla hiicrelerde yara olusturulduktan sonra ajanlar tek baslarina ve birlikte hiicrelere
uygulandi. 0. saatte ¢ekilen fotograftan sonra, 24 ve 48. saatlerde de ayni alanlar invert
mikroskop altinda fotograflandi. Fotograflar Resim 4.1° de gosterilmistir. Hiicrelerin go¢
yetenegi, yara olusturulan alana hiicrelerin hareketi ile degerlendirildi. Image J programu ile
yapilan analizler sonucunda % yara kapanma oranlar1 hesaplandi. % kapanma oranlarina ait

sonuclar Sekil 4.7 de gosterilmistir.

Tek basina 8 uM EF24 uygulanan hiicrelerin go¢ etme yeteneginin, tek basima 10 uM GEM
ve 10 uM GEM+8 uM EF24’{in birlikte uygulandigi hiicreler ve DM SO uygulanan hiicrelere
gore azaldig1 goriildii. Hiicrelerin go¢ etme yetenekleri 24. ve 48. saatte sirasiyla: EF24
uygulanan hiicrelerde %28 ve %41, DMSO kontrol grubunda %47 ve %72, GEM
grubunda %36 ve %56, GEM+EF24 grubunda ise %26 ve %44 olarak hesaplandi.
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Resim 4.1. Secilen ajan konsantrasyonlarinin A549 hiicrelerinin go¢ etme yetenegi iizerine
olan etkisinin yara iyilesme deneyi ile gosterilmesine ait fotograflar (Biiyiitme X
200)
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Sekil 4.7. Secilen ajan konsantrasyonlarinin A549 hiicrelerindeki yara kapanma oranlar1
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4.2. In vivo Bulgular

4.2.1. In vivo A549 ksenograft fare modelinde tedavi gruplarindaki tiimor gelisiminin
degerlendirilmesi

Ortalama 11 giin sonunda tiimdr hacimlerinin 80-100 m*’e ulastig1 belirlenen fareler 5 gruba
ayrild1 ve sabit zaman ¢izelgesine gore 21 giin boyunca tedavi uygulandi. Tedavinin baginda
ve sonunda farelerin agirliklar1 olciildii ve bir fark gozlenmedi. Farelerden alinan kalp
kanindan yapilan hemogram analizi sonucunda farelerde bir enfeksiyona rastlanmadi. Her
bir grupta yer alan farelerden rezekte edilen tiimorlerin biiyiikliiklerine ait fotograf Sekil
4.8°’de yer almaktadir. En fazla kiigiilmenin kombine tedavi uygulanan grupta oldugu
gozlendi. Her gruptaki farelerden elde edilen tiimor dokularinin hacimleri ve agirliklar
hesaplandi. Kombine tedavi grubundaki farelerin tiimér hacim ve agirliklarinin tekli
uygulama yapilan gruplar ve Sham gruplarina goére azaldigr gozlendi. Ancak, yapilan
istatistiksel degerlendirme, gruplar arasinda anlamli bir fark olmadigin1 gosterdi (p> 0,05).
Her bir grup i¢in ortalama tiimdr agirlik ve hacimlerini gosteren grafik Sekil 4.9 ve 4.10° da

gosterilmigtir.
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Sekil 4.8. Her fareden elde edilen tiimdrlerin gruplara gore goriintiileri
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Sekil 4.9. Farelerden rezekte edilen tiimor dokularinin ortalama agirliklar: (p> 0,05)

43



44

350000
300000 }
250000 }
E
E 200000 }
2 150000 }
S
£ 100000 |
E
50000 |
0,00
DMSO GEM+EF24

Sekil 4.10. Farelerden rezekte edilen tiimor dokularinin ortalama hacimleri (p> 0,05)
4.2.2. Tiimor dokularinda kaspaz-3 aktivitesinin belirlenmesi

Timor 6rneklerindeki kaspaz-3 aktivitesinin belirlenmesinde kolorimetrik kaspaz-3 aktivite
kiti kullanildi. En yiiksek kaspaz-3 aktivitesi GEM ile tedavi edilen grupta gozlendi. GEM’in
tek basina uygulandigr gruptaki kaspaz-3 aktivitesi, kombine tedavi grup ile
karsilastirildiginda, kombine gruptaki azalisin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi
(p<0,05). Bununla birlikte, GEM’ in tek basina uygulandig1 gruptaki kaspaz-3 aktivitesi,
EF24 tedavi grubu ile karsilastirildiginda da EF24 grubundaki azalisin istatistiksel olarak
anlamli oldugu saptandi (p<0,05). Ayrica, EF24’ iin tek bagina uygulandigi grup ile kombine
tedavi grubu karsilastirildiginda, kombine grupta kaspaz-3 aktivitesinde bir artis gozlendi,
ancak bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p>0,05). (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Timor dokularindaki kaspaz-3 aktiviteleri (*p<0,05)

4.2.3. Timor dokularinda total NFkB p65 ve fosforile NFkB p65 (pS536) protein
konsantrasyonlarinin belirlenmesi

Tiimor dokularindaki total NFxB p65 ve fosforile NFxB p65 (pS536) (pNF«B, aktif NFxB)
protein konsantrasyonlarit ELISA yontemi ile degerlendirildi. pNFxB/NF«B oranlarinin, tek
basina GEM ve tek basina EF24 ile tedavi edilen gruplarda yiiksek oldugu, kombine tedavi
alan grupta ise en diisiik oldugu belirlendi. Ayrica, tek basina GEM ve tek basina EF24 ile
tedavi edilen gruplardaki pNFxB/NFkB oranlari, kombine tedavi grubu ile
karsilagtirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir azalis gosterdi (p<0,05). (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Timor dokularinda belirlenen pNFkB/ NFkB protein konsantrasyonlarinin
orant. (*p<0,05)

4.2.4. Tiimor dokularinda MDA diizeyinin belirlenmesi

Farelerden elde edilen tiimdr dokularinda, lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olan MDA
diizeylerinin tiim gruplar i¢inde kontrol gruplarinda (Sham I ve Sham II) yiiksek, kombine
grupta ise en diislik oldugu goriildii. Sham I ve Sham II gruplarindaki MDA diizeyi, kombine
tedavi grubu ile karsilastirildiginda, kombine grupta azaldigi ve bu azalisin anlamli oldugu
saptand1  (p<0,05). EF24 grubu ve kombine grubunun MDA diizeyi sonuglari
karsilastirildiginda, kombine uygulama yapilan grupta MDA diizeyinin azaldigi ve bu
azaligin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0,05). (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Tiimor dokularinda belirlenen MDA diizeyleri (*p<0,05)
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4.2 5. Tuimor dokularinda katalaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Tiimor dokularinda gergeklestirilen katalaz enzim aktivite tayini sonucunda, tiim gruplar
icinde en yiiksek enzim aktivitesinin kombine tedavi uygulanan grupta oldugu goriildii.
Sham II grubu ile karsilastirildiginda enzim aktivitesindeki bu artigin istatistiksel olarak

anlamli oldugu belirlendi (p<0,05). (Sekil 4.14.)
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Sekil 4.14. Tiimor dokularinda belirlenen katalaz enzim aktivitesi (*p<0,05)
4.2.6. Histopatolojik degerlendirmeler

Tiimér dokularmin incelemesi hematoksilen-eozin yontemi ile yapilmustir. Inceleme
sonucunda tiimor hiicrelerinin; mekik sekilli, pembe sitoplazmali, yuvarlak-oval sekilli
vezikiiler ¢ekirdeklere, cok sayida belirgin ¢ekirdekgiklere sahip oldugu goriildii. Tiimoral
hiicrelerde belirgin pleomorfizm ve ¢ekirdek boyutlarinda belirgin farklilik (anizoniikleozis)
gozlendi. Mitotik aktiviteler incelenen alanlardaki mitoz boliinme goriilen hiicre sayilarina
gore skorlanmistir. Farkli gruplardan alinan tiimér doku kesitlerinde mitoz Resim 4.2 ve
gosterilmistir. Tiimorlerdeki nekroz oranlari da belirlenmistir. Nekroz alanlar1 Resim 4.3” de
gosterilmistir. Sham gruplarinda ortalama %32,5, GEM grubu %11,25, EF24 grubu %31,25,
GEM+EF24 grubunda %27,5 olarak hesaplanmistir.



EF24 o GEM +EF24

Resim 4.2. Farkli gruplardan alinan tiimér doku kesitlerinde mitozun gosterilmesi. (H&E,
biiytitme X400) (oklar mitoz boliinmeyi géstermektedir)

Sham [ ve II

EF24 ' ’ GEM + EF24

Resim 4.3. Farkli gruplardan alinan tiimor doku kesitlerinde nekrozun gosterilmesi. (H&E,
biiylitme X10) (yildizlar nekrozu gostermektedir)
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5. TARTISMA

Akciger kanseri, kiiresel olarak en yiiksek insidans ve mortalite oranina sahip kanser tiirii
olup, kansere bagli 6liimlerin baslica nedenidir. KHDAK, tiim akciger kanseri olgularinin
yaklasik  %85’ini  olusturmaktadir. KHDAK tedavisinde hedefe yonelik veya
immiinoterapotik ajanlarla 6nemli ilerlemeler kaydedilmesine ragmen hastalarin ¢ogu igin
en yaygin tedavi rejimi kemoterapidir ve 5 yillik sagkalim oranlar1 hala istenilen diizeyde
degildir. Yiiksek o0liim oran1 ve diisiik sagkalim, biiyiik 6l¢iide KHDAK hiicrelerinin normal
dokulara invazyon yetenegi ve uzak organlara metastaz yapma kapasitesinden
kaynaklanmaktadir [100]. Gemsitabin, KHDAK i¢in birinci basamak tedavi ilaci olarak
onaylanmis bir deoksisitidin analogudur. Kanser hiicreleri iizerindeki etkisini DNA
replikasyonunu durduran ve sonug olarak apoptoza yol acan trifosfat metaboliti (IFdCTP)
araciligtyla gostermektedir [101]. Bununla birlikte, gemsitabine bagl ilag direnci ve anemi,
l6kopeni gibi yan etkiler kemoterapétik etkinligini sinirlamaktadir [97]. Bu direng
gemsitabinin hiicre i¢ine aliminin metabolik olarak diizenlenmesi ve antiapoptotik sinyal
yollarinin aktif hale gelmesiyle ortaya c¢ikmaktadir [102, 103]. Farkli ajanlarin
kombinasyonu, sinerjistik terapdtik etkinligi artirmak icin etkili bir strateji olabilir. Bu
ajanlar, cesitli molekiiler mekanizmalar {izerinden etki ederek birlikte uygulandiklarinda
daha giiglii bir antikanser yaniti ortaya ¢ikarabilir [104]. Bu nedenle, alternatif tedavi
yaklagimlarima olan ihtiya¢c giderek artmaktadir. Kemoterapotik ajanlarin  sitotoksik
etkilerini gli¢lendirmek, bu ajanlara kars1 gelisen direnci azaltmak ve hastalarda goriilen yan
etkileri en aza indirmek amaciyla, fitokimyasal ajanlarin kemoterapotik ajanlarla birlikte
kullanim1 iizerine ¢alismalar yayginlasmistir. Curcuma longa bitkisinin kdksapindan elde
edilen hidrofobik bir polifenol olan kurkuminin sentetik analogu EF24, bu fitokimyasal
ajanlardan biridir [77]. Hizli emilim, genis doku dagilim1 gostererek optimal biyoyararlanim
ve hedef dokularda uzun siireli maruziyet saglar. Ayrica biyolojik bariyerleri agma ve timor

bolgelerinde birikme yetenegi, kanser tedavisinde 6nemli bir avantaj sunmaktadir [78].

Bu doktora tez calismasinda; EF24’ {in, A549 insan akciger kanser hiicrelerinde gemsitabin
aracili hiicre 6lum cevabina olan etkilerinin in vitro ve in vivo olarak belirlenmesi

hedeflenmistir.

Bugiine dek yapilan in vitro ¢alismalarda farkli kanser hiicrelerinin EF24 duyarliliklarinin

degisken oldugu goriilmiistiir. Bu calismalarda, EF24° iin adrenokortikal karsinom, kii¢lik
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hiicreli dis1 akciger, over, kolorektal, karaciger, servikal, kolanjiyokarsinom, gastrik, tli¢lii
negatif meme kanseri (TNMK) ve osteosarkom hiicre hatlarinda hiicre canlilig1 tizerine olan
etkileri arastirilmis ve konsantrasyona bagh olarak hiicre canliligini azalttig1 gosterilmistir
[76, 79, 87, 95, 105-110]. Bertazza ve digerleri, adrenokortikal karsinom hiicre hatlarinda
EF24' iin IC50 degerini, 24 saat sonunda SW13 hiicreleri i¢in 6,5 + 2,4 uM, 72 saat sonunda
ise H295R hiicreleri i¢in 4,9 + 2,8 uM olarak belirlemislerdir. [105]. Duan ve digerlerinin,
MDA-MB-231 ve MDA-MB-468 TNMK hiicre hatlar1 ile yaptiklar1 calismada, EF24°iin 48
saatin sonunda 4 uM ve iizeri konsantrasyonlarda hiicre canliligini azalttigin1 géstermislerdir
[109]. Bir baska ¢alismada Lin ve digerleri, EF24’ iin osteosarkom U20S hiicrelerinde 2 uM
ve lizeri, Saos-2 hiicrelerinde ise 1 uM ve iizeri konsantrasyonlarda uygulandiginda hiicre
canliligin1 konsantrasyona bagli olarak ve anlaml sekilde azalttigini gostermislerdir [110].
Anabilim dalimizda pankreatik BxPC-3 hiicre hatt1 ile yapilan bir ¢alismada 0,5 pM ve tizeri
konsantrasyonlarda EF24’ iin hiicre canliligin1 anlamli sekilde azalttigi gosterilmistir [111].
Pankreas kanseri hiicre hatlart (MiaPaCa-2 ve PANC-1) ile yapilan bir bagka calismada ise
1 uM EF24’in hiicre canliligimi %60 oraninda azalttigi gosterilmistir [112]. Anabilim
dalimizda yiiriitiilen bir bagka ¢alismada, akciger zarindan kdken alan bir kanser tiirii olan
malign plevral mezotelyama MSTO-211H hiicrelerine EF24’ {in farkli konsantrasyonlarinin
(0,5-32 uM) 24 saat uygulanmasi sonucunda hiicre canliiginin 2 uM ve iizeri

konsantrasyonlarda azaldigini gostermislerdir [113].

Literatiirde EF24’tin A549 hiicre canlilig1 iizerine etkisinin belirlendigi iki ¢aligmaya
rastlanmistir. {1k calismada, Kasinski ve digerleri 48 saat sonunda EF24 i¢in IC50 degerini
1,31 uM olarak belirlemislerdir [79]. ikinci ¢alismada, Chang ve digerleri A549 hiicrelerinde
EF24’ iin farkli konsantrasyonlarini (0.5-16 uM) 24 ve 48 saat calismis, 2 uM ve lizeri
konsantrasyonlarda hiicre canliliginda anlamli bir azalma oldugunu gostermislerdir [95].
Doktora tez ¢alismamizda, A549 hiicrelerine 0.5-32 uM araliginda EF24 uyguladik ve 24
saatte 2 uM ve lizeri, 48 saatte ise, 4 uM ve lizeri konsantrasyonlarda hiicre canliliginda
konsantrasyona bagli anlamli bir azalma belirledik. Bulgularimizin Chang ve digerlerinin

verileri ile uyumlu oldugu goriildii.

Literatiirde gemsitabinin A549 hiicre canlilig1 {lizerine etkisinin belirlendigi ¢alismalarda
gemsitabinin etkin/IC50 konsantrasyonlarinda farkliliklar oldugu goriilmiistiir. Wu ve
digerleri, gemsitabini A549 hiicrelerine degisen konsantrasyonlarda 24 saat uygulamis, 5

uM ve lizeri konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli olarak hiicre canliliginin
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azaldiginm1 belirlemislerdir [114]. Baska bir calismada ise, gemsitabin 48 saat A549
hiicrelerine uygulanmig, 0.5 uM ve lizeri konsantrasyonlarin hiicre canliligmni anlamli
sekilde azalttig1 gosterilmistir [115]. Bir diger ¢alismada ise, 48 saatte gemsitabin uygulanan
A549 hiicrelerindeki IC50 degerinin 2.23 uM oldugu gosterilmistir [116]. A549 hiicre hatti
ile yapilan bir baska c¢alismada ise, 48 saatte gemsitabin uygulanan hiicrelerde IC50 degeri
9 uM olarak bulunmustur [117]. Doktora tez calismamizda, 24 saat gemsitabin
uyguladigimiz A549 hiicrelerinde 10 puM ve iizeri, 48 saatte ise 5 puM ve iizeri
konsantrasyonlarda hiicre canlilifinda anlamli azalma tespit ettik. Caligsmalardaki etkin ya
da IC50 konsantrasyonlarda gozlenen farklarin hiicre pasaj numaralar1 ve/veya kiiltiir

kosullar1 nedeniyle olabilecegini diisiinmekteyiz.

Yaptigimiz literatiir taramasinda, gemsitabin ile uyarilan hiicre Sliimiinde EF24'iin farkl
konsantrasyonlarinin KHDAK hiicrelerinde etkisini arastiran bir calismaya rastlanmamustir.
Bu nedenle, kombine tedavi uygulamalarimiza iliskin elde edilen sonuglar mevcut literatiirle

karsilastirilamamugtir.

EF24 ve gemsitabinin se¢ilen konsantrasyonlarinin tek baglarina ve birlikte uygulamalarinin
hiicre gogiine olan etkisinin belirlenmesi amaciyla in vitro yara iyilesmesi deneyleri
yapilmistir. Bir calismada, MCF-7 hiicrelerine 24 saat EF24 (5 uM) uygulandiginda, kontrol
grubuna oranla go¢ hizinin azaldig1 gosterilmistir. Ayrica, go¢ hizinin 48 saat sonra biiyiik
oOlgiide baskilandigr da belirlenmistir [118]. Bir bagka ¢alismada, 24 saat siiresince 3 uM
EF24, over kanseri hiicrelerine (SKOV-3, A2780, OVCAR-3) uygulanmis, kontrol
hiicreleriyle karsilastirildiginda, EF24’iin tiim hiicrelerde hiicre go¢ hizin1 azalttig
gosterilmistir [119]. Zhang ve digerleri, EF24'{in, miR-33b ifadesini artirarak ve eszamanli
olarak high mobility group AT-hook 2 (HMGA?2) ifadesini azaltarak melanoma metastazini
baskiladigini géstermistir [120]. Karaciger kanser hiicre hatlar1 (HCCLM-3, HEPG2) ile
yapilan bir baska calismada, hiicrelere 12 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda EF24
uygulanmis ve 1 uM EF24 uygulanan grubun kontrol grubuna oranla hiicre gociinii anlamli
sekilde azalttig1 gosterilmistir [121]. Literatirde EF24’tin AS549 hiicrelerinin go¢ etme
yetenegine olan etkisini belirlemeye yonelik tek ¢alismaya rastlanmistir. 24 saat siiresince
A549 hiicrelerine 2 uM EF24 uygulanmis, kontrol hiicreleriyle karsilastirildiginda
kullanilan EF24 konsantrasyonunun hiicrelerin go¢ etme yetenegi iizerine etkisinin olmadigi
belirlenmistir [122]. Doktora tez ¢alismamizda ise, A549 hiicrelerine, 8 uM EF24’# 24 ve

48 saat uyguladigimizda, hiicrelerin gé¢ hizinin azaldigini belirledik. Monroe ve digerlerinin
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caligmasi ile 24 saat EF24 uyguladigimiz A549 hiicrelerinden elde ettigimiz sonuglarin farkli
olmasinin nedeninin EF24 konsantrasyonlarinin farkli olmasindan kaynaklandigini

diisiinmekteyiz.

Calismamizdaki diger ajan olan gemsitabinle yapilan bir ¢alismadaki in vitro yara iyilesme
deneyinde, pankreas kanseri hiicre hatti Panc-1’e, 24 saat siiresince 10 uM gemsitabin
uygulanmis, kontrol hiicrelerine oranla hiicrelerin go¢ etme yeteneginde azalma
gorilmemistir [123]. Baska bir ¢calismada, A549 hiicrelerine 24 saat siliresince gemsitabin
(IC50:6,6 nM) uygulanmus, hiicrelerin go¢ etme hizinda kontrol hiicrelerine gore belirgin bir
fark goriilmemistir [124]. Jiang ve digerleri, A549 hiicrelerine 48 saat 10 pg/mL gemsitabin
uygulamislar ve kontrol hiicreleri ile karsilastirildiginda, gemsitabin uygulanan hiicrelerin
gd¢ hizinda azalma oldugunu gostermislerdir [97]. Doktora tez ¢alismamizda 10 pM
gemsitabin uygulanan hiicrelerin go¢ hizinda ajan uygulanmayan kontrol grubuna gore

azalma belirledik Bulgularimiz Jiang ve digerlerinin ¢aligmasi ile uyumludur.

Bununla birlikte, tek basmna gemsitabin uygulanan hiicreleri, tek basmna EF24 ve her iki
ajanin birlikte uygulandigi hiicrelerle karsilastirdigimizda, gemsitabin uygulanan hiicrelerin
gb¢ etme hizinda bir azalma belirlemedik. Literatiirde her iki ajanin birlikte hiicre go¢ hizina
etkisini  aragtiran  bir  ¢aligmaya rastlanmadigindan  sonuglarimiz  literatiirle

karsilagtirilamamaistir.

Doktora tez ¢alismamizin in vivo boliimiinde A549 hiicrelerini kullanarak akciger kanseri
ksenograft fare modeli olusturup, gemsitabin aracili hiicre 6liimiine EF24’ iin etkilerini
aragtirdik. EF24° {in farkli kanserlerde in vivo c¢alismalarda antikanser etkinligi
arastirilmistir. Bu calismalardan birinde, Liu ve digerleri, Hepal-6 fare karaciger kanseri
ortotopik modeli olusturmus, 21 giin stiresince 20 mg/kg EF24 ile tedavi etmisler ve kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, EF24 uygulanan farelerde tiimor boyutunun ve agirliginin
azaldigim1i  saptamiglardir [87]. Bir baska c¢alismada, HuCCT-1 hiicreleri ile
kolanjiyokarsinom ksenograft fare modeli olusturulmus, 21 giin siiresince 20 mg/kg EF24
ile tedavi edilmis, farelerin ortalama tiimor agirligr kontrol grubuna gore onemli Olglide
azalmig, EF24 tedavisi farelerde belirgin bir toksisiteye sebep olmamis ve farelerin viicut
agirliginda da bir degisiklik gdzlenmemistir [107]. Chang ve digerleri, A549 fare ksenograft
modelini olusturmus, EF24°{in farkli dozlarinda (5, 10, 20 mg/kg) 17 giin stire ile tedavi

etmisler ve doza bagli olarak tiimor hacminde ve agirliginda net bir azalma oldugunu
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saptamiglardir [95]. Doktora tez calismamizda, A549 ksenograft fare modeli olusturulup
farelere 21 giin siiresince 20 mg/kg EF24 uyguladik. A549 ksenograft farelerden elde edilen
tiimor dokularinin hacimleri ve agirliklarini hesaplayip, kombine tedavi uygulanan grupta
diger gruplara gore tiimor hacminde ve agirliginda azalma oldugunu belirledik. Farkli
kanserlere ait hiicreler kullanilarak olusturulan ksenograft modellerinde 20 mg/kg EF24°iin

17-21 giin boyunca uygulanmasinin tiimor hacmini azalttig1 goriilmektedir.

Iwanski ve digerleri, Panc-1 hiicreleri ile pankreas kanseri ksenograft fare modeli olusturmus
ve fareler haftada iki kez 25 mg/kg gemsitabin ile 43 giin tedavi edilmistir. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, gemsitabin tedavisi alan farelerin timor hacimleri ve tiimor
agirhiklarinin azaldigi belirlenmistir. Ayrica, farelerin viicut agirligr dl¢lilmiis ve viicut
agirliklarinda herhangi bir degisim gozlenmemistir [96]. Bir baska calismada, A549
ksenograft modeli olusturulmus ve farelere haftada iki kez 20 mg/kg gemsitabin uygulanmis
ve 3-4 hafta tedavi edilmistir. Kontrol grubuna gore, gemsitabin ile tedavi edilen grupta yer
alan farelerin timor hacimleri ve timor agirliklarinin diisiik oldugu belirlenmistir [125].
Doktora tez ¢alismamizda, A549 fare ksenograftlarini haftada iki kez 25 mg/kg gemsitabin
ile 21 giin tedavi ettik. Literatiirdeki diger ¢alismalar ile uyumlu olarak, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, gemsitabin tedavisi alan farelerden elde edilen tiimdrlerin agirlik ve
hacimlerinin az oldugunu belirledik. Bununla birlikte, farelerin viicut agirliginda da tedavi

stiresince bir degisim gozlemedik.

Literatiirde, A549 ksenograft modelinde, EF24 ve gemsitabinin tek baglarina ve/veya birlikte
uygulamasina yonelik bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Literatiirdeki ulastigimiz tek calisma
pankreas ksenografti olusturularak yapilan ¢alismadir. MiaPaCa ksenograft fare modelinde,
fareler 20 mg/kg gemsitabin, 10 mg/kg lipozomlara yiliklenen EF24 ve her iki ajan ile birlikte
tedavi edilmistir. Kombine tedavi alan grubun ortalama tiimor agirhiginda diger tedavi
gruplarina gore belirgin bir diisiis gézlenmistir. Farelerin ortalama viicut agirhiginda da

tedavi sebebiyle bir degisim olmadig1 belirlenmistir [126].

Hepal-6 fare karaciger ksenograft modeli olusturulan ve EF24 ile tedavi edilen farelerden
elde edilen tiimor dokularinda, kontrol ile karsilastirildiginda, apoptotik (prokaspaz-3),
antiapoptotik (Bcl-2), ve hiicre dongiisii (siklin B1 ve Cdc2) proteinlerinin ifade diizeyinin
azaldig1 gosterilmistir [87]. Bir baska calismada, HuCCT-1 kolanjiokarsinom fare

ksenograft modeli olusturulmus ve EF24 ile tedavi edilen farelerden elde edilen tiimor
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dokularinda yapilan incelemede, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, XIAP ifadesinin
azaldigi, aktif kaspaz-9 ve kaspaz-3 protein diizeylerinin ise arttigi belirlenmistir [107].
Doktora tez calismamizda, EF24 ile tedavi edilen A549 ksenograftlarindan elde edilen timor

dokularinda kaspaz-3 aktivitesinin diisiik oldugunu belirledik.

Panc-1 fare karaciger ksenograft modeli olusturulan ve gemsitabin ile tedavi edilen
farelerden elde edilen tiimor dokularinda, kontrol ile karsilagtirildiginda, anti-apoptotik Bcl-
XL ve Bcl-2 protein diizeylerinin azaldigi, proapoptotik kaspaz-3 ve -9' un aktivitesinin
arttig1 belirlendi [96]. Bir baska calismada, A549 ksenograft modeli olusturulan ve
gemsitabin ile tedavi edilen farelerden elde edilen tiimor dokularinda, kontrol ile
karsilastirildiginda, aktif kaspaz-3 diizeyinin arttigi gosterilmistir [125]. Doktora tez
calisgmamizda, gemsitabin ile tedavi edilen A549 ksenograftlarindan elde edilen timor
dokularinda kaspaz 3 aktivitesinin yiiksek oldugunu belirledik. Bulgularimiz Hatami ve

digerlerinin ¢alismasi ile uyumludur.

EF24’iin, IKKP enzimini direkt baskiladigi, bdylece, NFkB’nin aktivasyonunun énlendigi
gosterilmistir [79]. Brown ve digerleri, kurkumin analoglarinin IKKf enzim aktivitesi
tizerine olan etkilerini arastirdiklari in vitro ¢alismada, EF24° iin IKKp’ y1 baskilamasi i¢in
gereken IC50 (enzimi %50 oraninda baskiladigi konsantrasyon) degerinin 72 pM oldugunu
gostermislerdir [128]. Baska bir in vitro calismada ise, EF24’ in IKKp’ y1 20 uM
konsantrasyonda %34,5 oraninda baskiladigi gosterilmistir ve bu oranin NFxB’nin
baskilanmasi igin yeterli olmadigi belirtilmistir [129]. Bu iki ¢alismada, in vitro olarak
IKKB’nin baskilanmasi i¢in yiiksek EF24 konsantrasyonlarina ihtiya¢ oldugu goériilmektedir.
Literatiirde, NFkB aktivitesini engelleyen EF24 dozunun in vivo olarak belirlendigi bir
caligmaya rastlanmamistir. Bisht ve digerleri, MiaPaCa ksenograft farelerden elde edilen
timor dokularinda tek basina lipo-EF24 ve gemsitabin tedavisi ile NFkB aktivasyonunu
baskilanmadigini, gemsitabin + EF24 tedavisi alan farelerin dokularinda ise NFxB’nin
baskilandigin1 gostermistir [126]. Doktora tez ¢alismamizda, A549 ksenograft farelerinden
elde edilen timor dokularinda, tek basina EF24 ve gemsitabin gruplarinda NFxB’nin
baskilanmadigi, ancak, kombine tedavi alan grupta NFkB’nin baskilandigini belirledik.
Bulgularimiz Bisht ve digerleri ile uyumludur. Ancak, Bisht ve digerlerinin ¢alismasinda da
belirlendigi gibi bizim ¢alismamizda da tek basina EF24 tedavisi alan grupta NFxB
aktivitesinin azalmamasi dikkat ¢ekicidir. Bunun nedeni yukarida agikladigimiz gibi, her ne

kadar literatiirdeki tedavi dozunu kullansak da EF24 tedavisinde kullandigimiz doz NFkB
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p65 (pS536) fosforilasyonunun engellenmesinde yetersiz kalmis olabilir. Ayrica, Marazioti
ve digerleri, A549 hiicreleri ile yaptiklar1 ¢aligmada IL-1B’ ya yanit olarak IKKP’ dan
bagimsiz kanonik olmayan NFkB yolunun (p65 proteini bu yolakta yer almamaktadir) aktive
oldugunu gostermislerdir [130]. Bir diger neden ise, Marazioti ve digerlerinin ¢alismasinda
oldugu gibi A549 hiicrelerinin NF«kB’nin kanonik olmayan yolu {izerinden aktivasyonunu

sturdiirmesi olabilir.

Literatiirde A549 fare ksenograftlarinin gemsitabinle tedavisi sonucu tiimor hiicrelerinde
gozlenen MDA diizeylerinin degisikligine yonelik bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ancak,
yapilan literatiir taramasinda, A549 rat ksenograft modeli olusturularak gemsitabin tedavisi
yapilan ve elde edilen tiimdr dokularindaki MDA diizeylerinin belirlendigi iki ¢alismaya
rastlanmistir. 1k calismada, Zhang ve digerleri, A549 rat ksenografti olusturmus ve 10
mg/mL gemsitabini trakeal yolla dogrudan akcigerlere 4 giin boyunca uygulamiglardir.
Tedavi sonrasi ratlardan elde edilen tiimor dokular1 incelendiginde, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, gemsitabin uygulanan grupta MDA diizeylerinin yiiksek oldugu
goriilmistiir [131]. Diger ¢alismada ise, A549 rat ksenograftlara gemsitabinin haftada 2 kez,
2 hafta siiresince 50 mg/kg olacak sekilde i.p olarak uygulanmistir. Tiimor dokulari
incelendiginde, kontrol grubuna gore, gemsitabin ile tedavi edilen grupta MDA diizeylerinin
yliksek; katalaz enzim aktivitesinin ise kontrol grubuna gore gemsitabin grubunda diisiik
oldugu belirlenmistir [132]. Doktora tez ¢alismamizda ise, A549 fare ksenograflarindan elde
ettigimiz tiimdr dokular1 incelendiginde; kontrol grubu ile karsilastirildiginda, gemsitabin
uygulanan grupta MDA diizeylerinin diisiik, katalaz enzim aktivitesinin ise yliksek oldugunu
belirledik. Literatiirdeki bu iki ¢aligma ratlarda olusturulan A549 ksenograft modeline ait
sonuglar oldugundan, bulgularimiz karsilagtirllamamistir. SGC-7901 gastrik kanser
hiicreleri ile olusturulan fare ksenograftlar1 3mg/kg EF24 ile 14 giin tedavi edildikten sonra
elde edilen tiimor dokularindaki MDA diizeyleri incelendiginde; kontrol grubuna gore, EF24
ile tedavi edilen grupta MDA diizeyinin yiiksek oldugu gosterilmistir [133]. Bir baska
caligmada, SGC-7901 fare ksenograftlar1 olusturulmus; bir grup fare 3 mg/kg EF24, baska
bir grup 6 mg/kg EF24 ile 17 giin boyunca tedavi edilmistir. Tiimor dokularindaki MDA
diizeyleri incelendiginde, kontrol grubu ile karsilastirildiginda her iki tedavi grubunda MDA
diizeylerinin arttigi; bu artisin 6mg/kg EF24 ile tedavi edilen grupta daha yiiksek oldugu
belirlenmistir [134]. Doktora tez c¢alismamizda, EF24 tedavisi alan A549 fare
ksenograftlarindaki tiimor dokularinda, kontrol grubuyla karsilastirildiginda MDA

diizeylerinin daha diisiik oldugunu belirledik. Sonug¢larimiz, gastrik kanser ksenograftlarinda
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yapilan ¢caligmalardan farklidir. Bunun nedeni, calismamizin A549 akciger ksenograftlari ile
yapilmasi, EF24 tedavisinde kullandigimiz konsantrasyonlarin ve tedavi siiresinin farkl
olmasi olabilir. Gemsitabin ve EF24’ i birlikte uyguladigimiz gruptan elde ettigimiz timor
dokularini inceledigimizde ise; kontrol grubu ve tekli uygulamalara gére kombine tedavi
uygulanan grupta MDA diizeylerinin diisiik, katalaz aktivitesinin ise yiiksek oldugunu
belirledik. Literatiirde her iki ajanin birlikte uygulanarak MDA ve katalaz diizeylerinin

incelendigi bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Chang ve digerleri, A549 ksenograft farelerden elde edilen tiimor dokularinin histopatolojik
incelemesinde 20 mg/kg doz uygulanan grupta nekroz lezyonlarinin olustugunu tespit
etmislerdir [95]. Benzer sekilde, doktora tez calismamizda, EF4 tedavisi alan gruptan elde
edilen timor dokularinda nekrotik alanlar goriildii. Ancak, EF24 tiimorlerinde nekroz

alanlariin oran1 sham gruplari ile benzerdi.
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6. SONUC VE ONERILER

Akciger kanseri, son verilere gore erkeklerde en sik, kadinlarda ise ikinci en sik goriilen
kanser tiirtidiir. Her y1l yaklasik iki milyon kisi tan1 almaktadir. Kansere bagl 6liimlerde ise,
erkeklerde birinci, kadinlarda meme kanserinden sonra ikinci sirada yer almaktadir. Akciger
kanserinin en 6nemli risk faktorii sigara kullanimidir. Akciger kanseri tedavisinde birinci
basamak kemoterapide gemsitabin ve platin bazli ajanlar birlikte uygulanmaktadir. Ancak
tedavi sirasinda ortaya ¢ikan ila¢ direnci tedavi basarisini engelleyen en dnemli faktordiir.
Son yillarda, tedavide kullanilan ajanlarin kanser hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerini
arttirmak ve/veya saglikli dokulardaki toksik etkilerini azaltmak amaciyla kemoterapotik
ajanlar ile birlikte fitokimyasallar kullanilmaktadir. En c¢ok calisilanlardan biri de
kurkumindir. Kurkuminin biyoyararlanimini artirmak igin ¢esitli analoglar1 sentezlenmistir.
Bunlardan biri de EF24° diir ve farkli kanser tiirleri lizerinde antiproliferatif, antimetastatik
ve antianjiyogenik Ozellikler gosterdigi bilinmektedir. Bu doktora tez c¢alismasinda,
gemsitabin ile uyarilan hiicre 6lim cevabina EF24’ {in etkisinin in vitro ve in vivo olarak
belirlenmesini amagladik. Doktora tez ¢alismamizin in vitro boliimiinde, A549 hiicrelerine
EF24 ve gemsitabin ajanlar1 tek baslarina ve birlikte 24 ve 48 saat uygulanarak hiicrelerdeki
canlilik oranlarini belirledik. EF24’iin 4 uM ve lizeri konsantrasyonlarda 24 ve 48 saatte
konsantrasyona bagli olarak hiicre canliligini azalttigin1 saptadik. Gemsitabinin tek basina
uygulandig1 A549 hiicrelerinde ise, 24 ve 48 saatte konsantrasyona bagli bir azalma tespit
etmedik. Gemsitabinin ve EF24’lin se¢ilen konsantrasyonlarinin 24 ve 48 saatte
uygulanmasi sonucu, EF24’iin 8 pM, gemsitabinin 10 uM konsantrasyonu segilerek, yara
tyilesmesi deneyi ile her iki ajanin tek baslarina ve birlikte hiicrelerin go¢ etme yetenegi
iizerine olan etkisini belirledik. EF24 tek basina ve gemsitabinle birlikte uygulandiginda yara
kapanma oraninin, gemsitabin uygulanan hiicrelerdeki yara kapanma oranindan az oldugunu

saptadik.

Doktora tez ¢galismamizin in vivo kisminda ise, A549 hiicreleri kullanilarak deneysel akciger
kanseri ksenograft fare modeli olusturuldu. A549 ksenograftlar1 gemsitabin, EF24 ve
gemsitabint+EF24 ile tedavi edildi. Tedavi siiresi sonunda, rezekte edilen tiimor dokularinin
hacim ve agirliklart dlgiildii. Farelerden elde edilen timor dokularinda kaspaz-3, katalaz
enzim aktiviteleri ve pNF«kB/NFkB oran1 ve MDA diizeyleri degerlendirildi. Tiimor

dokularimin histopatolojik incelemesi de yapildi. Bulgularimizi degerlendirdigimizde,



60

gemsitabin tedavisi alan farelerin tiimor dokularinda kaspaz-3 aktivitesinin yiiksek olmasi,

gemsitabinin kaspaz bagimli apoptozu uyardigini gosterdi.

EF24 ile tedavi edilen gruptan elde edilen timor dokularinda ise, kaspaz-3 aktivitesinin
disiikliigii, pNFxB/NF«B ve nekroz oraninin kontrol grubundan farkli olmamasi, ancak,
timor hacmi ve agirligiin kontrol grubuna gore diisiik olmasi, EF24’iin apoptotik hiicre

Oliimiinii sinirh olarak uyardigini géstermektedir.

Kombine tedavi edilen farelerden elde edilen tiimor dokularindaki sonuglarimizi
degerlendirdigimizde ise, yliksek kaspaz-3 aktivitesinin goriilmemesi, en diisiik tiimor hacmi
ve agirligiin bu grupta olmasi, nekroz oraninin kontrol grubundan diisiik olsa bile bu farkin
az olmast ve pNFxB/NFkB oranmin diisiikk olmasi nedenleriyle apoptozun siirl
gerceklestigini  saptadik. Bulgularimiz, EF24’lin, gemsitabinle wuyarilan apoptozu

baskiladigini gostermektedir.

Tek basina EF24 tedavisi alan ve kombine tedavi alan grupta yer alan farelerin timor
dokularinda, apoptozun yani sira, hangi hiicre 6liim tipinin uyarildiginin belirlenmesi i¢in,
ferroptoz, otofaji gibi hiicre 6liim yolaklarinin belirteci kabul edilen proteinlerin ifade
diizeylerini saptamaya yonelik ek deneysel caligmalarin yapilmasi gereklidir. Elde edilen
timor dokularinda oncelikle otofaji belirteglerinin ¢alisilmas1 planlanmaktadir. Bu
calismadan elde edilecek verilerin, EF24°{in tek basina ve gemsitabinle birlikte hangi hiicre

oliim mekanizmasini uyardig1 hakkinda daha net bilgi verebilecegi kanaatindeyiz.
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