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OZET

KARBOPLATININ ETOPOSITE DIRENCLI A549 HUCRE HATTINDA
SITOTOKSIK VE ANTI-METASTATIK OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

AYKUT KURUOGLU

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dah
Damisman: Yrd. Doc. Dr. Esra AYDEMIR
Ocak 2017, 53 sayfa

Akciger kanseri, erkeklerde ve kadinlarda kanserden Oliimlerin en biyiik
yiizdesini olusturmaktadir. Goriilme sikligmin yiiksek olmasi ile birlikte, kiigiik hiicreli
dis1 akciger kanseri (KHDAK), hastalarin yasam kaliteleri ve Omiir uzunluklarini
onemli derecede etkileyen 6liimciil hastaliklardan biridir. Bu hastalikta kemoterapdtik
ajan olarak verilen ilaclara ilkin kazanilan edinsel direnclilik de hastalarda oldukg¢a
olumsuz etkiler gostermektedir. Edinsel direngliligi sagaltmak amaciyla yapilan adjuvan
terapiler 6miir uzunlugu ve yasam kalitesini arttirmada onemlidir. KHDAK hastalar1
icin klinikte en sik kullanilan kemoterapdtiklerden biri etoposittir. Tedavide ilkin
olumlu yanitlar almsa da, kanserli hiicreler zamanla etoposite karsi da direng
gelistirebilmektedir. Karboplatin de yine kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK)
tedavisinde kullanilan platin tiirevli bir ilagtir. Adjuvan tedavide kullaniminda, siklikla
basar1 gozlenmistir.

Bu galismada, ilk hedef olarak A549 kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicre
hattinda etoposite direng gelistirdik. A549 atasal formu ve onun direng gelistirmis alt
kiiltlirii olan AS549/90E hiicre hatlarina karboplatin ¢esitli dozlariyla uygulanarak
sitotoksisite taramasi gergeklestirdik. Karboplatin i¢in belirledigimiz ICso degerinde, her
iki hiicre hattinda da kaspaz-3 ve MMP-2 enzim aktivitelerinde meydana gelen
degisiklikler ol¢timlendi.

Sonug olarak, atasal ve direng gelistiren A549 hiicre hatlarinda karboplatin doza
ve zamana bagl yiiksek sitotoksik etki gosterdi. Karboplatin 72 saat i¢in 15 pg/mL’lik
konsantrasyonda AS549/P hiicre hattinda kaspaz-3 enzim aktivitesinde 2.3 kat artis
gosterirken, A549/90E hiicre hattinda 12 pg/mL’lik konsantrasyonda kaspaz-3 enzim
aktivitesinde 13 kat artis gOsterdi. A549/P hiicre hatt1 igin 72 saatlik 15 pg/mL’lik
karboplatin uygulamasi MMP-2 enzimi seviyesinde 1.95 kat azalis gosterirken,
A549/90E hiicre hattinda 12 pg/mL’lik karboplatin konsantrasyonunda 2.38 kat azalig
gosterdi.

ANAHTAR KELIMELER: Etoposit, Karboplatin, A549, MMP-2, Kaspaz-3.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF CYTOTOXIC AND ANTI-METASTATIC EFFECTS OF
CARBOPLATIN ON ETOPOSIDE-RESISTANT A549 CELL LINE

Aykut KURUOGLU

MSc Thesis in Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Esra AYDEMIR
January 2017, 53 pages

Lung cancer constitute the largest percentage of deaths from cancer in men and
women. In addition to its high incidence, non-small cell lung cancer (NSCLC) is one of
the deadly diseases that significantly affects quality of life and longevity of patients. In
these disease, firstly acquired resistance to drugs administered as chemotherapeutic
agents also show highly negative results in patients. Adjuvant therapies for treatment of
acquired resistance is very important in increasing quality of life and longevity of
patients. Etoposide is one of most used chemotherapeutics in clinics for NSCLC
patients. In spite of positive results for treatments, cancer cells can develop resistance
against etoposide over time. Carboplatin is a platin-derived drug also used for non-small
cell lung cancer (NSCLC) treatment. Its use in adjuvant therapy often demonstrates
success.

In this study, we first developed etoposide resistance on A549 non-small cell
lung carcinoma cell line. We examined the cytotoxic effects of various doses of
carboplatin on parental A549 cell line and etoposide-resistant A549/90E cell line. At
ICso values for carboplatin We determined changes in caspase-3 and MMP-2 enzyme
activities in both cell lines at the determined doses of carboplatin.

As a result, carboplatin were shown dose and time-dependent high cytotoxic
effect on parental and resistant A549 cell lines. Carboplatin showed a 2.3-fold increase
in caspase-3 enzyme activity on the A549/P cell line at a concentration of 15 pg/mL for
72 hours and a 13-fold increase in caspase-3 enzyme activity at the 12 ug/mL
concentration on the A549/90E cell line. It showed a 1.95 fold decrease in MMP-2
enzyme activity on A549/P cell line at a concentration of 15 pg/mL for 72 hours and a
2.38-fold decrease in MMP-2 enzyme activity at the 12 pg/mL concentration on the
A549/90E cell line.

KEYWORDS: Etoposide, Carboplatin, A549, MMP-2, Caspase-3
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ONSOZ

KHDAK, agresif seyreden ve sagkalim orani yiiksek olmayan, tani aninda
cogunlukla yaygin hastalik evresinde olan, uzak organ metastazi ve bolgesel lenf bezi
tutulumu yapabilen sistemik bir hastaliktir.  Hastaligin genetik ve molekiiler
Ozelliklerini aragtiran caligmalar her gecen giin artsa da, siirli hastalik evresinde
uygulanan kemoterapi standardi uzun yillardir degismemistir. Yaygin hastalikta, yeni
tedavi arayislari ise stirmektedir.

En yaygin akciger tiimorii olarak bilinen KHDAK, diger akciger tiimorleri ile
karsilastirildiginda, kemoterapi ve radyoterapide en basarili sonuglarin alindigi kanser
grubunu olusturmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, farkli kemoterapi rejimlerinin tedavi
programlarina eklenmesi sayesinde sagkalim siiresinde belirgin avantajlar elde edildigi
gosterilmistir. Ote yandan kullanilan tedavide basar1 elde edilmisken, hiicrelerde
kemoterapotik ilaca karst direng gelismesi tedavi basarisin1 6nemli Olciide azaltmakta,
tedavi rejiminin degismesine ve bu nedenle de hastaligin tamamen sagaltiminin
gecikmesine yol agmaktadir. Bu denli tehditkar olan bu kanser tipine yakalanmig
hastalarda gelisen direngliligi asabilmeyi saglayacak yeni tedavi yaklagimlari
olusturabilmek i¢in yapilacak olan her caligma, hastalifin sagaltimi agisindan 6nem arz
etmektedir. Karboplatin, akciger kanseri tedavisinde, gerek maliyeti gerekse tedavi
basaris1 goze alindiginda tercih edilen kemoterapotiklerden biridir. Bu tez Onerisini
hazirlamak i¢cin yaptigimiz ayrintili literatiir taramalarinda etoposide diren¢ gelisen
hiicrelerde karboplatin tedavisini in vitro yada in vivo test eden bir caligmaya
rastlanmamigtir. Tez kapsaminda etoposide direngli hale getirdigimiz A549 hiicrelerine
karboplatin uygulayarak, direngli hiicrelerin ikinci ilaca verecekleri sitotoksik yanitlar
arastirmay1 hedefledik. Kemoterapotik ilaglarin etki mekanizmalar1 arasinda hiicrede
sitotoksik etki yaratarak, hiicreyi apoptoza yonlendirmek yer almaktadir. Karboplatinin
direngli A549 hiicrelerindeki sitotoksik etkisi, 6ncelikle hiicre canliliginin belirlenmesi
ve ardindan apoptoz mekanizmasinda anahtar rol oynayan Kkaspaz-3 enzim
aktivitesindeki degisikliklerin saptanmasi ile ortaya konmustur. Bunlarin yanm sira,
etoposide karsi kazandig1 direng sayesinde daha agresiflesen yani baska bir deyisle
metastatik 6zelligi artan bu hiicrelerde, karboplatinin anti-metastatik bir etki yaratip
yaratmadig1, metastaz siirecinin arastirilmasinda siklikla tercih edilen MMP-2 enzim
aktivitesindeki degisikliklerin arastirilmasi ile belirlenmistir.

Etoposit direngliligi gelistirilmesi hedeflenen A549 hiicre hattinda ilacin
kademeli olarak uygulanmasi ile yiiriittigiimiiz direnglilik ¢alismalarinda, % 95 6liimiin
gerceklestigi 90 pg/mL’lik dozda hiicreler ilaca diren¢li hale gelmistir. Her iki hiicre
hatt1 icin yapilan sitotoksisite deneyleri sonucunda, diren¢ gelistirmis hiicre hattinin
parental formuna kiyasla, karboplatine daha duyarli oldugu gosterilmistir. Adjuvan
terapide hedeflenen ikincil ila¢ tedavisi i¢in, etoposite direng gelistirmis akciger kanseri
hiicrelerinde daha diisiikk konsantrasyonlarda karboplatin tedavisi uygulanabilecegi
varsayilabilir. Etoposite direng gelistirmis akciger kanseri hiicrelerinde, karboplatinin
kaspaz-3 seviyelerini arttirarak apoptozu tetikledigi de gosterilmistir. Kaspaz-3
seviyesinin artigmna bagli olarak direnglilik mekanizmalarmin aydmlatilmasmna 151k
tutulmustur. Bir¢cok kanser tiiriinde direnglilik mekanizmalar1 tiimorii daha agresif ve
daha metastatik hale getirirken, etoposit direnci gelistiren bu hiicre hattinda metastatik
aktivite gdzlenmemistir.
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GIRIS Avkut KURUOGLU

1. GIRIS

Kanser, hiicrelerde anormal proliferasyon ile tanimlanan kompleks bir
hastaliktir. Bir hiicrenin kanser hiicresine doniisebilmesi i¢in; biliylime sinyallerinin
normale oranla artmis olmasi, biiylimeyi engelleyen sinyallere karsi duyarsizlagsmasi,
apoptoza direng gelistirmesi, invazyon, anjiyogenez ve metastaz 6zelliklerini kazanmis
olmasi gerekmektedir (Hanahan ve Weinberg 2000). Tiim diinyada, erkeklerde yilda 1.1
milyon vaka ile en yaygin, kadmlar arasinda yilda 516,000 vaka ile dordiincii sirada yer
alan akciger kanseri, kansere bagli 6liimlerin dortte birini olusturmaktadir (Siegel vd
2014). Akciger kanseri, kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve kiigiik hiicreli dis1
akciger kanseri (KHDAK) olmak iizere ikiye ayrilir. Ug alttipi bulunan KHDAK,
histolojik olarak KHAK’ya oranla daha biiyiik hiicrelere sahiptir ve yillik akciger
kanseri vakalarinin yaklasik % 80’ini, akciger kanserinden oliimlerin ise % 75’ini
olusturur (Sher vd 2008). KHDAK alttiplerin hiicreleri boyut, sekil ve kimyasal yap1
olarak birbirlerinden tamamen farklidir. Ancak, tedavi ve prognoz yaklasimlar1 siklikla
cok benzer oldugundan birlikte gruplandirilir.

Bazi tiimorlerde (KHDAK) ilkin uygulanan kemoterapotik ajan hiicrede basarili
sitotoksik yanitlar olustururken sonradan gelisen ‘edinsel direng’ nedeniyle tedavideki
basar1 oranm1 zaman igerisinde belirgin Ol¢lide azalmaktadir. Kemoterapotik ajanlara
kars1 primer veya edinsel diren¢ olusumunda, timor hiicrelerinin proliferatif 6zelligi ile
birlikte, MDR, PGP, LRP gibi intrinsik faktorler de dnemli etkenlerdir. Bunun yani sira
timor hiicrelerinin gevre faktorleriyle iliskisi, ilaca karsi direng gelismesinde rol
oynamaktadir. Tiimor ve normal doku hiicrelerinin ilaglara karsi sergiledigi ‘intrinsik
duyarhlik’ farkhidir ve hatta aym tiimor igerisindeki farkl hiicrelerde bile ilaca karsi
farkli duyarlilik g6zlenebilir. Klinik uygulamalarda tedaviden elde edilebilecek basariy1
engelleyen nedenlerden biri, tedavi sirasinda ‘ilaca direngli hiicre populasyonunun’
gelismesidir. Ilaca direngli hale gelen popiilasyondaki tiimdr hiicre sayis1 baslangicta az
olsa bile, tedavi siirecinde s6z konusu direngli hiicre grubunun kisa zaman igerisinde
dominant hale gelmesi beklenir (Ozgiiroglu 2003).

Etoposit, Podophyllum peltatum tarafindan tiretilen, podofillotoksin tiirevli semi-
sentetik bir antikanser ajandir. Kemoterapide; Kaposi sarkoma, Ewing sarkoma, akciger
kanseri, testikiilar kanser, lenfoma, nonlenfomatik 16semi ve glioblastoma sagaltiminda
kullanilmaktadir. Baska ilaglarla (testikiilar kanserde asbleomisin gibi) kombine
edilerek de kullanilan (Hande 1998) ve ‘Topoizomeraz II zehirleri’ grubu altinda
smiflandirilan etoposit, DNA replikasyonu ve transkripsiyonunda onemli rolii olan
topoizomeraz Il enzimini hedef alir. Etoposit toksik etkisini, katalitik dongiisii boyunca
topoizomeraz II tarafindan DNA’da olusturulan gegici ¢ift zincir kiriklarmi stabilize
ederek gosterir; boylece DNA hasarina hiicresel yanit1 ve apoptozu baslatir (Alpsoy vd
2014). KHDAK’de DNA ¢ift zincir kiriklar1 olusturan etoposit, hastalarm % 70’inde
timor hacminde kiiclilme saglayan etkili bir kemoterapik ilagtir. Ancak, tedavi
slirecinde etoposide kars1 gelisen hiicresel direng, asilmas1 gereken en dnemli bariyerdir
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ve tedaviden elde edilmesi beklenen basariy1r dnemli 6lgiide azaltmaktadir (Hansen vd
2003). KHDAK hiicrelerinde ¢esitli mekanizmalarla etoposite in vitro direng gelisebilir.
Direng gelisen hiicreler apoptozdan kagabilir ve hizla prolifere olmaya devam eder.
Topoizomeraz Ila proteininin hem kantitatif hem de kalitatif degisimi ve enzimin
etoposide duyarliliginin azalmasi, P-glikoproteini gibi ila¢ atim pompalarmnin asiri
ekspresyonu (Robert ve Larsen 1998, Schneider vd 1994), DNA yanlis eslesme
tamirinden sorumlu genlerin ekspresyonunun azalmasi (Fedier vd 2001, Kaplan ve
Giindiiz 2012), MDR1 ve MRPI1 gibi ABC tastyic1 proteinlerinin ekspresyonunun
artmasi (Szak vd 2009), etoposit direngliligiyle baglantili bulunmustur.

Karboplatin veya cis-diammine (1,1-cyclobutanecarboxylato) platinum (11),
kanser tedavisinde kullanilan platin tiirevli bir anti-kanser ilagtir. Ovaryum, akciger ve
bas-boyun kanserleri icin kemoterapide siklikla tercih edilmektedir. Ilag, biyolojik
etkisini genomik DNA ile etkileserek gosterir. Sisplatine benzer sekilde, iki kloriir
ligand1 bulundurur. Kloriir iyonlar1 hiicre i¢ine yayildiginda DNA zincirinde 6zellikle
guanin gruplar1 ile ¢apraz baglar olusturur. DNA’nin farkl bir iyonla ¢apraz baglanmasi
replikasyonun, transkripsiyonun ve translasyonun inhibisyonuyla sonuglanir.
Karboplatin, sisplatine ek olarak, bir organik karboksilat grubu daha igerir. Bu grup
karboplatine hizla suda ¢Oziinebilme ve daha yavas hidroliz olma 6zelligi
kazandirmaktadir. Yavas hidroliz olabildigi i¢in karboplatinin viicuttan atilma siiresi
uzamakta ve etkilerini daha uzun siireli sergileyebilmektedir. Dolayisiyla sisplatine
oranla daha az norotoksik ve nefrotoksik bir ilagtir (Dasari ve Tchounwou 2014).
Yapilan bir¢ok ¢alisma, adjuvan terapide karboplatin kullanimmimn kanser hastalarinin
yasam kalitesi ve hayatta kalma siiresini arttirdigmi ve tiimoriin ilerleme zamani ve
metastaz risk oranini azalttigin1 géstermektedir (Fuuji vd 2007, Kondo vd 2007, Darcy
vd 2007, Chung vd 2006, Codegoni vd 1997). Smith ve arkadaslar1 (2007) yaptiklar1
caligmada, ovaryum kanserli hastalara uygulanan karboplatin adjuvan tedavisi sayesinde
hayatta kalimin 40 aydan 60 aya ¢iktigini1 bildirmektedir. KHDAK hastalarina
uygulanan karboplatin adjuvan tedavisinde ise hayatta kalim siiresinin ortalama 6 ay
arttig1 ve tiimor ilerlemesinin yaklasik 18 ay daha geciktigi gosterilmistir (Hwang vd
2007, Olaussen vd 2006). Buradan yola ¢ikarak, biz de etoposide direngli hale
getirdigimiz A549 hiicrelerine adjuvan terapi olarak karboplatin uygulamayi ve bu
ikincil tedavinin direngli hiicreler iizerinde sergileyebilecegi sitotoksik etkileri
incelemeyi amagladik. Hedefimiz, direngli hale gelerek bir kat daha agresiflesen kiigiik
hiicreli dis1 akciger kanseri hiicrelerinin karboplatin uygulamasina verecekleri apoptotik
ve anti-metastatik cevaplar1 arastirmaktir.
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2. KURAMSAL BiLGILER VE KAYNAK TARAMALARI
2.1. Kanser

Kanser, hiicre dongiisiiniin kontroliindeki islev bozukluklar1 ve mutasyonlarin
birikimi nedeni ile 6lmesi gereken hasarli ve mutant hiicrelerin hiicre dongiisti boyunca
ilerlemesi; hiicrede meydana gelen genetik veya epigenetik degisikliklerin birikmesi
sonrasinda ortaya c¢ikabilen genetik bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Kanser
hiicrelerinde, saglikli  hiicrelerde meydana gelen biiyiime, sagkalim ve
invazyon/hareketlilik gibi normal hiicresel fonksiyonlar1 kontrol eden genlerin ifadeleri
arttirtlir ve bu fonksiyonlar1 baskilayan genlerin ¢ogu islevsizlestirilir (Hanahan ve
Weinberg 2011). Son yillarda epigenetik (non-mutasyonel) degisikliklerin rolii dnem
kazansa da, mutasyonlarin birikmesi hala kanser olusumunun ana sebeplerinden biridir
(Harrington 2015).

Kanser, her biri normal hiicrelerde gorevli iki simif gen grubu, onkogenler ve
timor baskilayict genler, tarafindan kontrol edilir. Onkogenler; hiicre proliferasyonu,
sagkalim ve invazyon/hareketliligi kontrol eden proto-onkogen adi verilen genlerin
mutant versiyonlaridir. Normal hiicrelerde, kontrolsiiz hiicre boliinmesinden kagmak
i¢in proto-onkogenlerin ekspresyonu dikkatli bir sekilde diizenlenir. Proto-onkogenlerin
degisimi ile ortaya ¢ikan ve onkogen olarak adlandirilan bazi genler, kanserde aktif
mutasyonlar ile sagkalim ve yayilmay1 arttiran kontrolsiiz hiicre biliylimesine neden olur.
Onkogenler kansere 3 yolla sebep olurlar: (1) bir gen dizisinin mutasyon ile biyolojik
fonksiyonunu arttirabilir (pankreas, akciger ve kolorektal kanserde RAS); (2) bir gen
dizisi, kromozomda ¢oklu tekrarlanarak gen amplifikasyonuna sebep olabilir
(noroblastomada N-MYC); (3) bir gen dizisinin normal kromozomal lokasyonundan
yeni, daha aktif bir promotor tarafindan kontrol edilen, flizyon bir protein iiretebilecek
yeni kromozomal lokasyona tasinmasiyla olabilir (kronik miyeloid 16semide BCR-
ABL). Timor baskilayic1 genler normal hiicrelerde hiicre dongiisiiniin ilerlemesi ve
programli hiicre Oliimii/apoptoz kontroliinde gorev yaparlar. Her iki kopyasinin
fonksiyonel olarak mutant olmasiyla kanseri ilerletir ve kalitsal kanser sendromlarindan
sorumludur. Ailesel kanser sendromlarinda, bireylerdeki tiimor baskilayic1 genlerden

herhangi birinin bir allelinde meydana gelen germline mutasyon kalitilabilir (Harrington
2015).

Hanahan ve Weinberg (2000) yaymladiklar1 derlemede, kanserde malignant
davranis1 biiyiik dlgiide agiklayan alt1 temel degisikligi (bliylime faktorii bagimsizligs,
biiyiime baskilayicilarindan kagis, hiicre Oliimiinden kagis, replikatif potansiyelin
korunmasi, anjiyogenez, invazyon/metastaz) belirledi. Bu tanimlamalar1 iki degisiklik
(enerji metabolizmasinin yeniden diizenlenmesi, immiin yikimdan kagis) ve iki etkinlik

kazanan Ozelligin (genomik instabilite, inflamasyon) eklenmesiyle giincellendi
(Hanahan ve Weinberg 2011).
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Proliferasyon sinyalini siirdiirmek

Biiyiime baskilayicilarin 6nlemek

Anjiogenezi mdiiklemek Invazyon ve metastaz akiif etmek

Olimsiizligiin gogalhilmasm saglamak

Sekil 2.1. Kanserde kazanilmis yetenekler (Hanahan ve Weinberg 2011).

Kanser molekiiler biyolojisinin bir parcasi olarak, iki 6nemli etkin 6zellik
belirlenmistir: genomik instabilite ve inflamasyon. Ilki, kanser hiicrelerinin genetik
materyal biitiinliigliniin kontroliinii kaybetmesi durumuyla iliskilidir ve biyolojisini
degistiren mutasyonlarin artismi gerektirir ve kanserin Ozgilinliigiini arttirir. Bu
“mutator fenotip” olarak adlandirilmistir. Ikinci dzellik, tiimor biiyiimesi ve yayilmasimni
destekleyen ve arttiran immiin sistemin komponentlerinin etkinlestirilmesi ve
aktivasyonu boyunca premalignant ve daha kotiisii malignant lezyonlarin  bir
inflamatuar durumunu uyardigi yaygmn durumlarda belirlenir (Hanahan ve Weinberg
2011, Harrington 2015).

Normal hiicrelerde, biiyiime faktorii reseptorlerinin aktivasyonu (ligandlarin
sentezi, salinimi) ¢ok siki diizenlenir. Kanser hiicreleri zaten normal biiyltime faktorii
sinyal yolaklarin1 bozar ve onlar1 kontrolsiiz hiicre boliinmesini hizlandirmak igin
kullanir. Kanser hiicreleri 3 ana mekanizmayla biiylime faktorlerinde kendine yetmeyi
bagarir: (1) kendi reseptorlerini (otokrin) ve komsu hiicrelerin reseptorlerini (parakrin)
stimiile etmek i¢in biiylime faktorleri salar; (2) yiizeyleri tizerindeki biiyiime faktorii
reseptorlerinin sayisi, yapist ve fonksiyonunu degistirir; (3) Kalic1 olarak agik tutmak

icin reseptoriin downstream sinyal yolaklarinin regiilasyonunu bozarlar (Rogers vd
2005).

Anti-biiylime sinyalleri kontrolsiiz hiicresel biiylimeyi engellemek i¢in fonksiyon
gosterir. Hiicrelerin yeniden hiicre dongiisiine girmemesini saglayacak sekilde hasarli
hiicrelerin hiicre dongiisiiniin GO evresinde tutulmasmi ya da terminal farklilagsmay1
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saglar. Anti-bliylime sinyal yolaklarinin diizensizlesmesi kanserde son derece yaygindir
ve hiicre dongiisii boyunca kanserin ilerlemesinde 6nemli rol oynar (Rieger 2004).

Normal hiicreler pro- ve anti-sagkalim sinyallerinin dengesini kontrol altinda
tutarak hiicrenin canliligin1 saglar. Endojen (replikasyon boyunca) ve ekzojen
(genotoksik olaylar) DNA hasari, proliferasyonda engele sebep olarak DNA tamirinin
potansiyelini belirler. Hasarin derecesi tamir kapasitesini asarsa, pro- ve anti-sagkalim
sinyallerinin dengesi bir yana yatar ve hiicre programli hiicre liimiine (apoptoz, otofaji
vb.) siiriklenir. Bu durum DNA hasarinin onarimini saglar ve bu sayede mutasyonlarin
birikmesi engellenir. Kanser gelisimi i¢in de ¢ok gii¢clii bir bariyer olusturmaktadir.
Kanser hiicreleri ekstrinsik yolak boyunca gonderilen sinyalleri reddetme yetenegiyle
veya hiicre i¢i pro- ve anti-sagkalim molekiillerinin dengesini apoptozun inhibisyonu
lehinde ayarlayarak apoptozdan kagar. Apoptozu atlayarak, kanser hiicreleri hiicre
Olimiine sebep olmaksizin, DNA hasarini siirdiirebilir. Bu yiizden, normal apoptotik
sinyalleri atlatmay1 basaran kanser hiicreleri anti-kanser tedavilere dogal olarak daha
direnclidir (Wu vd 2001, Harrington 2015).

Normal hiicrelerde, yeni kan damarlarinin biiylimesi pro- ve anti-anjiyogenik
sinyaller arasindaki dengeyle, siki bir sekilde kontrol edilir. Kanserin ilerlemesi yeterli
niktarda oksijen saglayabilmesi igin gerekli yeni kan damarmnin olusumu ile yakindan
iligkilidir. Kanser hiicreleri pro- ve anti-anjiyogenik faktorler arasindaki dengeyi
bozmay1 basararak yeni kan damarlar1 olusturur. Esas olarak, kanser hiicreleri vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) gibi pro-anjiyogenik proteinlerin iiretimini upregiile
ederek ve/veya angiostatin gibi anti-anjiyogenik proteinlerin iiretimini downregiile
ederek “anjiyogenik fenotip”e degisir (Carmeliet 2005).

Uzak metastazlar kanserden oliimlerin % 90’mdan sorumludur. Invazyon ve
metastaz, ardisik olarak meydana gelen kompleks biyolojik siiregleri igerir: (1) timor
hiicrelerinin lokal bolgedeki stroma ve yakin komsularindan ayrilmasi; (2) spesifik
yonlendirme hareketliligini (tek bir hiicre veya grup halinde) takiben ekstraselliiler
matriksin enzimatik degredasyonu; (3) kan veya lenfatik damarlar ve timor
embolizayonunun penetrasyonu (intravazasyon); (4) uygun biliylime faktorlerinin
tedarigi icin secilebilecek olan metastatik bolgeye varana kadar sirkiilasyonda hayatta
kalmasi; (5) varis noktasinda kan damarlar1 endotelyumuna baglanmasi ve damarlardan
iceri girisi ve; (6) yeni lokasyonuna invazyonu, burada proliferasyonu ve yeni kan
damarlarinin saglanmasi. Epitelyal tiimorlerin invazyonu ve metastazinin altinda yatan
anahtar siireclerden biri epitel dokudan mezensimal dokuya gecistir. Farkli kanserlerin
spesifik organlara (meme kanseri karaciger, kemik ve beyine; akciger kanseri beyin ve
bobrekiistli bezine gibi) metastazi rastgele degildir. Ancak kemokin reseptorlerinin
ekspresyonundaki artisin, tiimor hiicrelerinin koloni olusturmak i¢cin uygun bir gevre
aramalari ile iliskili oldugu gorilmistiir (Talmadge ve Fidler 2010).
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2.1.1. Akciger kanseri

Akciger kanseri, oldukca invaziv ve hizla metastaz yapabilen ve yaygin bir
kanserdir. Amerika Birlesik Devletlerinde kadinlarda ve erkeklerde en dldiiriicii olmakla
birlikte 2014 itibariyle 224,210 yeni vaka ve 159,260 olim kayitlara gegmistir
(American Cancer Society, 2014). Bu rakamlar, akciger kanserinin sebep oldugu
oliimlerin, en 6liimciil 4 kanser tipinden (kolon/rektal, meme, pankreas ve prostat) daha
fazla oldugunu gostermektedir. Akciger kanserinin insidansi ve Olim orani, Sigara
icimiyle yakindan iligkilidir. Sigaranm indiikledigi akciger kanserine bireysel duyarlilik
kompetetif gen-enzim etkilesimlerine dayali olabilir. Akciger kanseri anatomik
lokasyonuna bagli olarak ¢ok farkli bolgelerde ortaya ¢ikabilen ve ¢ok cesitli
semptomlarla kendini belli eden olduk¢a heterojen bir kanser tiirtidiir. Akciger kanseri
tanis1 konulan hastalarm % 70’1 hastaligin ilerleyen asamalarini (asama III veya IV)
gosterir (Lemjabbar-Alaoui vd 2015).

Skuamoz hiicreli akciger kanseri (SHAK) tiim akciger kanserlerinin yaklasik %
25-30’unu olusturur ve bronglar ve bronglarin omurgaya dogru uzayan kisimlarindan
ortaya ¢ikma egilimindedir. Adenokarsinomalar (AdenoKA) tiim akciger kanserlerinin
ortalama % 40’1 olusturur ve periferal bronslarda tiimor olusumuna dayanir.
Adenokarsinoma in situ (AIS) ve minimal invaziv adenokarsinoma (MIA) ig¢inde
yeniden smiflandirilan brankialveolar kanserler (BAK), alveollerde olusur ve
interalveollere dogru yayilir. AIS ve MIA tiim rezeksiyon sonrasi (% 100’e yaklasan 5
yillik oran) sagkalim orani artmaktadir (Travis vd 2013). Kiigiik hiicreli akciger
kanserleri (KHAK) akcigerin hormonal hiicrelerinden tiirevlenir, en farklilasmamis
kanserlerdir ve merkez mediastinal tiimorler olmaya egilimlidir. KHAK, akciger
kanserlerinin % 10-15’ini kapsar ve submukozal lenfatik damarlar ve bolgesel lenf
nodiillerinde son derece hizli bir sekilde agresif yayilir ve bronglara invazyon yapmaz.
Kiiglik hiicreli dis1 akciger kanserinin (KHDAK) aksi belirtilmeyeni (not otherwise
specified=NOS) diye adlandirilan biiyiik hiicre anaplastik karsinomalar (BHAK)
lokasyonda daha c¢ok proksimaldir ve lokasyon olarak mediastinum ve onun ilkin
yapilarina saldirma egilimindedir. KHDAK-NOS tim KHDAK’lerinin % 10’unu kapsar
ve Oliimciil hizda yayilimiyla KHAK’e benzer sekilde davranir. Pankost kanseri iist
sulkuslarda ortaya ¢ikar ve juxta-karsit1 yapilarda lokal invazyonla ilerler. Tiim akciger
kanseri tipleri meydana geldigi lobda multifokal olusur ve akcigerin merkezinde veya
boyunca yayilir. Karaciger, beyin veya kemik gibi uzak bolge metastazi temel akciger
lezyonunun diagnozundan énce goriilebilir (Lemjabbar-Alaoui vd 2015).

Akciger kanseri hiicreleri, normal hiicre proliferasyonu ve homeostasisi yoneten
diizenleyici devrelerde bozukluklara sahiptir. Normal bir hiicreden malignant akciger
kanseri fenotipine doniisiimiin, bir dizi genetik ve epigenetik degisiklikleri ve
nihayetinde klonal biiylimeyle invaziv kansere evrilmesini iceren ¢ok basamakli bir
durumda meydana geldigi diistiniilmektedir. Primer kanser gelisimini takiben, klonal
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bliyime boyunca kazanilan genetik ve epigenetik anomalilerin devamli birikimi;
invazyon, metastaz ve kanser tedavisine direnglilik siireglerini etkiler (Lemjabbar-
Alaoui vd 2015).

Kanser Genom Atlast (TCGA) Projesi Arastirma Ag1 biinyesinde ¢alismalarmi
stirdiiren bilim insanlar1 230 tip akciger adenokarsinomunun molekiiler profillemesini
tamamladi. Buna gore biitiin ekzon sekanslamalarinda mutasyon (DNA megabazi
basma 8.7 mutasyon) goriildiigii bildirilmigtir. Daha 6nce benzer bir sekilde analiz
edilen 182 AdenoKA tiimorlerindeki gibi yukarda belirtilen 230 AdenoKA vakasinda
da 18 genin onemli derecede mutasyonlu oldugu belirlenmistir. Genetik degisiklikler,
nokta mutasyonlar1 (missen ve nonsense mutasyonlar, ¢erceve kaymasi ve kayan bolge
degisimleri) ve somatik kopya sayis1i degisiklikleri gibi yeniden diizenlemelerdir
(transvesiyonlar ve transisyonlar) (The Cancer Genome Atlas Research Network, 2014).
Bu ¢alismada 7000 tiimorde (20 solid kanser tipi) RNA-seq analizi kullanarak, yeni ve
yinelenen kinaz flizyon durumlar1 tanimlanmistir. Akciger adenokarsinomalarinda (513
ornek), flizyon olgular1 ROS1, RET, PRKCB, NTRK, MET ve ALK genlerinde
bulunmus ve akciger skuamoz hiicre karsinomasinda (492 6rnek) da PRKCB, PRKCA,
PKN1, FGR, FGFR1, FGFR2 ve FGFR3 genlerinde bulunmustur (Stransky vd 2014).
Bu bulgularin 6nemli klinik etkiye sahip olabilecegi ve yeni terapétik yaklagimlar igin
bu degisikliklerin hedeflenebilecegi diisiiniilmektedir. Bir baska biiyiikk sistematik
genomik c¢alismada 3527 tiimor vakasmndan (DNA kopya sayisi, DNA metilasyonu,
MRNA ekspresyonu, microRNA ekspresyonu, protein ekspresyonuve somatik nokta
mutasyonu) sekanslanan verilere dayanarak 11 alttipin iginde 12 timdr tipi yeniden
smiflandirilmistir,.  KEAP1 ve STK11 gibi somatik mutasyonlar, akciger
adenokarsinoma vakalarinin ¢ogunu kapsayan LUAD’la zenginlestirilmis timor
gruplarinda da mutasyonludur. CDKN2A, NOTCHI1, MLL2 ve NFE2L2 akciger
skuamoz hiicre karsinomalar1 vakalarmin ¢ogunu kapsayan skuamoz benzeri tiimor
gruplarinda mutasyonlu bulunmustur. Skuamoz benzeri tiimorler de CDKN2A, RB1 ve
Tp53’iin kaybini ve sik Myc amplifikasyonunu gostermistir (Hoadley vd 2014).

Akciger kanseri i¢in ¢esitli genetik degisiklikler tanimlanmistir (Shtivelman vd
2014): (1) KRAS, EGFR, BRAF, PI3K, MEK ve HER?2 gibi bir grup proto-onkogende
mutasyonlarin aktive olmas1. Ozellikle, EGFR normal hiicre proliferasyonu, apoptoz ve
diger hiicresel fonksiyonlar1 diizenlemede kritik bir rol oynar. Birlesik Devletlerde
KHDAK hastalarinin yaklagik % 10’u ve Dogu Asya’da % 35’1 EGFR mutasyonu
iligkili timore sahiptir (Lynch vd 2004, Paez vd 2004, Pao vd 2004). (2) ALK, ROS1 ve
muhtemelen RET’de yapisal yeniden diizenlemeler. (3) Adenokarsinomalarda MET,
skuamoz hiicreli akciger karsinomalarinda FGFR1 ve DDR2 gibi proto-onkogenlerin
amplifikasyonu. (4) miRNA’lar tarafindan onkogenik genlerin asir1 ekspresyonu. (5)
Tp53, Rbl, CDKN2A, FHIT, RASSF1A ve PTEN gibi tiimor baskilayaci genlerin
aktivasyonu. (6) Var olan telomerazlarin (KHAK’nin % 100’4 ve KHDAK’nin % 85’¢
% 80’1) uzamasi ve telomerlerin de novo sentezi boyunca telomer uzunlugunu
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koruyarak hiicresel oliimsiizlige katkida bulunan telomeraz aktivitesinin artmasi.
hTERT geni KHDAK ’nin % 57’sinde amplifiye edilmektedir.

Ad1 gecen tiim sapmalarin sayilari, akciger kanserinde 6nemli belirtegler olarak
kabul edilir. KHDAK tiimérleri siklikla VEGF gibi tiim6r anjiyogenezini arttiran pro-
anjiyogenik faktorlerin salinimina onciiliikk eden hipoksik alanlar1 gosterir (De Pas vd
2012). Irk ve cinsiyet farkliliklar1 ve hastalarin tiitiin kullanim1 kanser gelisimi ile dogru
orantili oldugu da bildirilmistir (Lemjabbar-Alaoui vd 2015). Akciger kanserinde,
kadinlar erkeklere gore daha diisiik insidansa ve 6liim oranina sahiptir. Afro-Amerikan
erkekler Birlesik Devletlerde en yiiksek insidans ve 6liim oranina sahiptir. Bunu takiben
sirastyla Beyazlar, Amerikan Kizilderili veya Alaska yerlileri, Asyali Amerikan veya
Pasifikliler ve Hispanik/Latin erkekler gelir. Kadinlarda ise en yiiksek oran beyaz
kadinlarda daha sonra Amerikan Kizilderili veya Alaska Yerlileri ve Afro-Amerikanlar,
Asyalt Amerikan veya Pasifikliler ve Hispanik/Latin gruplar olarak siralanabilir
(Lemjabbar-Alaoui vd 2015). Dahasi, klinik denemeler Asya kokenlilerin, tiitiin
kullanim gegmislerine bakilmaksizin KHDAK hastalarinda ortalama sagkalim ig¢in
bagimsiz olumlu bir prognostik faktor oldugunu gostermistir. Aktiflesen EGFR
mutasyonlarmin siklig1 Kafkas hastalara kiyasla Dogu Asyali hastalarda daha yiiksektir.
Bir c¢alismada Asya kokenli EGFR mutasyon-pozitif hastalarin, 06zellikle
adenokarsinomal1 ve hi¢ sigara icmemis olanlarinda EGFR tirozin kinaz inhibitorleriyle
(TKI) yapilan tedavide daha etkili sonuglar elde edildigi gosterilmistir. Aksine, K-ras
mutasyonlarmin yaygmligr Asyali hastalarda daha diisiiktiir (Zhou ve Christiani 2011).
Bu wrksal esitsizligi desifre etmek, genetik polimorfizmler ve gen-gevre etkilesimleri
gibi  multi-irk, multietnik gruplarda akciger kanseri i¢in risk faktorlerinin
tanimlanmasini gerektirir.

Sosyoekonomik durum kadar gevresel (cografi) faktorler de akciger kanserine
olan duyarliligi, tedavi sonuglarini ve sagkalim oranlarini etkileyebilir (Howington vd
2013). Cerrahi operasyonla miidahele edilmis erken evre KHDAK’li Beyaz ve Afro-
Amerikan hastalar birbirlerine yakin sagkalim oranlarma sahipken, cerrahi operasyon
gecirmeyen (sigortasiz, saglik kurumlarma ulagim sikintisi, diagnoz korkusu veya
inanglar) Afro-Amerikanlarm ise daha diisiik sagkalim oranina sahip olduklar1
gosterilmistir (Bach vd 1999).

2.2. Akciger Kanseri Tedavileri

Cerrahi miidahele, erken evre (I-II) ve evre IIIA KHDAK’li hastalar i¢in ilk
tercih edilen tedavidir (Scott vd 2007). Genis kitleler iizerinde yiiriitiilen ¢alismalarda
TINO KHDAK’I1 hastalar i¢in lobektominin, sinirli rezeksiyona kiyasla daha basarili bir
tedavi protokolii oldugu gosterilmistir (Ginsberg ve Rubinstein 1995). Bu yiizden, evre
| ve I KHDAK’li hastalarda lobektomi veya daha biiyiikk rezeksiyon, sublobar
rezeksiyondan (kama rezeksiyonu veya segmentektomi) daha ¢ok tavsiye edilir (Scott
vd 2007). Ciddi riskli pulmoner fonksiyonu, ilerlemis yasi veya baska eszamanli
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hastalig1 olan hastalarda, tam bir lobektomi tolere edilemeyebilir, ancak daha sinirl bir
sublobar operasyon tavsiye edilir (Mery vd 2005). ileri evrede seyreden tiimérlii
hastalarda, tiimoriin rezeksiyonu lobektomiyle basarilamamis ise pndmonektomi

izerine gergeklestirilecek pulmoner fonksiyonu koruyan sleeve lobektomi tavsiye edilir
(Scott vd 2007).

Erken evre KHDAK’li hastalar i¢in cerrahi miidahele ilkin tercih edilen tedavi
olmasmna ragmen yeterli olmayabilir. Cerrahi miidahelenin yeterli olamamasinin
sebepleri olarak ilerlemis yas, ciddi eszamanli hastalik varligi ve hastanin tedaviyi reddi
gosterilebilir. Cerrahi miidahelenin yeterli etkiyi gostermedigi hastalarda, cerrahi
miidahele ile kiyaslandiginda daha diisik sagkalim oranlar1 saglamasma ragmen
radyoterapi alternatif bir tedavi olarak kullanilmaktadir (Rowell ve Williams 2001).

Son zamanlarda yapilan randomize adjuvan klinik denemelerden ¢ikan veriler
(Winton vd 2005, Douillard vd 2006) ve bir meta-analiz ¢alismasi (Pignon vd 2008)
tam rezekte edilmis KHDAK li hastalar i¢in tedavi standartlarmi degistirmistir. Akciger
Adjuvan Sisplatin Degerlendirme veritabaninda kayitli 4584 hastayla yapilan bes
randomize denemenin (Arriagada vd 2004, Waller vd 2004, Winton vd 2005, Douillard
vd 2006, Scagliotti vd 2008) meta-analizi adjuvan kemoterapi ile sagkalim oraninin
arttigin1 (5 yilda % 5.4 oraninda) dogrulamistir (Pignon vd 2008). Sagkalim artisi
asamaya gore degismekte, Ozellikle adjuvan kemoterapi uygulanan asama II ve
ITTA’daki hastalar i¢in belirleyici olmaktadir. Adjuvan kemoterapi uygulanan evre 1B
hastalarinda sagkalim artig orani istatistiki bir 6neme ulasmazken, asama IA hastalari
i¢in hastaligin daha ilerledigi goriilmistiir (Arriagada vd 2010).

KHDAK’I1 hastalarin ii¢te birinde tiimor lokal olarak toraksta bulunur ve heniiz
yayllmamistir. Bu hastalar i¢in en uygun tedavi cerrahi miidaheledir. Rezeksiyon
yapilmamis evre III KHDAK’l1 hastalar igin eszamanli uygulanan kemo-radyoterapi
standart tedavi olarak kabul edilir (Robinson vd 2007). Randomize faz I1lI
denemelerinden elde edilen sonuglar, kemoterapi ve radyoterapinin  eszamanl
uygulanmasmin ardisik uygulanmasma oranla daha uzun sagkalim sagladigmi
gostermektedir (Furuse vd 1999).

Kemoterapi, evre IV KHDAK’LI hastalar i¢in de temel tedavidir. 2714 hastanin
dahil oldugu 16 randomize faz III denemesinin data meta-analizi en iyi destek tedaviye
kiyasla kemoterapinin 12 ayda sagkalim oranmi % 9 arttirdigmi gdstermistir. Ikili
kemoterapi baslangicta tekli bir kemoterapétik ajandan ¢ok daha iistiindiir (Lilenbaum
vd 2005, Delbaldo vd 2004) ve iglii ilag kombinasyonlar1 ikili tedavilere kiyasla
ortalama sagkalimin lehine herhangi bir fayda saglamamistir (Delbaldo vd 2004).
Amerikan Klinik Onkoloji Dernegi, platinsiz tedaviye kiyasla sisplatin bazli ikili
kemoterapotikler yillik sagkalim artisi sagladiklar: i¢in tavsiye etmektedir (Azzoli vd
2009). Platinsiz tedaviler, platin bazli tedaviyi tolere edemeyecek hastalara bir alternatif
sunar. Randomize faz Ill denemelerinde, farkli ikili kombinasyonlarin kiyaslanmast;
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herhangi bir ikilinin digerinden istiin olmadigmmi gostermistir (Schiller vd 2002). Bu
yizden higbir ikili tedavi “altin standart” olarak tavsiye edilmez. Scagliotti ve
arkadaslar1 (2008) yaptiklar1 bir faz III ¢aligmasinda, tiimoriin tedaviye verdigi yanitin
timor histolojisi ile yakindan iligkili oldugunu gdstermislerdir. Calismada 1725
kemoterapi almamis evre IIIB/V’li KHDAK hastasimna sisplatin/gemsitabin veya
sisplatin/pemetrekset denenmistir. Adenokarsinomali ve biiyiikk hiicre karsinomlu
hastalarda denenen ikili kombinasyonun hig¢biri digerinden daha basarili sonuglar
vermezken skuamoz hiicreli timdrlerde sisplatin/gemsitabin ikilisi digerine oranla
sagkalimda 6nemli bir artig saglamigtir (Pallis 2012).

2.2.1. Etoposit

Etoposit son 30 yildir klinikte kullanilan, Podophyllum peltatum bitkisinden
tiretilen podofillotoksin tiirevli bir yar1 sentetik antikanser bir ilagtir (Burden ve
Osheroff 1998). Taksanlar ortaya ¢ikana kadar, diinyada kanser tedavisinde en yaygin
verilen antikanser ilaglar arasinda yer almakta idi. Kemoterapide; Kaposi sarkoma,
Ewing sarkoma, akciger kanseri, testikiilar kanser, lenfoma, nonlenfomatik 16semi ve
glioblastoma sagaltiminda kullanilir. Siklikla baska ilaglarla (testikiilar kanserde
asbleomisin gibi) kombine edilerek de kullanilir (Hande 1998).

Etopositin baslica hiicresel hedefi topoizomeraz II’dir (Wilstermann ve Osheroff
2001). Bu enzim, bir niikleik asit segmentini ayrmada meydana gelen gegici ¢ift zincir
kirig1 boyunca intakt bir ¢ift heliksi gecerek DNA’nin topolojisini degistirir (Walker ve
Nitiss 2002). Enzim, DNA rekombinasyonu ve replikasyonu gibi normal hiicresel
stireclerde genetik materyalde meydana gelebilecek ilmik ve diigiimleri ¢6zmek icin
gereklidir. Topoizomeraz II yoklugunda, hiicreler kardes kromatitleri ayiramaz ve
mitotik basarisizliktan 6liir (Burden ve Osheroff 1998).

Spesifik enzimleri hedefleyen c¢ogu ilaglarin aksine, etoposit ve diger
topoizomeraz Il hedefli antikanser ajanlar, sinsi bir tutumla hareket eder. Bu enzimin
aktivitesini  bloklamaktan ziyade etoposit; topoizomeraz I1I-DNA baglanma
komplekslerinin konsantrasyonunu azaltarak hiicreleri 6ldiiriir (Burden ve Osheroff
1998). Ilacin bu etkisi, topoizomeraz II’yi genomu fragmente eden potansiyel bir
hiicresel toksine doniistiiriir. Sonug olarak, etoposit enzimin toplam katalitik aktivitesini
inhibe eden ilaglardan aymrmak icin bir topoizomeraz II zehiri olarak adlandirilir
(Bromberg vd 2003).

Etopositin niikleik asit molekiillerini baglamak i¢in enzimin yetenegini inhibe
ederek topoizomeraz II iliskili ¢ift zincir DNA kiriklarini stabilize ettigi on yili askin
stiredir bilinmekte (Bromberg vd 2003, Alpsoy vd 2014) ancak, ilacin molekiiler
mekanizmasi hala tam olarak aydinlatilamamistir.
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Diger taraftan, tamir edilmeyen zincir kiriklar1 da DNA hasar1 yanitin1 baslatir
ve sonucunda Oliime sebep olur. Yine de, hiicreler apoptozdan kacabilir ve etopositin
indiikledigi stres altinda prolifere olmaya devam edebilir ve bu sayede ilaca direngli
hale gelebilir. Daha Once yapilan ¢alismalar, hiicrelerde etoposite direng gelistiginde;
topoizomeraz Il  ekspresyonunun degistigini, topoizomeraz II’nin etoposite
duyarliligiin azaldigmi (Schneider vd 1994), DNA yanlis eslesme tamirine dahil olan
genlerin ekspresyonunun azaldigini (Fedier vd 2001, Kaplan ve Giindiiz 2012), etoposit
direngliliginden sorumlu olabilecegi diisiinilen MDRIlve MRP1 gibi ABC
tastyicilarinin ekspresyonlarmin arttigini (Szak vd 2009) bildirmistir.

2.2.2. Karboplatin

Karboplatin veya cis-diammine (1,1-cyclobutanecarboxylato) platinum (11),
kanser tedavisinde kullanilan platin tiirevli bir anti-kanser ilagtir. Ovaryum, akciger ve
bas-boyun kanserleri i¢in kemoterapide siklikla tercih edilmektedir. Karboplatin,
1970’11 yillarin basinda ilk platin tiirevi antikanser ila¢ olan sisplatinin klinik verimini
arttirmak tlizere Barnett Rosenberg ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir. Ticari
olarak Paraplatin ad1 altinda 1989 yilinda kemoterapétik ajan olarak onaylanmistir (Di
Pasqua vd 2013). Ilag, biyolojik etkisini genomik DNA ile etkileserek gosterir.
Sisplatine benzer sekilde, iki kloriir ligandi bulundurur. Kloriir iyonlar1 hiicre igine
yayilldiginda DNA zincirinde Ozellikle guanin gruplar1 ile capraz baglar olusturur.
DNA’nin farkli bir iyonla c¢apraz baglanmasi replikasyonun, transkripsiyonun ve
translasyonun inhibisyonuyla sonuglanir (Payne ve Miles 2008). Karboplatin, sisplatine
ek olarak, bir organik karboksilat grubu daha igerir (Sekil 2.2). Bu grup karboplatine
hizla suda ¢oziinebilme ve daha yavas hidroliz olma 6zelligi kazandirir. Yavas hidroliz
olabildigi i¢in karboplatinin viicuttan atilma siiresi uzamakta ve etkilerini daha uzun
streli sergileyebilmektedir. Dolayisiyla sisplatine oranla daha az ndrotoksik ve
nefrotoksik bir ilactir (Dasari ve Tchounwou, 2014).

O
/Pt\ /Pt\
HsN CI HsN @)
(& |
(a) (b)

Sekil 2.2. a) Sisplatin ve
b) Karboplatin a¢ik formiilii.

Yapilan bircok ¢alisma, adjuvan terapide karboplatin kullanimmin kanser
hastalarmin yagsam kalitesi ve toplam hayatta kalim siiresini arttirdigini ve tiimoriin
ilerleme zamani ve risk oranini ise diistirdiigiinii gostermektedir (Codegoni vd 1997,
Chung vd 2006, Fuuji vd 2007, Kondo vd 2007, Darcy vd 2007). Smith ve arkadaglar
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(2007) yaptiklar1 calismada ovaryum kanserli hastalara uygulanan karboplatin adjuvan
tedavisinde hayatta kalimm 40 aydan 60 aya ¢iktigin1 bildirmektedir. KHDAK
hastalaria uygulanan karboplatin adjuvan tedavisinde ise hayatta kalimin ortalama 6 ay
arttig1 ve timor ilerlemesinin yaklagik 18 ay daha geciktigi gosterilmistir (Olaussen vd
2006, Hwang vd 2007).

2.3. Kemoterapik fla¢ Direncliligi

Coklu ilag direngliligi, kanser hiicrelerinin farkli yap1 ve etki mekanizmalarina
sahip kemoterapdtiklere karsi direngliligi olarak tanimlanir (Fojo vd 1987). Coklu ilag
direncliligi bir kere basarildiginda, kemoterapétiklerin anti-kanser etkileri azalir ve
kanser kemoterapdtikleri basarisizliklarinin, metastazin ve kanserin tekrarlamasmin en
onemli sebebidir. Ozellikle, kanser hiicreleri yapisal ve fonksiyonel olarak iliskisiz olan,
daha O6nce maruz kalmadigi ilaglara bile bir kere direnglilik kazaninca, c¢oklu ilag
direngliligi fenotipine sahip olurlar (Kaye 1988). Bir tiimoriin kimyasala direngliligi,
kemoterapotik ilaglarin  kullanimmdan Once ortaya c¢ikan temel direnglilik ve
kemoterapotiklere maruziyetten sonra meydana gelen kazanilmig direnglilik olmak
iizere ikiye ayrilir.

Potansiyel ila¢ direngliligi mekanizmalari;; ABC transport ailesi, apoptoz
indiiksiyonu, otofaji indiiksiyonu, kanser kok hiicre regiilasyonu, miRNA regiilasyonu,
hipoksi indiiksiyonu, DNA hasar1 ve tamiri ve epigenetik diizenlemeler olarak
sayilabilir.

ABC transport ailesi insanlarda en az 48 iiyeye sahiptir (Gillet vd 2007) ve
bunlarin 12’si varsayilan ila¢ tasiyicilar1 olarak tanimlanmistir (Lage 2003): ABCB1
geni tarafindan kodlanan P-glikoproteini (Pgp), ABCCI1 geni tarafindan kodlanan
MDR-iligkili protein 1 (MRP1) ve ABCG2 geni tarafindan kodlanan BCRP meme
kanseri direnglilik proteini olarak bilinen ABC altailesi G iiyesi 2 (Dean vd 2001).
Kemoterapiye yanit vermeyen hastalar siklikla, direngli hale gelmis hiicre membraninin
sitoplazmik tarafinda lokalize olmus ¢esitli ABC tastyict pompalarin ekspresyonunda
artisa sahiptir. Bu gesitli ABC tasiyict pompalarin kesfi, kemoterapi direngliliginin,
farmakolojik down-regiilasyonu i¢in bu pompalar1 hedef haline getirmistir (Schaffer vd
2012).

Apoptoz kemoterapotik ilaglarin hiicreleri 6ldiirdiigi ana mekanizmalardan
biridir. Ancak, ¢cogu kanser hiicresi i¢in kimyasal direnclilikle sonuglanan, apoptoza
karsi temel veya kazamlmis direnglilik bulunmaktadir. Ornegin, yeni ve spesifik bir
PIBKCA inhibitorii olan BYL-719’un, temel multipl miyelom (MM) hiicrelerinin
sagkalimini inhibe ettigi, MM hiicrelerinin apoptozunu indiikledigi ve G1 bloklamas: ile
hiicre dongiilerini inhibe ettigi bilinmektedir. BYL719, PI3K sinyalini inhibe eder,
proliferasyonu ve hiicre dogiisii sinyalini azaltir ve MM hiicrelerinde apoptoz sinyalini
arttirir. Sonug olarak, BYL719 bortezomib ve karfilzomible sinerjistik etki gostererek
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kemik iligi stromasi tarafindan indiiklenen ila¢ direngliliginin iistesinden gelmistir
(Azab vd 2014). Shao ve arkadaslar1 (2014) MM’de doksorubisin tarafindan indiiklenen
apoptotik modeli gelistirerek MM’de AGS3’{in anti-apoptotik roliinii gostermislerdir.
Hiicre apoptozunda AGS3’lin negatif rolii AGS3’lin sessizlestirilmesiyle daha sonra
onaylanmistir. Tiimor mikrogevresinin de kemoterapiye yanitta tiimor hiicresi fenotipini
etkiledigi goriilmiistiir. AGS3 siRNA, yiiksek oranda MM hiicre adezyonunu tersine
cevirerek doksorubisin, mitoksantron ve deksametazona ila¢ direngliligini azalttig1
gosterilmistir (Shao vd 2014).

Otofaji, sitoplazmik komponentlerin hiicre i¢i ve hiicre dis1 baskilara yanit
olarak degredasyon i¢in lizozomlara teslim edildigi proses olarak adlandirilir. Otofaji
hiicrenin homeostazisinin saglanmasi i¢in evrimsel olarak korunmus bir mekanizmadir
(Vinod vd 2013). Otofajinin kimyasal direnglilikte Onemli roller oynadigi
kanitlanmistir. Kemoterapotik ilaglar apoptozla birlikte otofajiyi azaltir ve otofaji,
kanser hiicrelerinin apoptozdan kagmasma yardim etmek i¢in ila¢ molekiillerini yikarak
hiicreyi koruyucu bir etki saglamaktadir (Vinod vd 2013). 5-florourasil (5-FU) ve
sisplatin yanitinda, ilaca duyarh hiicre hatlar1 apoptoz sergilerken, ilaca direngli
popiilasyonlar ise tip II programli hiicre 6limiine benzeyen bir morfoloji ile otofaji
gosterir. Otofaji indiiklenerek ilaglara yanit veren hiicre popiilasyonlar1 daha direngli
hale gelir ve kemoterapétiklerin atilimindan sonra hiicre yenilenmektedir (O’Donovan
vd 2011). Tamoksifen yanitinda, duyarl hiicrelerde iizerine ilag direngliligi olusturan 31
kinaz tanimlandi. Bu kinazlardan biri olan Heat shock protein beta-8 ekspresyonu bir
grup hastada olumsuz klinik sonuglar géstermistir. Sonraki ¢alismalar p53’iin bazal
seviyesinin besin yoksunu hepatoselliiler karsinoma (HCC) hiicrelerinde otofaji
aktivasyonu i¢in 6nemli oldugunu gostermistir. Dahasi, p53 inhibisyonu ile birlikte
besin kithig1 veya 5-FU tedavisi, reaktif oksijen tiirevleri iiretimi ve mitokondriyal
hasarda belirli bir artisla sonuglanmustir. Antioksidanlar, p53 inhibisyonundan sonra,
HCC’nin 5-FU indiiklii hiicre 6limiinii veya besin kithigmni azaltmistir. Sonug olarak,
p53’iin otofaji aktivasyonunu modiile ederek besin kitlig1 sartlar1 altinda HCC’de

kimyasal direnglilik yarattigi ve hiicre sagkalimma katkida bulundugu bildirilmistir
(Guo vd 2014).

Kanser kok hiicreleri, kendini yenileme ve farklilasma ozellikleri ile kanser
hiicrelerinin altpopulasyonlar1 ya da orijini olarak bilinir. Xue ve arkadaslar1 (2012)
kemoterapotik bir ilag olan vinkristini kullanarak gastrik kanser hiicre hatti
SGC7901°den kanser kok hiicresine benzer hiicreler elde etmislerdir. Elde edilen kok
hiicrede, E-kaderin’in down-regiile ve Snail, Twist ve vimentin’in up regiile edildigi
gosterilmistir. Matrijel bazli farklilasma testi kullanarak, kok hiicreler farklilasmis
gastrik kriptlere benzeyen 2D tiip formu ve 3D kompleks liimen benzeri yapilar
olusturmustur. Daha ilging olan, ila¢ direnglilik testleri ve ksenograft deneyleri ile bu
hiicrelerin in vivoda onemli tiimdrijenisite ve c¢oklu ilag direngliligi gelistirdigi
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gosterilmistir (Xue vd 2012). Bu bulgular kanser kok hiicreleri ile ¢coklu ilag direngliligi
arasinda dogrudan iligki oldugunu gdstermektedir.

Kanser kok hiicrelerinin ¢oklu ilag direngliliginden sorumlu oldugu yapilan son
caligmalarla kanitlandigindan, kanser tedavisi ig¢in kanser kok hiicrelerini yok etmek en
temel yaklasimdir. Coklu ila¢ direngliliginin iistesinden gelmek ve kanser hastalarinda
basarili bir prognoza yardim etmek icin bu kuram olduk¢a ikna edicidir. Ornegin,
melatonin ile kemoterapétik ilaclarin (gliomada kullanilan temozolomit) kombinasyonu
beyin tiimorii kok hiicreleri ve A172 malignant glioma hiicreleri {lizerinde sinerjistik
toksik etkiye sahiptir. Bu etki ABC transport ABCG2/BRCP’nin fonksiyonu ve
ekspresyonunun downregiilasyonu ile koreledir (Martin vd 2013). Ovaryum kanserinde,
oldukca proliferatif olan CD44(+)/CD117(+) kok hiicreleri diisiik derecede
farklilasmaya sahiptir ve kemoterapotiklere direnclidir. Cheng ve arkadaslar1 (2012),
mMiR-199a’nin ovaryum kanseri kok hiicrelerinde sisplatin, paklitaksel ve adriyamisine
direngliligi 6nemli derecede arttirdigini ve ABCG2’nin mRNA ekspresyonunu
azalttigini1 bulmustur (Cheng vd 2012).

MiRNA’lar, hedef genlerin 3° ifade edilmeyen bolgesine baglanarak
ekspresyonunu diizenleyen, kodlanmayan 18-24 niikleotitlik RNA’lardir. Malignant
fenotipte, mMiRNA’larin metastaz, ¢oklu ilag direngliligi, proliferasyon/kendini yenileme
veya kanser kok hiicrelerinin farklilagmasi gibi roller oynadigi bildirilmistir. miRNA’lar
hedef genlerinin anormal fonksiyonlarin1 modiile ederek malignant fenotipi diizenleme
egilimindedir. Ornegin, miR-17-92 kiimesinin iiyeleri olan miR-19a ve miR-19b’nin
coklu ila¢ direngliligi gelistirilmis hiicre hatlarinda upregiile oldugu ve PTEN’i
hedefleyerek gastrik kanser hiicrelerinde ¢oklu ilag direngliligini modiile ettigi
bulunmustur (Wang vd 2013). Bir baska 6rnekte, miRNA profilleme ile miR-153’ilin
kolorektal kanserde oldukga eksprese oldugu agiklanmustir. Elli ay takip edilen
kolorektal kanser hastalarinda, yiiksek seviyede miR-153 eksprese eden 30 hastanin
21’inde, disiik seviyede miR-153 eksprese eden hastalara kiyasla, tiimor biiyiimesi
gbzlenmistir. mMIiR-153 upregiilasyonunun, kolorektal kanserin invazivligini ve
oksaliplatin ve sisplatine direngliligini hem in vivo hem de in vitro da arttirdig:
gosterilmistir. MiR-153’tin MMP-9 {iretimini indiikleyerek indirekt olarak invazivligi
arttirdig1 ve Forkhead trasnkripsiyon faktorii Forkhead box O3a’y1 inhibe ederek de ilag
direngliligine direkt olarak aracilik ettigi belirlenmistir (Zhang vd 2013).

OnkomiRNA’ler hari¢ bazi tiimor baskilayict miRNA’larm kanser tedavisinde
¢oklu ila¢ direngliligi i¢in hassas oldugu bulunmustur. Xia ve arkadaslar1 (2008) miR-
15/16 ailesinin iyeleri olan miR-15b ve miR-16"nin parental SGC7901 hiicrelerine
kiyasla ¢oklu ilag direncliligi gelistirilmis gastrik kanser hiicre hattt SGC7901/VCR’de
down regiile oldugunu goéstermislerdir. In vitro ilag direngliligi duyarlilik testleri, miR-
15b ve miR16 asir1 ekspresyonunun SCG7901/VCR fizerinde antikanser ilaglara
duyarlilik saglayabilecegini, ancak antisens oligoniikleotitler kullanarak bu faktorlerin
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inhibe edilmesiyle de SGC7901 hiicrelerinde ¢oklu ila¢ direngliligi saglandigini
gostermislerdir. Dahasi, miR-15b ve miR-16 asir1 ekspresyonu BCL2’yi hedefleyerek
SGC7901/VCR hiicrelerini VCR indiiklii apoptoza duyarlilagtirabilir (Xia vd 2008). Bir
baska ornekte, Shang ve arkadaslar1 (2013) miR-508-5p asir1 ekspresyonunun tiimorleri
in vitro’da g¢oklu ila¢ direngliligini tersyiiz etmekte yararli oldugunu ve in vivo’da
kemoterapiye duyarlilagtirdigini bulmustur. Dahasi, miR-508-5p, ABCB1 ve ZNRD1’in
(DNA idareli RNA polimeraz I altiinite RPA12) 3’ ifade edilmeyen bolgesini direkt
olarak hedefleyebilir (Shang vd 2013). BEL/5-FU hiicrelerini miR-27a taklitleriyle
transfekte ederek miR-27a’nin asir1 ekspresyonu saglanmis, MDR1/P-glikoproteini ve
B-katenin ekspresyonlar1 azaltilmis ve 5-FU’ya bu hiicrelerin duyarliligi ile 5-FU
indiikli apoptozu arttirilmistir. RNA interferans tarafindan FZD7’nin rediiksiyonunun,
miR-27a’ya benzer sekilde MDR1/P-glikoprotein ve B-kateninin ekspresyonunu inhibe
ettigi kanitlanmistir (Chen vd 2013).

Calismalar miRNA’larin sadece ¢oklu ilag direngliligi fenotipini duyarhlastirma
ve regiile etmedigini ayn1 zamanda ¢oklu ilag¢ direncliligi i¢in de diagnostik markirlar
olarak hizmet edebilecegini gostermektedir. Direng gelismis kolorektal kanser
hastalarinin serumlarinda miR-19a’nin 6nemli derecede up-regiile oldugu belirlenmistir.
Serum miR-19a’nin kanser embriyojenik antijeni i¢in tamamlayici degere sahip oldugu
da gosterilmistir. Daha sonra yapilan analizler ile serum miR-19a’nin hem i¢sel hem de
kazanilmus ilag direngliligine sebep olabilecegi agiklanmistir (Chen vd 2013).

Hipoksi indiikleyici faktor 1 (HIF-1) yolaginin radroterapiye yanitta Ve
kemoterapik direnglilikte dnemli roller oynayabilecegi gosterilmistir. Ornegin, hipoksi
durumunda aktive edilen en biiyiik transkripsiyonel faktor olan HIF-1’in, normoksik
sartlar altinda vinkristin-direngli gastrik kanser hiicreleri SGC7901/VCR’de asir1
eksprese edildigini ve dolayisiyla HIF-1’in gastrik kanser hiicrelerinde ilag direngliligi
ile iliskili oldugu bulunmustur (Liu vd 2008). Gastrik kanser hiicrelerinde siRNA
tarafindan MGrl1-Ag/37LRP’nin ekspresyonunun bloklanmasi, hipoksi tarafindan
indiiklenen ¢oklu ila¢ direncliligi fenotipini etkili bir sekilde tersine ¢evirirken, MGr1-
Ag/37LRP up regiilasyonu, SiRNA ile HIF-1 inhibisyonu tarafindan ortadan kaldirildig:
bulunmustur (Liu vd 2007, 2009).

Cogu antikanser terapileri, timor hiicre DNA’sina ya dogrudan ya da dolayl
hasar verir (Casorelli vd 2012). Bir DNA tamir yolagmin disfonksiyonu bir baska telafi
edici DNA hasar1 yanit1 yolagmin fonksiyonuyla etkisiz hale gelebilir ve bu durum
DNA’ya zarar veren Kemoteraptige direnglilige katkida bulunabilir. Ornegin,
endoglinin inhibisyonu hiicre canliligin1 azaltir, apoptozu arttirwr, ¢ift zincirli DNA
hasarmi indiikler ve sisplatin duyarliligmi arttirr. Endoglin hedeflemesi, BARDI,
H2AFX, NBN, NTHL1 ve SIRT1 gibi sayisiz DNA tamir geninin ekspresyonunu down
regiile eder. BARDI1’in de platin direngliligi ile iliskili oldugu ve platin maruziyetiyle
indiiklendigi bulunmustur (Ziebarth vd 2013). Metnaz, homolog olmayan ug birlestirici
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DNA c¢ift zincir kirik tamiri yolagmm bir komponentidir. Akut miyeloid 16semi ve
meme kanseri hiicrelerinde metnaz ekspresyon seviyesinin topoizomeraz Il-o
inhibitorlerine direnglilikte rol oynayabilecegi, bu yiizden metnazin kiiciik molekiil
interferans igin potansiyel bir terapdtik hedef oldugu bulunmustur (Wray vd 2009a,
2009b). Daha sonra, olast Metnaz inhibitorleri olarak 8 bilesik tanimlanmistir. Bunlarin
arasinda siprofleksin Metnazin DNA’y1 parcalama o6zelligini ve Metnaz bagli DNA
tamirini inhibe eder. Ilging bir sekilde, siprofloksasin kendi basina DNA hasarmni
indiiklememis ama kemoterapiye direngli hiicrelerde DNA hasar1 tamirini baskilamistir.
Siprofloksasin klinik olarak 1ilgili kemoterapiyi takiben uygulandiginda kanser
hiicrelerinin hem in vitro hem ex vivo kemoterapiye duyarliligni arttirmistir
(Williamson vd 2012).

DNA metilasyonu ve histon modifikasyonu gibi epigenetik degisikliklerin de
coklu ilag direngliligi gibi malignant fenotipleri diizenledigi bilinmektedir. Bazi timor
baskilayici genlerin demetilasyonu veya diisiik metilasyonu kanser hiicrelerinde coklu
ilag direncliligi gelismesine yol agabilir. Beyin tiimorii kok hiicrelerinin, ABC ailesi
tastyicilarinin iiyelerini asir1 eksprese ettigi ve bu asir1 ekspresyonun c¢oklu ilag
direngliligi ve tiimor niiksetmesinden sorumlu oldugu bildirilmistir. Melatonin ve
kemoterapotik ilaclarin (temozolomid gibi) kombinasyonlar1 BTCS ve A172 malignant
glioma hiicreleri tizerine sinerjistik bir toksik etkiye sahiptir. Melatonin, ABCG2/BCRP
promotorunun metilasyon seviyelerini arttirmis ve ABCG2/BCRP ekspresyonu ve
fonksiyonundaki etkileri, DNA-metil transferaz inhibitérii ile engellenmistir (Martin vd
2013). Sisplatin direngliligini belirleyen genleri saptamak igin, 20 gastrik kanser hiicre
hatt1 ile gen ekspresyonu profilleme, DNA metilasyonu profilleme ve ilag yanit1 testleri
calisgilmistir. Epigenetik analizler ile epigenetik mekanizmalarca diizenlenen BMP4
geninin sisplatin direngli hiicre hatlarindaki ekspresyonunun arttigi gézlenmistir. Primer
timorlerde, BMP4’iin promotorunun metilasyon seviyeleri BMP4 ekspresyonu ile
koreledir ve BMP4 eksprese eden tiimorlii hastalar dikkate deger bir sekilde daha kotii
prognoz sergiler. Terap6tik olarak BMP4’iin hedeflenmis genetik inhibisyonu, gastrik
kanser hiicrelerinin sisplatine duyarliligina sebep olmustur (Ivanova vd 2013). Diger bir
taraftan, histon deasetilaz 10’un noroblastoma hiicrelerinde otofaji aracili sagkalimi
arttirdigi in vitro ve in vivo kanitlarla desteklenmistir. HDAC10’un hem bozulmasi hem
de inhibisyonu, transforme olmamis hiicrelerin aksine olduk¢a malignant N-Myc
amplifiye hiicre hatlar1 panelinde sitotoksik ila¢ tedavisine duyarliligiyla iliskili
otofajiyi efektif olarak bozmustur (Oehme vd 2013).

Giinlimiizde, ¢oklu ilaca direngli tiimor fenotiplerinin ¢ogu, primer dokulardan
kanser hiicrelerini izole ederek ve kemoterapdtik ilaglara in vivo toleranslarini test
ederek belirlenebilir. Yaygin bir sekilde kullanilan tiimor direngliligi indikatorleri;
inhibitor konsantrasyonunun yarisi (IC50), direnglilik indeksi (RI), sitotoksik ilag disar1
pompalama orani, hiicre proliferasyonu indeksi, hiicre biiylimesi egrisi ve apoptoz
indeksidir. Tiimor hiicre direncliligini test etmek i¢in yaygin olarak kullanilan testler
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MTT testi, doksorubisin birikimi ve tutulmasi deneyleri, ilag duyarlilik testleri, ¢oklu
ilag direngliligi genleri ve yolaklarinin belirlenmesi, yiliksek icerikli cihaz teknolojileri,
gengip teknolojisi ve yiiksek verimli tarama teknolojisidir (Wu vd 2014).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Hiicreler ve Kiiltiir Kosullarn

Calismamiz kapsaminda ATCC’den temin edilen A549 hiicre hatt1 (akciger
karsinoma, ATCC CCL-185) deney grubu, HEK 293T hiicre hatt1 (bobrek epitel hiicre
hatti, ATCC CRL-11268) ise kontrol grubu olarak kullanildi. Hiicre hatlarinin her ikisi
de % 10 FBS ve % 2 L-glutamin ile desteklenmis RPMI 1640 besiyerinde ¢ogaltilarak,
% 5 CO2’li atmosferde 37°C’de inkiibe edildi. Hiicreler, ATCC’nin 6nerdigi sekilde %
0.25 tripsin, %0.03 EDTA karisimu ile kaldirilip 1:2 ya da 1:3 oraninda olacak sekilde
pasajlandi. Deney siiresince kullanilmayan hiicreler % 95 besi ortami ve % 5 DMSO
icerecek sekilde hazirlanan soliisyon igerisinde bir gece -20°C’de bekletildikten sonra -
80°C’lik derin dondurucuda saklandi.

3.2. Dojindo Hiicre Proliferasyon Kiti -8 (CCK-8)

Hiicre proliferasyonu ve sitotoksisite deneylerinde hiicre canliligimi belirlemek
amaciyla kullanilan WST-8 hiicre proliferasyon kiti (Dojindo, NC0314243) oldukga
hassas kolorimetrik bir testtir. Calismamizda bu kit kullanilarak ilaglarin sitotoksik
etkileri arastirilmistir. Dojindo’nun suda yiiksek ¢oziiniirlik gosteren WST-8
(tetrazolyum) tuzu, hiicredeki dehidrogenaz aktivitesi ile parcalanarak hiicrelerin
besiyerinde ¢oziinebilen sar1 renkli formazanlar olusturur. Olusan formazan miktari
dehidrogenaz aktivitesine baghdir ve bu da hiicre canliligini dogrudan gosterir. CCK-
8’in MTT, XTT, MTS ya da WST-1 gibi diger tetrazolyum tuzlarindan daha hassas
oldugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (Narazaki vd 2010, Larrayoz vd 2010, Liu
vd 2012).

A549 hiicre hatt1 stoktan agilarak kiigiik petri kaplarinda ¢ogaltildi ve petri
kaplar1 % 80-90 oraninda dolunca tripsinizasyon ile kaldirilip 1x10* hiicre/kuyucuk
olacak sekilde 96 kuyucuklu steril plaklara ekildi. 24 saatlik inkiibasyon siiresinin
ardindan besiyerleri uzaklastirildi. Etoposit i¢in belirlenen en yiiksek doz olan 1000
pg/mL’den baglayarak, % 1 serumlu besiyeri i¢erisinde, yari yartya sulandirilan ilaglar,
her birine 100 pl olacak sekilde kuyucuklara eklendi ve ardindan 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon stirelerince % 5 CO2’li atmosferde 37°C’de inkiibasyona birakildi.

Her bir inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklardaki ilagli besiyerleri
uzaklastirilip 90 pl serumsuz besiyeri ve 10 pl WST-8 soliisyonu eklendi ve 2 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda plaklarm absorbans degerleri Elisa
Kit Okuyucu multiskan spektrofotometrede (Thermo Scientific Multiskan Go), 450 nm
dalga boyunda 6l¢iilerek kaydedildi.
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3.3. Direncli Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Etoposite direngli A549 hiicre hattinin biiylimesine izin veren uygun baslangi¢
dozunu belirlemek i¢in genis spektrumda etoposit konsantrasyonlari test edilmistir. IC
(Inhibisyon konsantrasyonu), tedavi edilmemis kontrollere kiyasla, ilacin hiicreler
iizerindeki sitotoksik etkisini ortaya koymaya yarayan ve inhibitér konsantrasyonu
olarak tanimlanan bir parametredir. Bu parametre kullanilarak bir ilacin herhangi bir
hiicre hattinda sergileyecegi sitotoksik etkiler (sitotoksik indeks) belirlenebilir. Bu
sayede ilaca kars1 gelisen direnglilik de belirlenebilir. Shang ve arkadaglarinin (2009)
yaptiklar1 calisma baz alinarak: Hiicre 6liimii (%) = 1 - [(OD4500rnek/OD450Kontrol)
x 100] formiiliine dayanarak ICso degerleri hesaplandi.

Hansen ve arkadaslarinin (2003) yaptig1 calisma referans alinarak, hiicrelerin
ilaca verdigi yanit degerlendirildi ve sitotoksik indeksi > % 50 (ICso) olanlar1 etoposite
duyarl, < % 50 olanlar1 ise etoposite direngli kabul ettik. A549 hiicre hattinda etopositin
baslangictaki sitotoksik etkisini belirlemek icin yapilan sitotoksitite calismasinda,
hiicrelere 1000 pg/ml’den baslayarak 1,95 pg/mL’ye kadar sulandirilmis etoposit
konsantrasyonlar1 uygulandi. Her biri kendi i¢inde dort kez olmak tizere tekrarli 3 deney
seti hazirlandi. Her bir deney seti 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda CCK-
8 kiti sonlandirildi. Yapilan hesaplamalar sonucu ICso degeri olarak 72. saatte 40 pg/mL
konsantrasyon olarak belirlenmistir. Buna gore, stoktan agilip ¢ogaltilan 2 petri A549
hiicresi, en az % 80 doluluga ulagtiginda, % 1 serum igeren besi ortaminda hazirlanan
40 pg/mL etoposit konsantrasyonu her iki petriye de uygulanmustir. Her 72 saatlik
inkiibasyon siiresi sonrasinda hiicreler mikroskopta incelenerek, besi ortamu ilagh %
I’lik besi ortamu ile tazelenmistir. Sik yapilan mikroskop gézlemleri sonucunda petri
kaplarindaki dolulugun hizla azalip, yaklasik % 20 doluluga kadar diistiigii goriilmiistiir.
Belli bir siire bu doluluk oraninda sabitlenen hiicreler, artik ilagh besi ortamina direngli
hale gelmis ve sayilarini arttirmaya baslamislardir. Petri kaplarindaki doluluk yaklasik
% 80’¢ ulastiginda, 90 pg/mL olarak hazirlanan etoposit konsantrasyonu, eski besi
ortami degistirilmistir. Yapilan gozlemler sonucunda, hizla dolulugu azalan petri
kaplari, tekrar 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonras1 daha yliksek konsantrasyonda ilag
iceren besi ortamu ile tazelenmis ve belli bir siire sonra hiicreler bu ilag
konsantrasyonuna da direng gelistirerek sayilarini arttrmaya baslamislardir. Yaklagik 4
ay siiren bu denemeler sonrasi her iki petri kab1 da % 80-90 doluluk oranina geldiginde,
direncliligin basarili oldugu anlagilmistir. 90 pg/mL etoposit konsantrasyonuna direngli
hale gelen bu yeni A549 hiicre hatti, A549/90E olarak isimlendirildi. Hiicreler, % 0,25
tripsin, % 0,03 EDTA karisimi ile kaldirilip, 1:2 oraninda pasajlanmistir. Pasajlama
islemlerini takiben {iretilen yeni nesil etoposit direngli hiicreler, deneylerde kullanilmak
iizere yeterince sayida stoklanmigtir.
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3.4. Tlaglarin uygulanmasi

Karboplatin, % 1 serum igeren besiyeri icerinde hazirlanan 1000 pg/ul’lik
baslangi¢ dozunda alikotlanarak -20°C’lik derin dondurucuda saklandi. Direngli hale
getirilen A549/90E hiicre hatt1 ve onun atasal formu olan A549/P yeterli stok elde
edildikten sonra 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu plaklara ekildi. 24
saatlik inkiibasyon siiresinden sonra besiyerleri uzaklastirilip Karboplatin’in 1000
pg/mL’den baslayarak 1,95 pg/mL’ye kadar % 1 serum igeren besiyerinde yar1 yariya
sulandirilmis dozlari, hiicrelere uygulandi. ila¢ uygulamasmin ardindan tek bir sira
kuyucuktaki hiicre canliligt WST-8 kiti ile saptand1 (Baslangi¢c zamani). Her biri kendi
icinde 4 kez olmak toplamda ti¢ farkli deney seti hazirlandi. 24, 48 ve 72 saat olarak
belirlenen inkiibasyon stireleri sonrasinda hiicrelerin canlilig1 yukarida belirtilen WST-8
kiti ile degerlendirildi.

3.5. Kaspaz-3 Kolorimetrik Eliza Kit

Bu kit (Invitrogen, KHZ0022) kullanilarak kaspaz-3 aktivitesinde degisiklik
olup olmadig1 belirlenmistir. Kitin esasi, kaspaz-3’iin peptit karakterli Ac-DEVD-pNA
substratini hidroliz etmesi sonucunda kromofor 6zelligi olan pNA’nimn aciga ¢ikarilarak,
miktarinin 405 nm dalga boyunda elde edilecek absorbans degerleri ile belirlenmesidir

(Jaeschke vd 1998).

Kaspaz-3 enzim aktivitesi Ol¢limii i¢in hiicreler, kitin protokoliinde 6nerildigi
iizere 3x10° hiicre/drnek olacak sekilde 100 mm’lik petri kaplarina ekildi. A549/P hiicre
hatt1 i¢in 15 ug/mL, A549/90E hiicre hatt1 i¢in 12 ug/mL olarak belirlenen karboplatin
ICs0 konsantrasyonlari, % 1 serum igeren besiyerinde hazirlanip, her biri ikiger tekrarl
olan petrilere, petri basma 5 mL uygulanarak 72 saat i¢in 37 °C’de % 5 CO2’li
atmosferde inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon siiresi sonunda petrilerdeki besiyerleri uzaklastirilip, tripsin-EDTA
yardimiyla hiicreler yapistiklar1 yiizeyden kaldirildi. Toplanan hiicreler 1000 rpm’de 5
dakika santrifiij edildikten sonra pelet 1 mL PBS ile ¢oziildii. Hiicrelere buz icerisinde
bekletilen lizis tamponundan 50 ul eklendi ve on dakika buzda bekletildi. Ardindan bes
dakika buz/alkol karisiminda ardindan bes dakika oda sicakliginda bekletildi. Hiicreler
10000 g’de bir dakika santrifiij edildi ve siipernatanlar almarak yeni ependorflara
aktarildi. Elde edilen siipernatanlardaki protein miktarlarini belirlemek i¢in Pierce™
BCA Protein Assay Kit (Kat. No: 23225) kullanildi. Bovine serum albiimin 2, 1, 0.5,
0.25, 0.125 mg/mL’lik konsantrasyonlarda hazirlanarak standart protein olarak
kullanildi. Spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda 6rneklerin absorbanslari 6l¢iildii
ve yapilan hesaplamalarla icerdikleri protein miktarlar1 belirlendi. Her bir 6rnek, 50
pL’de 200 pg/mL protein olacak sekilde sulandirilarak kullanildi. Kaspaz-3
kolorimetrik eliza kit (Invitrogen, KHZ0022) protokolii izlenerek kaspaz-3 aktiviteleri
belirlendi.
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3.6. MMP-2 Kolorimetrik Eliza Kit

Bu kit hiicre kiiltiirii stipernatanlarinda MMP-2’nin hem pro- hem de aktif
formunun kantitatifik olarak belirlenmesini saglamaktadir. Kit igerisinde MMP-2’yi
hapsedebilen 6zel bir antikorla kaplanmis kuyucuklar bulunmaktadir. inkiibasyon siiresi
sonunda, kontrol gruplari ve A549/P i¢in 15 pg/mL, A549/90E i¢in 12 pg/mL’lik
karboplatin uygulanan deney gruplari hiicrelerinin besiyerlerinden 100’er pl almmarak bu
kuyucuklara eklendi ve ardindan biotinlenmis MMP-2 antikoru iizerlerine ilave
edilmistir. Enzim bagh streptavidin ve hemen ardindan TMB substratinin eklenmesi
sonucunda, kuyucuklara baglanan MMP-2’nin miktarina bagli olarak mavi renk
olusumu gozlenmistir. Durdurma soliisyonu eklenmesi ile sonlandirilan reaksiyon
sonucunda oOnceden olusmus olan mavi renk sariya dondii ve olusan sari rengin
yogunlugu 450 nm’de spektrofotometrik olarak tespit edildi. Renk yogunlugundaki artis
orneklerdeki MMP-2 konsantrasyonu ile dogru orantilidir (Woessner 1991).

3.7. Istatistiksel Analizler

Deney sonuglarinda elde edilen verilerde, kontrol grubu ve deney grubu
arasindaki farklilik Graph-pad InStat istatistik programinda, Tek Yonlii Anova Testi ve
ardindan Dunnett Coklu Karsilastirma Testi kullanilarak degerlendirildi. 1Cso degerinin
belirlenmesi i¢in Sigma Plot 10.0 programm kullanildi. Enzim aktiviteleri ile ilgili
deneylerden elde edilen veriler ise Graph-pad InStat istatistik programinda, Tek Yonli
Anova Testi ve tlim gruplarin birbiri ile karsilastirilmasini saglayan Tukey Testi
kullanilarak degerlendirildi. Ttim veriler ortalama £SEM degerleri halinde, Sigma Plot
10.0 programu kullanilarak grafik haline getirildi.
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4. BULGULAR
4.1. Etoposit’in A549 Hiicre Hatt1 Uzerine Gosterdigi Sitotoksik Etkiler

Kendi igerisinde dort tekrar ve birbirinden bagimsiz {i¢ deney seti halinde
gerceklestirilen baglangic doz tarama ¢alismalarinda, etoposit A549 hiicre hatti iizerine
her bir inkiibasyon siiresi i¢in farkli dozlarda sitotoksik etkiler sergiledi. Etoposit’in
1.95 - 1000 pg/mL araliginda konsantrasyonlar: hiicrelere uygulandi. 24 saatlik
inkiibasyon siiresi i¢in 1000 pg/mL ve 500 pg/mL etoposit konsantrasyonlari, 48 saatlik
inkiibasyon siiresi i¢in 1000 pg/mL, 500 ug/mL, 250 ug/mL, 125 ug/mL ve 100 pg/mL
etoposit konsantrasyonlart ve 72 saatlik inkiibasyon siiresi i¢in 1000 pg/mL, 500
pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 100 pg/mL ve 62.5 pg/mL etoposit konsantrasyonlari
A549 hiicre hattinda canliligi dnemli 6lgiide azaltt1 (**, p<0.01). Etoposit’in, her bir
inkiibasyon siiresi i¢in A549 hiicre canlilig1 lizerindeki etkisi grafiklendirilerek (Sekil
4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3) asagida gosterildi. Sitotoksisite testinden elde edilen absorbans
degerleri kullanilarak her bir doz i¢in hiicre 6liimii hesaplanarak grafiklendi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.1. Etoposit’in 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, A549 hiicre hatt1 iizerine
etkisi.
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Sekil 4.2. Etoposit’in 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, A549 hiicre hatt1 iizerine

etkisi.
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Sekil 4.3. Etoposit’in 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, A549 hiicre hatti {izerine
etkisi.
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Sekil 4.4. Etoposit’in 1.95 -1000 pg/mL arasinda denenen dozlarmin A549 hiicre
hattinda yol agtig1 6liim oranlar1 (%).

Yukarida verilen grafik dogrultusunda etoposit’in A549 hiicre hatt1 iizerine
gosterdigi etkiler degerlendirildikten sonra; 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri i¢in
ICso0 degerleri sirasiyla 86.97 (~87) nug/mL, 55.00 pg/mL ve 40.14 (~40) png/mL olarak
hesaplandi. Bir sonraki donemde gelistirilmesi planlanan direngli hiicre kiiltiiriniin 72
saatlik inkiibasyon siiresi i¢in belirlenen ICso degeri 40 ug/mL’lik konsantrasyon ile
baslatilmasina karar verilmistir.

4.2. Etoposite Direncli A549 Hiicre Hatlarinin Gelistirilmesi

Yapilan sitotoksite taramalar1 sonucu ICso degeri olarak belirlenen 40 pg/mL
etoposit konsantrasyonu petrilere uygulandi. Her 72 saatlik inkiibasyon siiresi
sonrasinda hiicrelerin besi ortamu, ilaghh % 1’lik besi ortamu ile tazelenmistir. Petri
kaplarindaki doluluk hizla azalmis, belli bir siire sonra ilagh besi ortamina direngli hale
gelip, sayilarini arttirmaya baglamislardir. Petri kaplaridaki doluluk yaklasik % 80’¢
ulastiginda, hiicre hatt1 40 pg/mL etoposite direngli olarak kabul edilmistir. Ayn1 petri
kaplarindan devam edilen ¢aligmada petri kaplar1 90 pg/mL etoposit konsantrasyonu ile
muamele edilmistir. Petriler, 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonrast 90 pg/mL etoposit
iceren besi ortami ile tazelenmis ve belli bir siire sonra hiicreler bu ilag
konsantrasyonuna da direng gelistirerek sayilarini arttirmaya baslamiglardir. Her iKi
konsantrayona direnclilik i¢in gegen siire asagidaki ¢izelgede belirtilmistir (Cizelge
4.1).
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Cizelge 4.1. Direngli altkiiltiirlerin gelisimi i¢in etoposit uygulanma siireleri (hafta)

Etoposit Direncli A549 Hiicre Hatlarinin Gelistirilmesi

Etoposit (ng/mL) 40 90
Hafta 6 12
A549/40E A549/90E

Gecgen 18 haftalik siirenin ardindan, gelistirilen A549/90E hiicre hatt1 {izerine
1000 pg/mlL’den baglayarak yar1 yariya sulandirilmis etoposit konsantrasyonlari
uygulandi. Etoposit’in A549/90E hiicre hattinda, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon
stireleri sonunda, hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi Sekil 4.5°de verilmistir.
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Sekil 4.5. 1.95 - 1000 pg/mL arasinda etoposit uygulanan A549/90E hiicre hattinda
hiicre canlili1 oranlar1 (%).

Yukarida verilen grafik dogrultusunda etoposit’in A549/90E hiicre hatti iizerine
gosterdigi etkiler degerlendirildikten sonra; 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri i¢in
ICso degerleri sirasiyla 383.87 (~384) pg/mL, 355.82 (~356) png/mL ve 338.96 (~339)
pg/mL olarak hesaplandi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda direnglilik indeksi
hesaplandi. Buna gore, A549/90E hiicre hatti, A549/P hiicre hattia kiyasla etoposite
8.44 kat daha direnglidir.
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4.3. Karboplatin’in A549/P ve AS549/90E Hiicre Hatlari Uzerine Gosterdigi
Sitotoksik Etkiler

Tiim inkiibasyon siireleri sonunda, 1,95 - 1000 pg/mL araliginda denenen
dozlardan 24 saatlik inkiibasyon siiresi i¢in 1000 ug/mL karboplatin konsantrasyonu, 48
ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri i¢in 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL
ve 62.5 pg/mL karboplatin konsantrasyonlar1 A549/P hiicrelerinin canliligini 6nemli
Olglide azaltt1 (**, p<0.01). Karboplatin’in A549/P hiicre canlilig1 lizerindeki etkisi tim
inkiibasyon siireleri i¢in ayr1 ayr1 grafiklendirilerek (Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7)
asagida gosterildi. Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak hesaplanan hiicre
Olimiiniin ylizde degeri Sekil 4.8’de gdsterilmistir.
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Sekil 4.6. Karboplatin’in 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, A549/P hiicre hatt1
iizerine etkisi.
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Sekil 4.7. Karboplatin’in 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, A549/P hiicre hatt1
iizerine etkisi.
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Sekil 4.8. Karboplatin’in 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, A549/P hiicre hatt1
lizerine etkisi.
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Sekil 4.9. Karboplatin’in 1,95 -1000 pg/mL arasinda denenen dozlarinin A549/P hiicre
hattinda yol agtig1 6liim oranlar1 (%).

Yukarida verilen grafik dogrultusunda karboplatin’in A549/P hiicre hatti lizerine
gosterdigi etkiler degerlendirildikten sonra; 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri i¢in
ICso degerleri sirasiyla 419.281 (~419) ug/mL, 182.88 (~183) pg/mL ve 14.90 (~15)
pg/mL olarak hesaplandi. Bu hiicre hatt1 i¢in bir sonraki donemde yapilmasi planlanan
calismalarin 72 saatlik inkiibasyon siiresi i¢in belirlenen ICso degeri olan 15 pg/mL’lik
konsantrasyon ile yliriitiilmesine karar verilmistir.

Direng gelistirilmis A549/90E hiicre hattinda karboplatinin sitotoksik etkileri
iizerine yapilan deneyler sonucu, doz artisina baglh sitotoksik etkinin arttigi gorildi.
A549/90E hiicre hattinda 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, 1000 pg/mL
karboplatin konsantrasyonunda, 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 1000 ug/mL, 500
pg/mL, 250 pg/mL ve 125 pg/mL karboplatin konsantrasyonlarinda ve 72 saatlik
inkiibasyon siiresi i¢in 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL ve 62.5 pg/mL
karboplatin konsantrasyonlarinda sitotoksik etkinin énemli oranda arttigi da gozlendi
(**, p<0.01). Karboplatin’in A549/90E hiicre canlilig1 lizerindeki etkisi tiim inkiibasyon
stireleri i¢in ayr1 ayr1 grafiklendirilerek (Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11) asagida
gosterildi. Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak hesaplanan hiicre o6liimiiniin
yiizde degeri Sekil 4.12°de gdsterilmistir.
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Sekil 4.10. Karboplatin’in 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, A549/90E hiicre hatti

uzerine etkisi.
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Sekil 4.11. Karboplatin’in 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, A549/90E hiicre hatti

uzerine etkisi.
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Sekil 4.12. Karboplatin’in 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, A549/90E hiicre hatti

uzerine etkisi.
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Sekil 4.13. Karboplatin’in 1,95 -1000 pg/mL arasinda denenen dozlarinin A549/90E

hiicre hattinda yol actig1 6liim oranlari1 (%).
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Yukarida verilen grafik dogrultusunda karboplatin’in A549/90E hiicre hatt1
tizerine gosterdigi etkiler degerlendirildikten sonra; 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon
stireleri i¢in ICsg degerleri sirastyla 241.21 (~241) pg/mL, 40.70 (~41) pg/mL ve 11.81
(~12) pg/mL olarak hesaplandi. Bu hiicre hatt1 i¢in bir sonraki donemde yapilmasi
planlanan caligmalarin 72 saatlik inkiibasyon siiresi i¢in ICso degeri olarak belirlenen
11,81 (~12) ng/mL’lik konsantrasyon ile yiiriitiilmesine karar verilmistir.

4.4. Karboplatin’in A549/P ve A549/90E Hiicrelerinde Kaspaz-3 Enzimi
Uzerindeki Etkisi

72 saat inkiibasyon siiresi sonunda, 40 pg/mL etoposit uygulanan A549/P hiicre
hattinda, kaspaz-3 aktivitesinde 2.38 kat artis gozlenirken (***, p <0.001), 15 pg/Ml
karboplatin uygulanan A549/P hiicre hattinda 2.3 kat artis gozlendi (***, p < 0.001).
Karboplatin’in A549/P hiicre hattinda, 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda kaspaz-3
enzim aktivitesi iizerine etkisi agagidaki gibi grafiklendi (Sekil 4.13).

72 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda, 40 upg/mL etoposit uygulanan
A549/90E hiicre hattinda, kaspaz-3 enzim aktivitesinde goézlenen 1.75 katlik artis
istatiksel anlamda onem gdstermezken (p > 0.05), 12 ug/mL karboplatin uygulanan
A549/90E hiicre hattinda 13 kat artig gézlendi (p < 0.001). Karboplatin’in A549/90E
hiicre hattinda, 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda kaspaz-3 enzim aktivitesi lizerine
etkisi asagidaki gibi grafiklendi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. 40 pg/mL etoposit ve 15 pg/mL karboplatin’in A549/P hiicre hattinda
kaspaz-3 enzim aktivitesi tizerine etkileri.
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Sekil 4.15. 40 pg/mL etoposit ve 12 pg/mL karboplatin’in A549/90E hiicre hattinda
kaspaz-3 enzim aktivitesi tizerine etkileri.

4.5. Karboplatin’in A549/P ve A549/90E Hiicrelerinde MMP-2 Enzimi Uzerindeki
Etkisi

72 saat inkiibasyon siiresi sonunda, 40 pg/mL etoposit uygulanan A549/P hiicre
hattinda, MMP-2 aktivitesinde 1.24 kat artis gézlenirken (**, p < 0.01), 15 pg/Ml
karboplatin uygulanan A549/P hiicre hattinda 1.95 kat azalma goézlendi (**, p < 0.01).
Karboplatin’in A549/P hiicre hattinda, 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MMP-2
enzim aktivitesi lizerine etkisi asagidaki gibi grafiklendi (Sekil 4.15).

72 saat inkiibasyon siiresi sonunda, 40 pg/mL etoposit uygulanan A549/90E hiicre
hattinda, MMP-2 aktivitesinde 7.72 kat azalma gézlenirken (**, p < 0.01), 12 pg/mL
karboplatin uygulanan A549/90E hiicre hattinda 2.38 kat azalma goézlendi (**, p <
0.01). Karboplatin’in A549/90E hiicre hattinda, 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
MMP-2 enzim aktivitesi iizerine etkisi asagidaki gibi grafiklendi (Sekil 4.16).
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Sekil 4. 16. 40 ng/mL etoposit ve 15 pg/mL karboplatin’in A549/P hiicre hattinda
MMP-2 enzim aktivitesi tizerine etkileri.
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Sekil 4. 17. 40 pg/mL etoposit ve 12 pg/mL karboplatin’in A549/90E hiicre hattinda
MMP-2 enzim aktivitesi iizerine etkileri.
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5. TARTISMA

Akciger kanseri, tiim kanser tiirleri arasinda cinsiyet farki gdzetmeksizin en
olimciil kanser tiriidiir. Akciger kanseri, 20. yiizyilin baslarinda nadir goriilen bir
hastalik iken, gliniimiizde her iki cinsiyette de kanserden Oliimlerinin basinda yer
almaktadir. Diinya genelinde sigara igme aligkanliklarindaki degismeye bagli olarak
akciger kanserinin histolojik alttiplerinin oraninda degisiklik yasanmustir. Tarihsel
olarak ¢ogunlukla erkeklerde goriilen bu kanser tiirii, zaman iginde kadinlarin sigara
kullaniminin artmasiyla kadinlarda meme kanseri, yumurtalik ve yumurtalik tipi
kanserleri toplamindan daha yaygin bir hal kazanmistir (Koktiirk vd 2004). Viicudun
hemen hemen her bdlgesine metastaz yapabilme Ozelligi nedeniyle hastanin yasam

kalitesini diisiirmekte, omiir uzunlugunu da onemli Olgiide azaltmaktadir (Sher vd
2008).

Akciger kanserlerinin biiyiik bir ¢ogunlugu karsinomdur; epitel hiicrelerinden
koken almaktadir. Akciger karsinomlari, histolojik kriterler temel alindiginda kiigiik
hiicreli dis1 ve kiictlik hiicreli olmak iizere iki sinifta incelenmektedir. Kiiclik hiicreli dis1
akciger karsinomlari; skuaméz hiicreli karsinom, adenokarsinom ve biiyiik hiicreli
karsinom olmak {izere i¢ sinifta toplanir (Travis vd 1995). Tez c¢alismamizda
kullandigimiz A549 hiicreleri adenokarsinom karakterli, insan alveolar bazal epitel
hiicreleridir. Skuamoz 6zellige sahip bu hiicreler lesitin sentezlemekte ve hiicre
membrani1 fosfolipitleri agisindan olduk¢a 6nemli olan doymamis yag asitlerinden
fazlaca igermektedir (Thomas vd 1998). In vitro ilag metabolizmasi ¢alismalarinda ve
transfeksiyon denemelerinde tip II pulmonar epitel hiicre modeli olarak siklikla tercih
edilmektedir( Lin vd 1998).

Kanser tedavisinde en sik kullanilan tedavi yontemi olan kemoterapi,
metastatik kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserlerinde de ilk tercihtir. Kiigiik hiicreli
dis1 akciger kanserinde siklikla; sisplatin veya karboplatin ve buna ek olarak
gemsitabin, paklitaksel, doketaksel, etoposide veya vinorelbin adli kemoterapétiklerden
biri kullanilir (Clegg vd 2002). Yardimci (adjuvan) kemoterapi, ameliyat sonrasinda
uygulanan kemoterapidir ve sisplatin veya karboplatin gibi platinum ajanlar1 tercih
edilir (Tsuboi vd 2007). Kanserli hiicre ve dokulara uygulanan antikanser ajanlara kars1
tedavinin basinda veya ilerleyen donemlerinde gelisen hiicresel direnglilik
mekanizmalari, kanser tedavisinde basartyr Onemli Olclide engelleyen ciddi bir
problemdir (Ozgiiroglu 2003).

Yapilan kaynak tarama c¢aligmalarinda, akciger kanseri tedavisinde siklikla
tercin edilen etoposite karsi direng gelistigine dair caligmalar ile karsilagilmustir.
Etoposit direncliligi farkli kanser tiirlerinde de goriilmektedir. Calismamizda, KHDAK
modeli olan A549 hiicre hattina etoposit direngliligi gelistirmeyi hedefledik. Bu hedefle,
A549 hiicre hatt1 tizerine 1000 pg/mL’den baslayarak yar1 yariya sulandirilmig etoposit
konsantrasyonlar1 uyguladik. A549 hiicre hattinda ciddi sitotoksik yanitlar sergileyen
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etoposite direng gelistirebilmek icin Oncelikle 1Cso degeri hesaplandi. A549 hiicre
hattinda 72. saat sonunda 40,14 pg/mL (~40) etoposit konsantrasyonunun hiicrelerin %
50’sini 6ldiirdiigiine karar verildi.

Paul ve arkadaglar1 (2016), etoposit’in akciger kanseri hiicre hatlar1 tizerindeki
sitotoksik etkilerini gosterdikleri c¢alismalarinda, benzer sekilde AS549 hiicre hattini
kullanmis ve ICso degeri belirlemislerdir. Sitotoksisite deneylerini 3000 hiicre/kuyucuk
tizerinde gerceklestirmisler ve 48 saatlik inkiibasyon sonucunda 14.5 £ 1.6 pg/mL’lik
ICs0 degeri elde etmislerdir.

Hansen ve arkadaslar1 (2003) KHDAK hiicre hatlarin1 etoposite direngli hale
getirmek icin yaptiklar1 ¢aligmada, hiicrelerin ilaca verdigi yaniti degerlendirmis ve
sitotoksik indeksi >% 50 (ICsp) olanlar1 etoposite duyarli, <% 50 olanlar1 ise etoposite
direngli kabul etmislerdir. Baslangigta 40 ug/mL etoposit konsantrasyonu ile muamele
ettigimiz A549 hiicrelerinde belli bir siire sonra 6liim azalmis ve hiicreler tekrar petri
kabinda c¢ogalmaya baslamistir. Bunun iizerine belirledigimiz hedef dogrultusunda,
kademeli konsantrasyon artis1 ile hiicrelerde baslangigta yaklasik % 90 6liime sebep
olan 90 pg/mL etoposit konsantrasyonunda nihai direngli kiiltiir elde edildi. Bu agamada
yapilan sitotoksisite ¢alismasi ile direng gelistirilen A549/90E hiicre hattinin etoposite
verdigi yanitlar arastirildi. Etoposit’in  A549/90E hiicre hatt1 iizerinde 72 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda belirlenen ICso degeri 338.96 (~339) ug/mL olarak
hesaplandi. Buna gore, A549/90E hiicre hattinin, A549/P hiicre hattina kiyasla etoposite
8.44 kat daha direncli hale geldigi bulunmustur.

Kemoterapide kullanilan ve hiicresel direncliligin gelistigi ilaglara ek tedaviler,
gelisen direngliligi azaltmak ve tedavide olumlu sonuglara gidebilmek adina 6nem
kazanmaktadir. Bu gibi durumlarda ikinci bir kemoterapotik ajan kullanilarak tedaviyi
desteklemek gereklidir. Yapilan bes randomize klinik ¢alismada, adjuvan kemoterapinin
KHDAK'nde sagkalimi artirdigi bildirilmistir (Arriagada vd 2004, Kato vd 2004,
Strauss vd 2008, Winton vd 2005, Douillard vd 2006). Karboplatin, akciger kanseri
tedavisinde gerek maliyeti gerekse tedavi basarisi goze alindiginda tercih edilen
kemoterapotiklerden biridir. Yapilan randomize klinik ¢alismalar ve meta analizlerle
diger ilaglardan daha avantajli bir adjuvan kemoterap6tigi oldugu dogrulanmamis olsa
da, ABD’de adjuvan terapide en yaygin kullanilan ilagtir (Kelly vd 2001, Schiller vd
2002, Hotta vd 2004, Lilenbaum vd 2005, Ardizzoni vd 2007).

Calismamizda karboplatinin, adjuvan terapideki etkinligi g6z Oniine alinarak,
gelistirdigimiz ~ direngli  kiiltiir olan A549/90E {izerindeki sitotoksik etkileri
aragtirtlmistir. 1000 pg/mL konsantrasyondan baslayarak yari yariya sulandirilan ve
uygulanan karboplatin, hem A549/P hem de A549/90E hiicrelerinde onemli sitotoksik
etkiler yaratmistir. Her bir hiicre hatti i¢in, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde
yapilan deneyler sonucu, yiiksek konsantrasyonlarin inkiibasyon siiresi arttik¢a
sergiledikleri 6liim oranmin % 90°1 astig1 goriilmektedir. Kemoterapik bir ajan olarak
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KHDAK tedavisinde sik¢a kullanilan karboplatinin, A549/P hiicrelerinde bu denli ciddi
sitotoksik etkiler yaratmasint bekliyorduk. Ancak, calismamizin en Onemli
basarilarindan birisi, etoposite karsi direng gelistirdigimiz A549/90E hiicrelerinde de
ciddi sitotoksik etkiler yaratmis olmasidir. Bununla birlikte, her bir inkiibasyon siiresi
icin, A549/90E hiicre hattinda karboplatin ICso degerinin, A549/P hiicre hattina kiyasla
daha diistik oldugu da goriilmiistiir. A549/P hiicre hatt1 i¢in, 24, 48 ve 72 saat sonundaki
ICs0 degerleri sirastyla 419.28, 182.88, 14.90 pg/mL’dir. A549/90E hiicre hatt1 i¢in ise,
24, 48 ve 72 saatlik ICso degerleri swrasiyla 241.21, 40.70 ve 11.81 ug/mL’dir.
Kemoterapi tedavilerinde kabul edilir gergeklerden birisi ilag konsantrasyonlarinin
normal hiicreler lizerinde minimum toksisite yaratabilecek diizeyde olmas1 gerektigidir.
Bu baglamda, calismamizin sonuglari daha diisiik konsantrasyonlarla adjuvan
kemoterapiden yarar saglanabilecegini gostermektedir.

Hande (2008) derlemesinde platin tiirevli ilaclarm DNA’ya girme
potansiyellerinin yanisira, topoizomeraz II'yi hedefleyebildiklerine dikkat c¢ekmistir.
Platin tirevli ilaglar, sitotoksik aktivitelerini kovalent bir DNA-topoizomeraz I
kompleksi olusumuyla gerceklestirebilir. Topoizomeraz Il proteininin hem kantitatif
hem de Kkalitatif degisimi ve enzimin etoposide duyarliligmin azalmasi, etoposit
direngliliginde siklikla gdzlenen bir durumdur (Robert ve Larsen 1998, Schneider vd
1994). Bu baglamda, yaptigimiz ¢alismada karboplatinin, etoposite direng gelistiren
A549/90E hiicre hattinda yarattigi ciddi sitotoksik etkilerin, topoizomeraz Il ile alakali
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Platin bilesiklerini hiicre membranindan igeri tasiyan MDR1'e homolog ¢esitli
membran tastyicilar1 bilinmektedir. MRP ve ATP7A/B gibi efflux ATPazlar ve CTR1
gibi ¢6ziinmiis madde tasiyicilari, P-glikoprotein olarak bilinen ATP baglayic1 kaset
tastyicist MDR 1 e ¢ok benzeyen 6zellikler sergilemektedir (Johnson vd 1996, Shen vd
2012). MDR1 ve MRP1 gibi ABC tasiyici proteinlerinin ekspresyonunun artmasi (Szak
vd 2009) etoposit direngliligiyle baglantili bulunmustur. Bu bilgileri derledigimizde,
etoposite direngli A549/90E hiicre hattinda, karboplatinin yiiksek derecede sitotoksik
etki gostermesini, diren¢ gelisen hiicre hattinda ekspresyonunun arttigini tahmin
ettigimiz MRP1 seviyesi ile bagdastirabiliriz.

Programlanmis hiicre 6liimii olarak da bilinen apoptoz, gelisme ve normal
hiicresel siiregler sirasinda hiicrelerde meydana gelen onemli bir fizyolojik siirectir
(Abedin vd 2007). Apoptoz, mitokondriden apoptoz aktivatorlerinin salinmasi gibi
olaylarin kaskatina yol agan, mitokondriyal permeabiliteyi degistirebilen, ¢esitli
hiicresel sinyalle indiiklenir (Xiang vd 2015). NF-kB yolagmim, Bad veya Bax gibi pro-
apoptotik faktorlerin kaybi1 veya Bcl-2, Bcl-xL gibi anti-apoptotik faktorlerin
aktivasyonu ile apoptozu inhibe ettigi bilinmektedir (Yang vd 2008, Weber 2010,
Berrak vd 2016). Dahasi, NF-kB baglanma alanlar1 Bcl-2, Bcl-xL'nin promotorunda
bulunmustur (Sohma vd 2011). Anti-apoptotik molekiiller Bcl-2 veya Bcl-xL'in asir1
ekspresyonu, antikanser ilaglara direng gosterebilir. Bad/Bcl-2 heterodimerizasyonu,
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Bcl-2'yi izole eder ve hem dis hem de i¢ mitokondriyal membranlarda Bax niifuz ederek
sitokrom c'nin salinmasina ve kaspaz-3’lin kesilerek aktiflestirilmesi ile Sonuglanan
kaspaz kaskadinin downstream aktivasyonuna yol agar (O’Neill vd 2016).

Kaspaz-3, 6liim kaskadi’nin baslatilmasi ile baglantili “efektor” kaspaz olarak
iliskilendirilmistir. Bu nedenle, hiicrenin apoptotik sinyal yoluna girme noktasinin
onemli bir isaretidir (Nicholson vd 1995). Kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz-9 tarafindan
harekete gecirilir ve farkli sinyal yolaklar1 i¢in bir ¢akisma noktas: olusturdugu igin,
apoptoz varligini belirlemek i¢in en uygun belirtectir.

Karboplatinin A549/P ve AS549/90E hiicre hatlar1 {izerinde % 50 oOlim
gerceklestirdigi (swrasiyla; A549/P i¢in 15 pg/mL ve AS549/90E i¢in 12 pg/mL)
konsantrasyonlarda, 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, kaspaz-3 enzim aktivitesi
lizerindeki etkileri arastirilmustir. Ik olarak her iki hiicre hattinmn kontrol gruplari
birbirleriyle kiyaslandiginda, esit miktarda protein almarak yapilan deneyler sonucu
AS549/90E hiicre hattinda kaspaz-3 enzim aktivitesinin, A549/P hiicre hattindaki kaspaz-
3 enzim aktivitesine oranla 2 kat azaldig1 goriilmektedir. Bu durum bize, direngli kiiltiir
gelistirme deneylerimizin basarili sekilde ilerledigini gostermektedir. A549/P hiicre
hattinda 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, baslangicta belirlenen 40 pg/mL’lik
etoposit uygulamasi, kontrol grubuna oranla, kaspaz-3 enzim aktivitesinde 2.38 kat
artisa neden olmustur. Ayni hiicrelerde ve inkiibasyon siiresi sonunda, karboplatin’in 15
ug/mL’lik konsantrasyonu ise kaspaz-3 enzim aktivitesinde 2.3 kat artisa neden
olmustur. Her iki ilacin % 50 6liime sebep olan konsantrasyonlarmin ayni seviyede
aktivite gostermis olmasi, deneyimizin kontrollii ilerledigine isaret etmektedir.
A549/90E hiicre hattinda ise, 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, 40 ug/mL’lik
etoposit uygulamasi, kontrol grubuna oranla, kaspaz-3 enzim aktivitesinde 1.75 kat
artisa neden olmustur. Ayni hiicrelerde ve inkiibasyon siiresi sonunda, karboplatin’in 12
ug/mL’lik konsantrasyonu ise kaspaz-3 enzim aktivitesinde 13 kat artisa neden
olmustur. Her iki hiicre hatt1 birbiriyle kiyaslandiginda parental hiicre hattina kiyasla
direngli hiicre hattinda 2.83 kat artis gozlenmistir.

Paul ve arkadaglar1 (2016) KHDAK hiicre hattt NCI-H460 iizerine etoposit
direncliligi gelistirdikleri calismalarinda, akciger kanserinde kemoterapik direnclilik
gelismesinde RHOC isimli proteinin 6nemli rolii oldugunu kesfetmislerdir. RHOC,
NCI-H460R (etoposit direngli NCI-H460 hiicre hatt1) hiicrelerinde 6nemli dlclide
upregiile olmustur. Tiimor hiicresi invazyonunu ve metastazi tesvik etme potansiyeline
sahip, metastatik ve patolojik olarak farkli kanserlerde de benzer sekilde
davranmaktadir (Clark vd 2000, Srivastava vd 2010). RHOC proteininin susturulmasi,
STAT3 ve Bcl-xL’in transkripyon diizeyinde bastirilmasmma ve ¢ok hiicreli koruma
yolaklarinda yer aldigi bilinen Bax ve kaspaz-3 gibi pro-apoptotik proteinlerin
yiikselmesine yol agar (Kawata vd 2014). Benzer sekilde, RHOC proteininin
izoformunun, NCI-H460R hiicre hattinda 6nemli 6lgiide artmis oldugunu gosterilmistir.
Bu proteinin susturulmasi, NCI-H460R hiicre hattindaki direngliligin azalmasina yol
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acarak kemoterapotik ilag direncindeki roliini distindiirmektedir (Paul vd 2016).
Akciger kanserinde ilag direngliliginde rolii aydinlatilan bu protein kaspaz-3 ile
yakindan iligkilidir. Geri doniip bakildiginda, ¢alismamizda kaspaz-3 seviyesindeki
artisgin  sebeplerinden birinin, gelisen direngli A549/90E hiicre kiiltiirinde RHOC
proteini ile iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

Matriks metalloproteinaz-2 (MMP-2), 72 kDa’luk bir protein olup, jelatinaz A,
72 kDa jelatinaz ve 72 kDa tip 1V kollajenaz olarak da bilinir. MMP-9 ile birlikte bazal
membranin ana bileseni olan tip IV kollajeni degrede eder, elastin ve fibronektin gibi
diger kollajen tiplerini de denatiire edebilir (Ra ve Parks 2007). MMP-2, metastaz yapan
timorlerin invazyonunu Onleyen stromal hiicrelerde asir1 eksprese edili. MMP-2'nin
aktivasyonu malign potansiyelin kazanilmasinda 6nemli bir olaydir. MMP-2'nin tiimor

invazyonu, anjiyogenezis ve metastaza katkida bulundugu gosterilmistir (Kawasaki vd
2008).

Yapilan doz tarama c¢alismalarini1 takiben, karboplatinin belirlenen 1Cso
degerlerinde, A549/P ve A549/90E hiicre hatlarinda MMP-2 enzim aktivitesi iizerine
olan etkileri incelenmistir. A549/P hiicre hattinda etopositin 40 pg/mL’lik
uygulanmasinda kontrole kiyasla, MMP-2 miktar1 1.24 kat artarken, karboplatinin 15
pg/mL’lik uygulamasinda MMP-2 miktar1 1.95 kat azalmistir. A549/90E hiicre hattinda
ise etopositin 40 pg/mL’lik uygulamasinda kontrole kiyasla, MMP-2 miktar1 7.72 kat
kat azalirken, karboplatinin 15 pg/mL’lik uygulamasinda MMP-2 miktar1 2.38 kat
azalmstir.

A549 hiicre hatt1 hem mRNA seviyesinde hem de protein seviyesinde MMP-2
aktivitesine sahip degildir  (http://www.proteinatlas.org/ENSG00000087245-
MMP2/cell). Bu bilgiye dayanarak, ¢alismamizda A549/90E hiicre hattinda metastatik
aktivitenin gelisip gelismedigi MMP-2 enzim miktarlar1 6lgiilerek tayin edildi. A549/P
hiicre hattina oranla A549/90E hiicre hattinda, MMP-2 miktarinda 1.19 kat azalma
saptand1. Gelistirilen direngli kiiltiiriin de parental formu gibi metastatik aktiviteye sahip
olmadig1 goriilmektedir. Hem etoposit tedavisi hemde karboplatin tedavisi uygulanan
A549/90E hiicre hattinda MMP-2 aktivitelerin azaldig1 goriilmiistiir.
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6. SONUC

Tim bu verilerle birlikte;

1. Tez kapsaminda gerceklestirilen baslangi¢ hiicre canliligi test sonuglarina
gore; A549 hiicre hattinda etopositin 40 ug/mL’lik dozda 72 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda hiicre canliliginda % 50 azalmaya sebep olmustur.

2. Etoposit direncliligi gelistirilmesi hedeflenen A549 hiicre hattinda ilacin
kademeli olarak arttirilarak uygulanmasi ile yiiriitiigiimiiz direnglilik ¢alisalarinda, % 95
oliimiin gergeklestigi 90 ug/mL’lik dozda hiicreler ilaca direngli hale gelmistir. Etoposit
direnci gelistirilen A549/90E hiicre hattmin, A549/P hiicre hattina kiyasla 8.44 kat daha
direncli oldugu yapilan direnglilik indeksi ile bulunmustur.

3. Her iki hiicre hatt1 i¢in yapilan sitotoksisite deneyleri sonucunda, direng
gelistirmis hiicre hattinin parental formuna kiyasla, karboplatine daha duyarli oldugu
gosterilmistir.

4. Adjuvan terapide hedeflenen ikincil ilag tedavisi i¢in, etoposite direng
gelistirmis akciger kanseri hiicrelerinde daha diisiik konsantrasyonlarda karboplatin
tedavisi uygulanabilecegi varsayilabilir.

5. Etoposite direng gelistirmis akciger kanseri hiicrelerinde, karboplatinin
kaspaz-3 seviyelerini arttirarak apoptozu tetikledigi gosterilmistir. Kaspaz-3 seviyesinin
artisina bagl olarak direnglilik mekanizmalarinin aydinlatilmasma 11k tutulmustur.

6. Bir¢ok kanser tiiriinde direnclilik mekanizmalar1 tiimorii daha agresif ve daha
metastatik hale getirirken, etoposit direnci gelistiren bu hiicre hattinda metastatik
aktivite gézlenmemistir.
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