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OZET
Yiksek Lisans Tezi

KOK HUCRE WNT YOLAK INHIBITORU OLAN NiKLOZAMIDIN, HISTON
DEASETILAZ INHIBITORU (HDAC) OLAN VALPROIK ASIT ILE
KOMBINASYONLARININ AKCIGER KANSER HUCRELERI UZERINDEKI
SITOTOKSIK VE APOPTOTIK ETKILERININ ARASTIRILMASI

Oguzhan AKGUN

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal1

Danisman: Dog. Dr. Ferda ARI

Kanser, kontrolsiiz biiylime ve anormal hiicrelerin yayilmasi ile karakterize edilen bir hastalik
grubudur. Eger bu yayilma kontrol edilmezse 6liimle sonuglanabilmektedir. Akciger kanseri
diinya ¢apinda en sik rastlanan kanserdir. Epigenetik modifikasyonlar tiimor gelisiminde etkili
mekanizmalardan biridir. Epigenetik modifikasyonlarin en onemli ozelligi geri doniisimli
olmalaridir. Bu 6zellik, epigenetik ilaglarin gelistirilmesini ve kanser tedavisinde kullanilmasini
saglamistir. Akciger kanserinin gelismesinde ve ilerlemesinde de epigenetik mekanizmalar etkili
olmaktadir. Akciger kanser tedavisinde, histon deasetilaz inhibitorleri gibi epigenetik ilaglar ile
kemoterapi ilaglar1 kombine edilerek kullanilmaktadir.

Bu tez galismasinda, histon deasetilaz inhibitorii valproik asit, Wnt/B-katenin yasam yolagi
inhibitorii niklozamid ile kombine edilerek insan akciger kanser hiicre soylarinda (A549, H1299)
sitotoksik etkileri ve mekanizmalar1 arastirilmustir. Valproik asid, niklozamid ve kombinasyon
tedavisinin hiicre canliligi lizerine olan etkileri SRB canlilik testi ile belirlenmistir. Sonuglar ,ATP
canlilik testi ile dogrulanmistir. Kombinasyon tedavisinin sitotoksik etkilerinden sorumlu hiicre
Olimii modunun (apopotozis, nekrozis ve otofaji) belirlenmesi amaciyla akim sitometri
kullanilmustir. Hiicrelerde apoptoz ve nekroz varhi@i Hoechst 33342/Anneksin-V/Propidyum
iyodiir ticlii floresan boyama yontemi ile belirlenmistir. Son olarak nekroz ve nekroptoz hiicre
Olimleri ile iligkili proteinlerin ekspresyon seviyeleri immunoblotlama yontemi ile genlerin
ekspresyon seviyeleri ise real time PCR kulanilarak gdsterilmistir.

Sonug olarak, akciger kanser hiicrelerinde valproik asit ve niklozamid kombinasyon tedavisi
sonucunda hem kromatin yapist hemde Wnt/B-katenin yasam yolagi hedeflenerek hiicre
canliligimin etkin bir sekilde azaldigi belirlenmistir. Bu tedavi segeneginin, A549 akciger kanser
hiicre soyunda apoptozisi indiiklerken, H1299 akciger kanser hiicre soyunda ise nekroptozis
indiikledigi belirlenmistir. Tim veriler degerlendirildiginde, valproik asit ve niklozamid
kombinasyon tedavisinin farkli yolaklar1 etkileyerek etkin bir tedavi segenegi olarak
kullanilabilecegi ve in vivo analizlerin yapilarak sonuglarin desteklenmesi gerektigi sonucuna
varilmustir.

Anahtar Kelimeler: Akciger Kanseri, Valproik Asit, Niklozamid, Apoptozis, Nekrozis,
Nekroptozis.

2017, xi + 125 sayfa.



ABSTRACT
Master's Thesis

INVESTIGATION OF THE CYTOTOXIC AND APOPTOTIC EFFECTS ON LUNG
CANCER CELL LINES WITH THE COMBINATION OF THE HISTONE
DEACETYLASE INHIBITOR IS VALPROIC ACID AND NICLOSAMIDE WHICH
IS AN INHIBITOR OF WNT PATHWAY IN STEM CELL.

Oguzhan AKGUN

Uludag University
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Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ferda ARI

Cancer is a group of diseases characterized by uncontrolled growth and the spread of
abnormal cells. If this spread is not controlled, it can result in death. Lung cancer is the
most common cancer worldwide. Epigenetic modifications are one of the effective
mechanisms in tumor development. The most important feature of epigenetic
modifications is their reversibility. This feature has enabled epigenetic drugs to be
developed and used in the treatment of cancer. Epigenetic mechanisms are also effective
in the development and progression of lung cancer. In the treatment of lung cancer,
epigenetic drugs such as histone deacetylase inhibitors and chemotherapy drugs are

used in combination.

Therefore, in this thesis study, cytotoxic effects and mechanisms of histone deacetylase
inhibitor valproic acid, stem cell Wnt pathway inhibitor cyclosamine and its combinations
on human lung cancer cell lines (A549, H1299) were investigated.

The effects of the compounds and combination therapy on cell viability were determined
by SRB viability test. The results were confirmed by ATP viability test. Flow cytometry
was used to determine the mechanism of cell death (Apopotosis, Necrosis, Autophagy)
responsible for the cytotoxic effects of combination therapy.

The presence of apoptosis and necrosis in the cells was supported by imaging on a
fluorescence microscope with Hoechst 33342 / Anneksin-V / Propidium lodine triple
staining method. In addition, expression levels of proteins associated with necrosis and
necroptosis cell death were demonstrated by immunaoblotting and expression levels of
genes using real time PCR.

This treatment option induces necrosis in the A549 lung cancer cell line and necroptosis
in the H1299 lung cancer cell line. When all the data are evaluated, valproic acid and
nicosamid combination therapy can be used as an effective treatment option by affecting
different pathways and the results should be supported by in vivo analysis.

Keywords: Lung Cancer, Valproic acid, Niclosamide, Apoptosis, Necrosis, Necroptocis,

2017, xi + 125 pages.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler Aciklama

uM Mikromolar

% Yiizde

°C Santigra Derece

Kisaltmalar Aciklama

7-AAD : 7-Aminoaktinomisin D

AlF : Apoptozis indiikleyici faktor (Apoptosis inducing factor)

Apaf-1: Apoptotik proteaz aktive eden faktor

AR: Androjen reseptorii

ATP : Adenozin trifosfat (Adenosine triphosphate)

BCA: Bi¢inkoninik asit

BH: Bcl-2 homoloji bolgeleri

BSA: S1g1r serum albiimin

CAD: Kaspaz aktive edici DNaz

CK18: Sitokeratin 18

DAPK: Oliim iligkili protein kinaz

DD : Oliim alan1 (Death domain)

DHEA: Dehidroepiandrosteron

DHT: Dihidrotestesteron

DISC : Oliim indiikleyici sinyal kompleksi (Death inducing signalling
complex)

DMSO: Dimetilsulfoksit

DNA : Deoksi riboniikleik asit (Deoxyribonucleic acid)

Vi



DNMT: DNA metil transferaz

DNA-PK : DNA bagimli protein kinaz (DNA-dependent Protein Kinase)
EDTA: Etilen Diamin Tetraasetik Asit

EGFR : Epidermal biiyiime faktor reseptorii(Epidermal growth factor
receptor)

ER: Endoplazmik retikulum

FADD : Fas iligkili 6liim alan1 (Fas associated death domain)

FBS : Fetal s1ig1r serumu (Fetal bovine serum)

FITC: Fluoresin izotiyosiyanat

GST: Glutatyon S-transferaz

GTP: Guanozin trifosfat

HAT: Histon asetil transferaz

HMT: Histon metil transferaz

ICAD : Kaspazla aktive edilmis

IGF : Insiilin benzeri biiyiime faktorii

Kbp: Klikobaz ¢ifti

kDa: KiloDalton

MOMP: Mitokondri dis membran permeabilizasyonu

MTOR: Rapamisin hedefi (Target of rapamycin)

MTT: Metilltiazoldifeniltetrazolyum bromiir

NAC: N-asetil-L-sistein

PARP : Poli(ADP-riboz)polimeraz (Poly ADP-ribose polymerase)
PBS : Fosfat tuz tamponu (Phosphate buffered saline)

PBS: Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi

PCR: Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR; polymerase chain reaction)

vii



Pd: Palladyum

PerCP: Peridinin klorofil

Pl : Propidyum iyodiir (Propdium iodide)
PIN: Prostatik epitelyal neoplazi

PS: Fosfatidil serin (phosphatidylserine)
PSA: Prostat spesifik antijen

Pt: Platin

PTEN: Fosfataz ve tensin homolog proteini

Rb: Retinoblastoma

RNA : Ribo niikleik asit (Ribonucleic acid)
ROCK1: Rho iligkili sarmal olugturan kinaz 1
ROS: Reaktif oksijen tiirleri

RPMI : Roswell Park Memorial Institute Medium
SDS: Sodyum dodesil siilfat (Sodium dodecyl sulfate)
SDS-PAGE: SDS- Poliakrilamid Jel Elektroforezi
SRB : Sulforhodamine B

TCA: Trikloroasetik asit

TdT : Terminal deoksintikleotidil transferaz
TNF : Tiimor nekrozis faktor

TRAIL : TNF-iliskili apoptozis indiikleyici ligand
VPA: Valproik asit

VEGF: Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii
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1. GIRIS

Kanser, gelismekte olan iilkelerde, her yil 6-7 milyon yeni vakanin goriilmesine yol
acmakta ve diinyada kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra en ¢ok O6liime neden olan
hastalik olarak bilinmektedir. Akciger kanserinin molekiiler temeli karmasik ve
heterojen bir yapiya sahiptir. Genetik, epigenetik ve protein sentezi gibi ¢oklu
seviyelerde ki molekiiler degisiklikler akciger kanseri tanisi, tedavisi ve prognozu
etkileme potansiyeline sahiptir (Larsen ve ark. 2011). Bu nedenle akciger kanserlerinde
hastaligin erken teshisi, prognozun tahmin edilmesi ve tedavi siirecinin belirlenmesi
oldukg¢a zahmetli ve zor bir siirectir. Genetik mutasyonlar, polimorfizmler, DNA
metilasyonu ve histon modifikasyonunu igeren epigenetik varyasyonlar erken teshis ve

tan1 i¢in farmakolojik olarak 6nemli olaylardir.

Epigenetik mekanizmalar diisiiniilerek alternative bir tedavi olan histon deasetilaz
(HDAC) inhibitorleri iretilmigtir. “Varinostat” ve “Romidepsin” gibi HDAC
inhibitorleri antikanser etkisinden dolayr Klinikte kanser tedavisinde kullanilan
bilesiklerdir (Stimson ve ark. 2009). Ayrica 2006 yilinda ABD Gida ve ilag Dairesi
(FDA), kutan6éz T hiicreli lenfoma (CTCL) tedavisinde histon deasetilaz inhibitorii
suberoilanilid hidroksamik asit (SAHA) kullanimini1 onayladi. Bu basarilar HDAC
inhibitorlerinin bir ilag sinifi olarak etkili kemoterapotik ajanlar olabilecegini
gostermektedir. Temel bilim adamlari, klinisyenler ve hastalar tarafindan giivenli ve

etkili olan yeni anti kanser ilaglarinin gelisimi paylasilan ortak bir hedef durumundadir.

FDA (ABD Gida ve Ilag Dairesi) onayli anti-epileptik bir ilag olanvalproik asitin, sinif I
ve II histon deasetilazlarin inhibitdrii oldugunun kesfedilmesi ile yapilan g¢alismalar
sonucu kanser tedavisinde iyi bir aday olabilecegi kayda ge¢ilmistir. Diisiik maliyeti,
olumlu yan etki profili ve kan beyin bariyerini gegme kolaylig1 nedeniyle ilgi ¢ekici bir
adaydir (Kramer ve ark. 2003, Gurvich ve ark. 2004).

Bagirsak parazit enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in kullanilan niklozamid ile ilgili son
yillardaki arastirmalar, niklozamidin potansiyel bir anti kanser ajan oldugunu
gostermistir. Niklozamidin anti kanser etkisi Ozellikle hiicrelerde Wnt/p-katenin,
MTORC1, STAT3, NF-kB ve Notch sinyal yollarin1 inhibe etmesinden kaynaklandig

belirlenmistir. Ayn1 zamanda niklozamidin kanser hiicrelerinde mitokondriyi, hiicre



dongiistinii hedefleyerek biiyiimeyi durdurdugu ve apoptozu uyardigi gosterilmistir
(Yonghe ve ark. 2014).

Mevcut ilaglarin farmakokinetiginin, giivenlik profillerinin bilinmesi, insan kullanim
onaylarinin bulunmasi sayesinde yeni kullanim alanlar1 i¢in tercih edilmektedir. Bu
durum yeni bir ilag bulmaktan ¢ok daha hizli ve ekonomik olmaktadir (Kraljevic ve ark.
2004).

Elde edilen bilgiler dogrultusunda bu tez ¢alismasinda, histon deasetilaz inhibitorii olan
valproik asit ile Wnt/B-katenin yasam yolag: inhibitorii olan niklozamid kombine
edilerek A549 ve H1299 insan akciger kanser hiicre soylari tizerindeki sitotoksik etkileri

ve mekanizmalar1 arastirilmigtir



2. KAYNAK OZETLERI
2.2. Kanser

Kanser biiylime 6zellikleri bozulmus hiicrelerin klonal yayilimidir ve somatik genetik

hastaliklarin en sik, en yaygin ve ayni zamanda en komplike olanidir (Futreal ve ark.
2001). Cok basamakli ve uzun siireli genotipik ve fenotipik diizeyde gerceklesen bu siirec,
uzun yillar boyunca arastirma konusu olmustur. Ozellikle sanayi iilkelerinde her 5
O0limiin birinin nedeni ve yaygmlig ile sosyal problemlerin en biiyliglni

olusturmaktadir.

Hassas bir konakc¢ida kanser olusumu ve konak¢inin 6liime siiriiklenmesi i¢in sadece tek
bir hiicre yeterlidir. Tim kanserler, DNA dizisindeki bir takim anormallikler ile
olusmaktadir. Bu nedenle kanserlerin belli bir kisminin kalitsal oldugu yani
ebeveynlerden gelen genlerle aktarildigi gorilmiistiir. Fakat kanser genel olarak
organizmanin yasami boyunca canli hiicrelerindeki DNA’nin mutajenlere maruz kalmasi,
hiicre DNA’sindaki hafif progressif degisiklikler ve replikasyonda hatalar olusmasi ile
sekillendigi diistiniilmektedir. Son yarim ylizyilda artan kanser vakalari, kanserin modern
zamana ait bir hastalik oldugu izlenimi uyandirmistir. Fakat klinik tan1 koymadaki
ilerlemelerin daha onceki donemlerde farkina varilmayan daha c¢ok kanser vakasinin
teshis edilmesine yol agmasi ve ¢esitli etiyolojik ajanlara maruz kalmadaki artis sebebiyle
kansere yakalanan insanlarin sayisinda ki artis kanserin kismen modern bir hastalik

kategorisinden ¢ikarmaktadir.

Fosiller ve mumyalar iizerine yapilan arastirmalarda da kanser delilerine rastlanmustir.
Misir mumyalarinin analizinden kanserin varligini agikga gdsteren kanitlar mevcuttur.
Granville eski Misir’dan bir disi mumya diseksiyonunun yumurtaliklarda yayilmis ve
karin bolgesinde uzantilar1 bulunan, ¢ift yonli kotii huylu kistadenom oldugu diisiiniilen
bir hastalig1 ortaya koydugunu bildirmektedir (Granvil 1825). Ilging bir sekilde 88 ¢ocuk
ve 5 cocuk mumyasinin tetkiki kemik, nazofarenks, ve agiz tiimorlerini ortaya koymussa
da bugiin sik rastlanan meme, bagirsak, mide, ve akciger gibi timdrler belirlenememistir.
M.O. 2500 yillara ait oldugu sanilan cerrahi vaka Oykiileri olan papiriisler iizerine
Amerikan eski Misir bilimcisi Edwin Smith’ in arastirmalari bulunmaktadir. Bu

arastirmalardan bir tanesi kanser konusunda ki en eski metinlerden oldugu kabul



edilmektedir. Bu metindeki en carpici noktalardan birtanesi; memesinde sigkin urlar olan
bir kadini incelersen goriirsiin ki kabarikliklar memesinin her yanina sigramistir ve elini
memesinin {izerine, bu urlarin tstiine koyarsan fark edersin ki bunlar pek soguktur. Elin
kadina dokundugunda buralarda viicut atesi yoktur, bunlar tanelenmez, akint1 yapmaz,
herhangi bir s1v1 salgilamaz ve elinde de kabariklig1 hissedersin. Kadinla alakali olarak
demelisin ki “Ey kabarik urlu kimse, bunun tedavisi yoktur. Bir diger antik meme kanseri
kayd: ise Heredot’un yazmalarinda yer almaktadir. Heredot, M.O. 440 yilinda kaleme
aldig1 Tarihler adli eserinde, Pers Kraligesi Atossa’nin hayatini anlatmaktadir. Atossa,
memesinde kanayan bir kitle oldugunu fark eder. Doktorlara bagvurmak yerine kendini
inzivaya ceker ve kat kat Ortlilerin altina gizlenir. Kraligenin hastaligint duyan
Demodekes isimli bir Yunan savas esiri, kraliceden tiimorii ameliyat etmesine miisaade
etmesini ister. Kralige izin verir ve Demodekes tarihte kayda gegen ilk meme kanseri

ameliyatini yapar.

Yiizyillar boyunca bir ¢ok farki kanser tiirleri tanimlanmis ve ¢agin tibbi yontemleri ile
tedavi metodlar1 uygulanmistir. Bunun yaninda ¢agimizda yiiksek yasam beklentisindeki
artts da kanserin diinya capinda bu kadar yaygin bir hastalik olmasma katkida

bulunmustur.

2.2.1. Akciger Kanseri
2.2.1.1. Akciger Kanseri Epidemiyoloji

Akciger kanserine bagli insidans ve mortalite ¢ogunlukla sigara igiciliginin popiiler
olmasi nedeniyle 1930'lardan beri istikrarli bir sekilde yiikselmistir. Son yilizyilda akciger
kanseri nadir bulunan bir hastaliktan kiiresel bir soruna doniismiistiir (Amerika Kanser
Toplulugu, 2012). Sonuglar1 ve iyilestirme ¢abalar1 sadece akciger kanseri etyolojisini
degil ayn1 zamanda bireysel akciger tiimorlerininde histolojik ve molekiiler 6zelliklerini
daha iyi anlamamiza yol agmaktadir (Adler 1992). Bilimsel literatiirde ki ilk akciger
kanseri bulgulari, 1400°1i yillarin baslarina kadar uzanan Almanya ve Cek Cumhuriyeti
siirinda ¢alisan madencilerin % 50'sinin dag hastaligi adi verilen pulmoner bir
hastaliktan 6liimiine kadar uzanmaktadir. 1879'da Harting ve Hesse, madenciler hakkinda
20 otopsi gergeklestirmis ve dag hastaligi teshisi konulan bu hastalarin % 75'inde

pulmoner sarkom varligini tanimlamiglardir (Harting ve ark. 1879). Daha sonra akcigerin



skuamoz hiicreli karsinomu olarak tanimlanan bu hastalikta toz inhalasyonunun nedensel
bir faktor oldugu hipotezi olarak verilmistir (Rubin 1991). 1920 ve 1930'lu yillarda
arastirmacilar potansiyel etiyolojik ajanlar olarak radyasyon ve radon gazini
onermislerdir (Arnstein 1913). Ochsner ve DeBakey, 1930'lu yillarda akciger kanseri
insidansi arttik¢a hastalar arasindaki artan akciger kanseri sayisini gézden gecirmis ve
sigara dumani inhalasyonunun muhtemel bir sorumlu faktor olduguna karar vermislerdir

(Ochsner ve ark. 1939).

Akciger kanseri, 1950'lerin basindan beri erkeklerde kanser dliimlerinin 6nde gelen
nedeni olmustur. 2008'de diinya c¢apinda akciger kanseri 6lim orani 1.38 milyon
(toplamm % 18.2'si) olarak hesaplanmistir (Youlden ve ark. 2008). Oliim oranlari
erkeklerde 1991'de diismeye baslamis ve 2004 ile 2008 arasinda 6liim oran1 yilda % 2.6
azalmistir. Erkekler igin Olim orani en yakin zamanda 100.000'de 61.9 olarak
bildirilmistir (Devesa ve ark. 2005). Kadinlarda ise akciger kanseri 6liim orani en yakin
zamanda 100.000'de 38.5 olarak bildirilmistir. Ayrica akciger kanseri mortalitesi
bolgelere gore onemli dlgiide farklilik gostermezken, dliimlerin % 43" daha gelismis
tilkelerde ve % 57'si daha az gelismis tilkelerde gergeklesmektedir (Ferlay ve ark. 2008).
Erkeklerde en yiiksek akciger kanseri insidans1 Kuzey Amerika, Avrupa, Dogu Asya ve
Uruguay'da iken en diisiik oranlar Sahra alti Afrika oldugu goriilmiistir. Kadinlar
arasinda ise en yiiksek akciger kanser insidansi Kuzey Amerika, Avrupa, Avustralya,

Yeni Zelanda, Kuzey Kore ve Cin'de oldugu belirlenmistir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Diinyada akciger kanseri insidansinin varyasyon grafigi (Global Cancer Facts
& Figures 3rd Edition, 2012).

2.2.1.2. Akciger Kanseri Molekiiler Biyolojisi

Akciger kanserinin molekiiler temeli karmasik ve heterojen bir yapiya sahiptir. Genetik,
epigenetik ve protein sentezi sonras1 modifikasyonlar gibi ¢oklu seviyelerde ki molekiiler

degisiklikler akciger kanseri tanisi, tedavisi ve prognozunu etkileme potansiyeline



sahiptir (Larsen ve ark. 2011). Akciger kanserinin gelisiminde genetik ¢esitlilik oldukga
yiksek olup diger tim tiimorlere oranla daha fazladir. Bu nedenle molekiiler
patogenezinde rol oynayan bir¢ok biyokimyasal yolaklarin daha iyi anlasilmasi, bu
yolaklarin aktivasyon ve inhibisyon mekanizmalar1 hedeflenerek tedavi stratejilerinin

gelistirilmesi 6nem tagimaktadir (Larsen ve ark. 2011).

Diger bir¢ok malign tiirlerde oldugu gibi akciger kanserinde de tiimor biiylimesi ve
olusumunun tetiklenmesi proteinlerin aktivasyonu (sentezi) ile ilgilidir. Ornek olarak
KRAS (v-Kiras2 Kirsten sigan sarkoma viral onkogen homolog), EGFR (Epidermal
biiylime faktorii reseptorii), BRAF (serin/treonin-protein kinaz B-Raf), HER2 (Epidermal
biiylime faktorii reseptorii 2), ALK (Anaplastik lenfoma kinaz), PTEN (Fosfataz ve tensin
homologu), ALP (EML-4 anaplastik lenfoma kinaz) proteinlerinin ekspresyon seviyeleri

oldukea yiiksektir ve tiimor gelisimi ile iliskilidir.

Adenokarsinomalar da % 50’nin {izerinde onkojenik mutasyonlar tespit edilmistir ve
zamanla bu orana yeni mutasyonlar eklenmektedir (Sequist ve ark. 2011). Bu
mutasyonlara ek olarak hastaligin dogal seyri veya tedavi siireci ¢esitli mutasyonlara yol
acarak hastalik daha karmasik bir yap1 halini almaktadir (Cooper ve ark. 2013). Yeni nesil
dizileme teknolojileri (Yeni Nesil Siralama Teknolojileri) sayesinde genom ve
ekzonlardaki somatik degisiklikler cok genis bir ¢ercevede incelenerek akciger kanseri
molekiiler mekanizmasi daha 1yi anlagilmaya baslanmistir. 31 kiiclik hiicreli dis1 akciger
kanseri vakasinda yeni nesil dizileme teknolojisi ile 727 adet genetik mutasyon saptanmis
ve bu mutasyonlarin bir¢ogu literatiirde bulunmamaktadir (Liu ve ark. 2012). Son on
yildaki akciger kanseri genetigi ve tedavisindeki arastirmalarda dikkat ¢ekici ilerlemelere
kismen bagli olarak 2004 diinya saglik oOrgiiti siniflamasinda 6nemli derecede
degisiklikler bulunmaktadir (Travis ve ark 2004). Akciger kanserinin siniflandirilmasi
Sekil 2.2.’de verilmektedir.
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Sekil 2.2. Akciger kanseri siniflandirilmasi (Uluslararas1 Akciger Kanseri Arastirmalari

Dernegi, 2015).
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2.2.1.3. Akciger Kanserinde Etkin Olan Baslica Genetik Faktorler
2.2.1.3.1. KRAS

KRAS, RAS ailesinin proto-onkogenlerinin bir pargasidir (insanlarda KRAS, NRAS ve
HRAS). Hiicre proliferasyonunu, farklilagmasini ve hayatta kalmayi kontrol eden sinyal
transdiiksiyon yolaklarinin kontroliinde kritik role sahip olan bir G-protein kodlamaktadir
(Downward 2003). Ras proteinleri normal hiicrelerde guanozin difosfat (GDP) halinde ve
pasiftir. Biiyiime faktor reseptorlerinin aktivasyonunu takiben GDP aktive edilmis
guanozin trifosfat (GTP) formuna gegis yapar. Aktive olan Ras-GTP, daha sonra
mitojenle aktive protein kinaz (MAPK), RAS / RAF / MEK vyolu ve fosfatidilinositol 3
kinaz (P13-K) yolaklar1 da dahil olmak iizere bir¢ok yasam yolagini aktive eder (Karnoub
ve ark. 2003). KRAS, EGFR gibi ¢esitli biiylime faktorii reseptorleri tarafindan
indiiklenen sinyal iletiminde kritik bir rol oynamaktadir. Mutasyonlarin aktive edilmesi,
aktif RAS-GTP'nin GDP'ye inaktivasyonunu engelleyer ve proteinin GTPaz aktivitesini
degistirerek biiylime ilerleten yolaklarin alt basamaklarina dogru artmis sinyalizasyona
yol agar (Karnoub ve ark. 2003). Ayrica akciger kanseri tiimorlerinde RAS / RAF / MEK
/ MAPK sinyal iletim kaskadi, 188 tiimoriin 132'sinde tanimlanan yolaklarda en az bir
mutasyona sahip oldugu ve bu mutasyonlarin birgok akciger kanserinde merkezi bir rol
oynadigi, bunlarin gogununda KRAS'daki mutasyonlardan kaynaklandig tespit edilmistir
(Ding ve ark. 2008).

2.2.1.3.2. EGFR

EGFR 170 kDa'llk 486 amino asit igeren bir reseptdr proteindir. Akciger
adenokarsinomlari, gégiis duktal karsinomlar1 ve glioblastom dahil olmak tizere bir¢cok
maling tiimorlerde ErbB ( Epidermal biiylime faktorii reseptorii ailesi) reseptor
sinyalindeki diizensizlik programlanmis hiicre oOliimiinden kaginma, migrasyon
yeteneklerini arttirma ve metastaz1 kolaylastirma yetenegi kazandirarak timor
hiicrelerinin kontrolsiiz proliferasyonunu hizlandirmaktadir (Markus ve ark. 2014).
EGFR ligandlarinin baglanmasi reseptor fosforilasyonuna olanak tantyan dimerizasyona
neden olur ve bu dimerler, diger HER2 ailesi reseptorleri ile homodimerler veya
heterodimerler olusturabilir (Ullrich 1990).

Epidermal biiytime faktorii RTK ( Reseptor tirozin kinaz) ailesi, EGFR (ErbB1, HER1),
ErbB2 (HER2, kemirgenlerde neu), ErbB3 (HER3) ve ErbB4 (HER4) olmak iizere dort



tiyeden olusur. Bu reseptorler, bir hiicre disi1 ligand baglayan ektodamin, bir
transmembran alan, membran ile bitisik kisa bir boliimii, bir tirozin kinaz alan1 ve bir
tirozin igeren C-terminal kuyruktan olusan tek zincirli transmembran glikoproteinlerdir

(Sekil 2.3).

(A) . ] (B) (ii)
o llg:nd .
cRt || '{&‘ i, -

(iv)

TR
CR2 -
Transmembran : ‘
Tirozin | N lop .
kinaz ¢ jop |
C-terminal | Inaktif Monomer Ligand Bagh Aktif ErbB2 Monomer

Monomer Heterodimer
(EGFR, ErbB3, ErbB4)

Sekil 2.3. ErbB reseptorlerinin yapisi. (A) ErbB reseptor alanlarinin lineer gosterimi.
Hiicre dist N terminal alan1 dort alt alan igerir. (B) monomer ve heterodimer yapisi.

Serbest ligandin reseptoriin dis ortamina baglanmasi, reseptorler arasindaki homo ve
heterodimer olusumunu tesvik eder. Reseptor dimerizasyonu, hiicre igi tirozin kinaz
alaninin aktivasyonu ve C terminal kuyrugunun fosforilasyonu i¢in 6nemlidir (Linggi ve
ark. 2006).

EGFR mutasyonlar1 akciger kanserinde adenoskuaméz karsinomlarda da goriilebilecek
olmasina ragmen genelde tiim adenokarsinomlarda goriiliir (Marchetti ve ark. 2013).
Ayrica EGFR mutasyonlari kadin, geng ve sigara igme dykiisii olmayan hastalarda daha
stk goriilmektedir ( Tam ve ark. 2006). EGFR mutasyonlari, histolojik olarak iyi
orneklenmis saf skuamos hiicre karsinomlarda ¢ok nadiren ortaya ¢ikar (Rekhtman ve
ark. 2012).

2.2.1.3.3. BRAF

BRAF, KRAS'"in downstream efektor proteini olan bir serin/treonin protein kinazi kodlar.
Hiicrenin proliferasyonunun ve hayatta kalmanin diizenlenmesinde rol oynayan MAPK
sinyal iletim yolunu aktive eder (Davies ve ark. 2002). BRAF ve KRAS genleri, EGFR

aracilt sinyal yolagmin bir parcasidirlar ve akciger kanseri adenokarsinomlarda BRAF
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mutasyonlar1 hemen hemen her zaman goriiliir (Marchetti ve ark. 2011). Nadiren de olsa,
BRAF mutasyonlari, melanoma i¢in klinik kullanimda olan hedefe yonelik tedavilerin
bulunmasi nedeniyle énemli bir terapdtik hedef olusturmaktadir. Ancak, bu yaklasimin
KHDAK'de (kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri) klinik yaniti hakkinda smirli veri
bulunmaktadir (Falchook ve ark. 2012).

2.2.1.3.4. Tiimor Siipresor Genler

Tiimdr siipresor genleri, normal hiicre biliylimesinin 6nemli negatif diizenleyicileridir.
Tiimor stipresor geni (TSG) islevinin kaybi, karsinogenezideki 6nemli bir mekanizma
olup Knudson'un iki vurus hipotezinde oldugu gibi iki gen alleli de inaktive olmalidir
(Knudson 1993). Bir alel, bireysel gen genellikle mutasyon, epigenetik susturma veya
diger sapmalarla inaktif olurken, ikinci alel genellikle heterozigotluk kaybiyla etkisiz hale
getirilmektedir. Boylece kromozomun bir bolgesi silinme, karsiliksiz translokasyon veya
mitoz rekombinasyon ile kaybolabilmektedir. Akciger kanserinde, siklikla inaktive edilen
TSG'ler arasinda, TP53, retinoblastoma 1 (RB1), serinetreonin kinaz 11 (STKI11),
CDKN2A (Siklin bagimli kinaz inhibitorii 2A), RASSF1A ( RAS ailesi) ve PTEN
(Fosfataz ve tensin homologu) bulunur ve bu genlerde kromozomal bdélgelere
heterozigotluk kayb1 yaygin olarak tanimlanmistir (Raso ve ark. 2007). Ayrica yapilan
caligmalarda TP53 (17p13), RB (13q12), p16 (9p21) ve PTEN (10922) gibi bilinen
TSG'lerin akciger kanserinde siklikla allelik kaybi gosteren bolgeleri bulundugu
gosterilmistir (Mogi ve ark. 2011).

2.2.2. Apoptozis

Hiicrelerin yasam dongilisi dogmasi, ¢ogalmas1 (proliferasyon), farklilagsmasi
(diferansiasyon) ve dliimii dogal bir denge halinde siirekli devam eder. Fakat organizma
icin homeostazis 6lim/yasam dengesinin saglikli bir sekilde siirdiiriilmesine baglidir
(Erdogan 2003). Apoptoz, ¢ok hiicreli organizmalar tarafindan istenmeyen hiicrelerin
cesitli ortamlarda elden ¢ikarilmasi i¢in kullanilan bir hiicre 6liim modudur. Apoptoz
geciren hiicreler, kontrollii bir sekilde, komsu hiicrelere zarar vermeyi ve doku arasindaki
kesintiyi en aza indirgeyecek sekilde oliirler. Ortaya ¢ikan hiicresel artiklar ise tipik olarak
profesyonel fagositler tarafindan ortamdan uzaklastirilir ve yeni bir hiicre 6len hiicrenin

yerini birka¢ saat icinde alir. Apoptoz yikma asamasinda gerceklesen ve hiicredeki bir
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dizi kilit yapilarin kontrollii bir sekilde parcalanip ardindan bertaraf edilmesi ile
sonuglanan olaylar dizisini icerir. Bu olaylar bir dizi gen ve kaspaz olarak bilinen bir

sistein proteaz ailesinin iiyeleri tarafindan diizenlenmistir (Nicholson 1999, Creagh ve
ark. 2003).

2.2.2.1. Apoptozis’de Kaspazlarin Gorevi

Kaspazlar, hiicre oliimiinii ve inflamasyonu diizenleyerek homeostazi korumak igin
onemli olan bir enzim ailesidir.
Kaspazlar, kaspaz aktif bolgesindeki katalitik sistein kalintilarina bagli olan ve yalnizca
substrat i¢cindeki belirli aspartik asit kalintilarindan sonra olusan bir reaksiyonda peptit
baglarini hidrolize eden endoproteazlardir.
Buna gore, kaspazlar apoptoz (memelilerde kaspaz-3, -6, -7, -8 ve -9) ve enflamasyonda
(kaspaz-1, -4, -5, -12) bilinen rolleri ile genis bir sekilde siniflandirilmistir (Sekil 2.4).
Apoptozda rol alan kaspazlar, etki mekanizmalari ile alt siniflara ayrilmigtir ve baslatici
kaspazlar (kaspaz-8 ve -9) veya yiiriitiicii kaspazlar (kaspaz-3, -6 ve -7) 'dir.

M Kugiik Sub-Unite
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7] DED (@eath effector domain)
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Sekil 2.4. Kaspazlarin siniflandirilmasi (Mcllwain ve ark. 2003).

Kaspazlar, baglangigta dimerizasyon ve ¢ogunlukla aktivasyon i¢in boliinme gerektiren

inaktif monomerik prokaspazlar olarak iiretilirler. Dimer yapisinin olugsmasi, prokaspazin
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prodomainindeki spesifik bdolgelere baglanan cesitli adaptor proteinler tarafindan
kolaylagtirtlir. Farkli kaspazlar prodomainlerinde farkli protein-protein etkilesim
alanlarina sahiptir ve boylece farkli adaptorlerle kompleks olustururlar. Ornegin, kaspaz-
1, 2, 4, 5 ve 9 bir kaspaz alim alan1 (CARD, “Caspase Recruitment Domain”) igerirken,
kaspaz-8 ve -10 bir 6lim efektor alanina (DED, “Dead Effector Domain”) sahiptir
(Taylorve ark. 2008). Apoptozis sirasinda baslatic1 kaspazlar 6nemli yapisal proteinleri
yikmak ve diger enzimleri aktive etmek i¢in faaliyetlerini koordine eden yiiriitiicii
kaspazlarini aktive ederler. Bu sayede kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek proteolitik bir
selaleyi olustururlar. Baslatic1 kaspazlar, 6liim sinyalini ilerletici kaspazlara iletirler.
llerletici kaspazlarn bazilari lamin, hiicre ici iskelet ve g¢ekirdek zari proteinlerini
parcalar. Kaspaz 3, DNA onariminda gorevli olan PARP’1 kirarak inaktive eder ve DNA
onarimini engeller. Bazilar1 ise bir dizi DNaz’1 aktive ederek DNA’nin par¢alanmasina

yol agarlar (Ulukaya 2001).

2.2.2.2. Apoptozisin Mekanizmalari

Apoptozisin aktivasyonunda ii¢ sinyal yolunun rol aldig1 bilinmektedir;
1. Hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanan 6liim aktivatorleri ile
tetiklenme/ Ekstrinsik (dissal) yolak
2. Mitokondri/Sitokrom-C aracili apoptozis olusturulmasi/Intrinsik (i¢sel) yolak

3. Endoplazmik retikulum aracili apoptozis olusturulmasi

2.2.2.2.1. Ekstrinsik (dissal) Yolak

Apoptozisde ekstrinsik yolak, 6liim reseptorlerine baglanan ligand formunda verilen

hiicre dis1 isaretgilerle tetiklenir.

Oliim reseptorleri; TNF reseptor-1 (TNFR1), CD95 (ayrica Fas ve APO-1 olarak da
bilinir), 6liim reseptorii 3 (DR3), TNF ile iligkili apoptozu indiikleyen ligand reseptor-
sekansini ve tiimor nekroz faktorii (TNF-1, TRAIL-R1; DR4 olarak da adlandirilir) ve
TRAIL-R2'yi (insanlarda DR5 olarak da bilinir) igerir. Oliim reseptérii ligandlar ise,
TNF, CD95-ligand1 (CD95-L; Fas-L olarak da bilinir), TRAIL (Apo2-L olarak da
adlandirilir) ve TNF benzeri ligand 1A (TL1A) icerir (ElImore 2007).
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Ekstrinsik apoptoz yolu, baglayict proteinin FADD ( Fas ile iliskili 6lim bdlgesi)
TRADD (Tiimor nekroz faktor reseptorti tip 1 ile iligkili 61iim bolgesi) yardimi ile kaspaz-
8'in dimerizasyonuna ve aktivasyonuna yol agan bir ligandin bir 6liim reseptOriine
baglanmasi yoluyla aktive edilir. Aktif kaspaz-8 daha sonra, apoptozu dogrudan etkili bir
hiicre 6liimiinii indiiklemek iizere, BID'nin bdliinmesi yoluyla yiiriitiicii kaspazlart (-3, -
6, -7) agarak ve aktiflestirerek baslatir. Ekstrinsik veya mitokondriyal apoptoz yolaginda,
mitokondriden sitokrom ¢ salinmasim1 ve APAF1, sitokrom ¢, ATP ve kaspaz 9'dan
olusan apoptozomun olusumuna yol agar. Ve bu yapi ¢esitli hiicresel stresler vasitasiyla
aktive edilebilir ve bu da kaspaz-9'un aktivasyonuyla sonuglanir. Aktif kaspaz-9 daha
sonra yiriitiicii kaspazlar1 (kaspaz 3,6,7) keserek, kaspazlar1 aktive eder ve apoptozu
baslatir (Taylor ve ark. 2008) (Sekil 2.5).

Hiicresel Stres

Ligand \. Ekstrinsik intrinsik /

Olim Reseptérii —I
L
v — o> IEEH—> I
/ J
7 4
/

Aktif
kaspaz
3 o p,o ~~

kaspaz 9

Sekil 2.5. Apoptozisde ekstrinsik (digsal) yolak (Mcllwain ve ark. 2003).

Sltokrom c

2.2.2.2.2. intrinsik (i¢sel) Yolak

Apoptozu baslatan intrinsik sinyal yollari, hiicre i¢cindeki hedeflere dogrudan etki eden ve
mitokondriyal olaylar1 baslatarak cesitli reseptor aracili olmayan uyarilari igerir (Sekil
2.6). Igsel yolag1 baslatan uyaranlar, pozitif veya negatif bir sekilde hareket edebilecek
hiicre i¢i sinyaller iiretirler (Saelens ve ark. 2004). Bu sinyaller sonucunda mitokondriyal
membran gegirgenligini etkileyerek membran tizerinde ki gézeneklerin agilmasina,
mitokondriyal transmembran potansiyelinin kaybina ve membranlar arasi bosluktan

sitosol igerisine normal olarak sekestrasyona tabi tutulan pro-apoptotik proteinlerin iki

14



ana grubunun salinmasi gergeklesir (Loo ve ark. 2002, Garrido ve ark. 2005). Birinci grup
sitokrom ¢, Smac / DIABLO ve serin proteaz HtrA2 / Omi'den olusur. Bu proteinler
kaspaz bagimli mitokondriyal yolagi aktive eder. Sitokrom c, bir "apoptozom" olusturan

procaspase-9'un yanisira Apaf-1'i de baglar ve aktive eder (Hill ve ark. 2004).

ApoZL/TRAIL Biyime Faktori
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g \u)
;.; . ——— — 7}"*7 — = A
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g - 3 IAP |

APOPTOZIS

Sekil 2.6. Apoptozis’ de intrinsik (i¢sel) yolak (Ashkenazi 2008).

Apoptoz sirasinda pro-apoptotik proteinlerin ikinci grubu, apoptoz indiikleyeci faktor
(AIF), endoniikleaz G ve kaspazlar ile aktive olan DNase (CAD), mitokondriden salinir.
AIF, nukleus i¢inde, 50-300 kb araliklarla DNA parcalanmasina ve g¢evresel niikleer

kromatin yogunlagmasina neden olur (Joza ve ark. 2001).

Niikleer yogunlasmanin bu erken sekli "evre I" yogunlasma olarak adlandirilir (Susin ve

ark. 2000). Endoniikleaz G ayni zamanda niikleusa translokasyon yaparak
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oligoniikleozomal DNA fragmanlari liretmek iizere niikleer kromatin pargalamaktadir (Li
ve ark. 2001). AIF ve endoniikleaz G'nin her ikisi de kaspazdan bagimsiz bir sekilde
calisirlar. CAD, daha sonra mitokondriyumdan salinir ve kaspaz-3 ile béliinmeden sonra
oligontikleozomal DNA parcalanmasina ve daha belirgin ve gelismis bir kromatin
yogunlagmasina yol agan ¢ekirdege translokasyon yapar (Enari ve ark. 1998). Bu daha
sonra ve daha belirgin olan kromatin yogunlagmasi, "evre 11" yogunlagmasi olarak ifade
edilir (Susin ve ark. 2000).

Bu apoptotik mitokondriyal olaylarin kontrolii ve diizenlenmesi, Bcl-2 familyasi
proteinlerinin liyeleri vasitasiyla gergeklesmektedir (Cory ve Adams, 2002). Proteinlerin
Bcl-2 ailesi mitokondriyal membran gegirgenligini yonetir ve pro-apoptotik veya
antiapoptotik olabilir. Bugiine kadar toplam 25 gen Bcl-2 ailesinde tanimlandi. Baz1 anti-
apoptotik proteinler arasinda Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w, BAG bulunur ve bazi
pro-apoptotik proteinler arasinda Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik ve BIlk
gosterilmektedir. Bu proteinlerin 6zel dnemi vardir, ¢linkii hiicrenin apoptozis olaylarinin
baglamasini, devam etmesini veya siireci durdurdugunu belirleyebilirler. Bcl-2 protein
ailesinin ana etki mekanizmasinin mitokondriyal membran gecirgenliginin degistirilmesi
yoluyla mitokondriyondaki sitokrom ¢ salinmminin  diizenlenmesi  oldugu
diiginiilmektedir. Timor siipresér protein p53, proteinlerin  Bel-2  ailesinin
regiilasyonunda kritik bir role sahiptir, ancak kesin mekanizmalar heniiz

aydinlatilamamistir (Schuler ve Green, 2001).

2.2.2.2.3. Mitokondrinin Apoptozis Siirecindeki Rolii

Hiicre 6liimiiniin diizenlenmesinde mitokondrinin, apoptotik yollarin kesistigi onemli bir
kavsak noktas1 oldugu goriilmiistiir. Bu yiizden mitokondrinin aktivasyonu (sitokrom
¢’nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasi) apoptotik siiregte geri doniisiimsiiz noktay1
gostermektedir (Kumar ve ark. 2005). Mitokondri, AIF, Smac/DIABLO ve sitokrom ¢
gibi bir¢ok pro-apoptotik proteini igermektedir. Sitokrom c, elektron transport zincirine
ve oksidatif fosforilasyona katilir. Saglikli hiicrelerde sitokrom c¢, mitokondride
membranlar arasi boslukta yer almaktadir (Zhang 2003). Sitotoksik ilaglar, biiylime
faktorii eksikligi, reaktif oksijen tiirleri ve DNA hasar1 gibi degisik hiicresel stresler
sitokrom c’nin salinmasini harekete gecirir. Sitokrom ¢’nin salinmasi, Bcl-2 ailesi tiyeleri

ile diizenlenir (Chang ve Yang 2000).
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2.3. Epigenetik

Klasik genetik teorilerle bircok olayda ¢oziimleme yapilabilirken, genetik
coziimlemelerin de Otesine gecebilen epigenetik diizenlemeler son yillarda bir¢ok

arastiricinin ilgisini gekmeyi bagarmistir (Can ve ark. 2016).

Epigenetik terimi DNA dizisinde degisiklik olusturmadan gen ekspresyonunda gelisen
kalitimsal degisikliklerdir (Yasmin ve ark. 2015). Genlerin ne zaman ne kadar siireyle ve
nerede ¢alisacagini belirleyen, DNA’nin molekiiler yapisinda ve diziliminde bir degisime
neden olmadan DNA’da kodlu olan genetik bilginin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir
(Karagay 2009). Ayrica epigenetik genomik damgalama ve paramutasyon gibi bir dizi
fenomeni kapsamaktadir. Ornegin, ilk olarak bitkilerde tanimlanan paramutasyon, bir
genin bir allelinde (6rnegin, tohum rengini belirten bir gen alleli) meydana gelen genetik
degisikligin normal alleli kalitimsal olarak etkilemesidir. Burada 6nemli olan ise,
paramutant allel ve iligkili fenotipin kusaklararas1 epigenetik kalitim olarak adlandirilan

sonraki jenerasyonlara gegebilmesidir (Alyea ve ark. 2012).

1940 yilinda gelisimsel biyolog olan Conrad Epigenetik terimini c¢alismalarinda
kullanmistir. Conrad epigenetigi, genotipin fenotipi gelisim esnasinda nasil
olusturdugunu inceleyen bilim dali olarak bilinmektedir (Waddington 1940). 1975 yilinda
kimyasal DNA modifikasyonu olarak, sitozin-guanin diniikleotit adaciklarinin (CpG)
metilasyonunu igeren kovalent kimyasal DNA modifikasyonlari olarak 6nerildi (Holliday
ve ark. 1975). 1990’11 yillarda ise kromotinlerin yeniden diizenlenmesi ve DNA
metilasyon basamaklarini kapsayan, DNA sekansinda bir degisiklik olmaksizin meydana
gelen gen ekspresyonundaki kalitsal degisiklikler olarak tanimlandi (Dolinay veark.
2007).

Epigenetik  mekanizmalar 6zellikle embriyo gelisimi  sirasinda  hiicrelerin
farklilasmasinda etkin bir rol oynamaktadir (Vaissiere ve ark 2008). Epigenetik
mekanizmalar; DNA metilasyonu, histon modifikasyonu (asetilasyon, metilasyonu,
fosforilasyon ve ubigitinasyon gibi), kromatinin yeniden modellenmesi olarak

tanimlanmaktadir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Epigenetik mekanizmalar. DNMT: DNA metil transferaz; HAT: histon asetil
transferaz. (Chaturvedi ve ark. 2014)

Bu siiregler DNA yapisina, DNA-baglanma proteinlerinin yapisina, RNA ve protein
degredasyonuna etki ederek gen fonksiyonunun kontroliinii saglamaktadir. Epigenetik
mekanizmalarda ki isleyis bozukluklar1 0Ozellikle kanser gibi cesitli hastaliklarin

olusumunda 6nemlidir (Liloglou ve ark. 2014).

Knudson’un iki vurus hipotezine gore; malign doniisiimiin olusabilmesi i¢in organizmada
tiimor baskilayic1 genlerin iki allelinin de islev kaybetmesi gereklidir. Bu iki vurusun
birinin genetik digerinin ise epigenetik ya da her ikisinin birden genetik veya epigenetik
faktorler olabilecegi bilinmektedir (Gronbaek ve ark. 2006).

2.3.1. Epigenetik Mekanizmalar

2.3.1.1. DNA Metilasyonu

Metilasyon, memelilerin DNA’sinda gergeklesen tek dogal kovalent olaydir (Szyf ve ark.
2000). Omurgalilarda DNA metilasyonunun en belirgin 6zelligi, tim CpG'lerin
metilasyona tabi tutulmadigi, metillenmis bazlarin belirli dokularda farkli sekilde
dagildig1 ve dokuya 6zgii metilasyon modelleri olusturdugu gergegidir (Yisraeli ve ark.

1984). DNA metilasyon reaksiyonu, S-adenosil-metionin‘den metil grubunun CG
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dinukleotit diziliminde bulunan sitozin bazinin 5 'konumuna DNA metil transferazlar

(DNMT) katalizligi ile aktarilmasidir (Sekil 2.8) (Ramchandani ve ark. 1999).

N 8 =N
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(|:|) [l
—P— HO—P—0O
e l? 9 SAM-CH, SAH |
OH Guanin OH
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Sekil 2.8. Cpg Adaciklarinin DNA metil tranferas tarafindan metilasyonu. (SAM-CH3 S-
adenosil-metionin) (Hafiz 2010)

Bir DNA sekansinda herhangi bir diniikleotidin bulunma olasilig1 yaklasik % 6 (1/16)
iken insanlarda CpG diniikleotidinin siklig1 ¢ok azdir ve bu olay CG baskilanmasi olarak

bilinen bir durumdur.

DNMT'ler ve MTHFR (metilentetrahidrofolat rediiktaz), DNA metilasyonunda iki
onemli enzimi temsil etmektedir. Farelerde yapilan ¢aligmalarda bu enzimleri kodlayan
genlerden yoksun olan farelerin DNA'larinda hipometilasyon (epigenetik metilasyonda
bir azalma) olustugu gosterilmistir (Chen ve ark. 2001). insanlarda 5 adet DNMT enzimi
tanimlanmistir. Bunlar DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b ve DNMT3L olarak
adlandirilmigtir. DNMT2’ lerde animoterminal regiilator bolgesi bulunmaz. Ayrica
katalitik bolgesi olmayan DNMT3L disindaki metil transferazlarda enzimatik aktivite
goriilmektedir. Novo metiltransferazlar olarak adlandirilan DNMT3a ve DNMT3Db yari-
metillenmis ve hi¢ metillenmemis bolgelere baglanarak metilasyonu gergeklestirirler.
Maintenance methyltransferase olarak da bilinen DNMT1 ise sadece yari-metillenmis
DNA bolgelerine baglanmaktadir (Murell ve ark. 2005).
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DNA’da metilasyon olaylart kromatin yapinin degistirilmesi, X Kkromozomu
inaktivasyonu, genomik imprinting, transkripsiyonel baskilanma ve DNA’ da tekrarlayan
dizinlerin baskilanmasi1 gibi durumlarda 6nemli etkilere sahiptir (Robertson 2001). X
inaktivasyonuna ve genomik imprintinge ugrayan genler disinda, normal hiicrelerde CpG
diniikleotidleri metile iken, gen promotorlerin bulunan CpG adaciklari demetiledir.
Ciinkii bu genler sadece bir allelde metiledir ve bu sayede normal hiicrelerde tek allelden
ekspresyonu saglanabilir. Her dokunun metilasyon kalib1 kendine 6zgiidiir. Hatta tek bir
hiicre klonunda bile farklilik gosterebilir (Sulewska ve ark. 2007). Bu olaya en giizel
ornek klonlanmig hayvanlarda goriilmektedir. Klon hayvanlarda epigenetik
programlamanin eksikligi sonucu (6zellikle imprinting) klonlarin erken yaslarda dldigii

ve gelisme farkliliklar1 gozlenmistir (Esteller 2006).

Metilasyon ve kanser olusum siirecleri arasindaki iliski 1980°li yillardan beri
bilinmektedir (Warnecke ve ark. 2000) (Sekil 1.9). Kanser hiicrelerinin genomlarinda
goriilen hipometilasyon disinda bazi 6zel genlerin promotor boélgelerindeki CpG
adaciklarinda hipermetilasyon gozlenmektedir (Park ve ark. 2007). CpG adaciklarindaki

hipermetilasyon ise o genin transkripsiyonunu 6nlemektedir (Bird 1996).

-
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Sekil 2.9. Normal hiicrelerin timér siipresor genlerinde meydana gelen hipermetilasyon
ve tekrar dizilerindeki hipometilasyon sonucu kanser olusumu (Phillips 2008).

2.3.1.2. Histon Modifikasyonlari
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2.3.1.2.1. Histonlarm Yapi ve Ozellikleri

Histonlar lizin ve arjinince zengin 6karyotik hiicrelerin ¢ekirdeginde yer alan ve DNA’nin
niiklezomlar halinde paketlenmesini saglayan bazik proteinlerdir. Ana histon proteinleri
H2A, H2B, H3 ve H4 proteinleridir ve niikleozomun ¢ekirdek boliimiinde yer
almaktadirlar. Nikleozomlar, iki H3-H4 dimeri ve iki H2A-H2B dimerinin birlesmesiyle
olusan oktamerik yapidaki proteinleri icerir ve birbirlerine H1 histonlariyla baglanirlar

(Sekil 2.10) (Campos ve ark. 2009, Allis ve ark. 2007).

30 nm

Nikleozom

30 nm

Sekil 2.10. Histon konformasyonu ile niikleozom yapisi.

Histon modifikasyonlar1 histon proteinlerinin posttranslasyonel modifikasyonlar1 olup;
N-terminal kuyrugunda gergeklesir. Gen fonkiyonuna, kromatin yapisina, gen
ekspresyonuna etki edebilen histon modifikasyonlart ayn1 zamanda DNA tamirinde ve

replikasyonunda islev gormektedirler (Kouzarides 2007).

DNA diizeyinde metilasyon sitozin metilasyonu ile gerceklesirken, histonlar i¢in bu

uyarilma asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, glikolizasyon seklinde olmaktadir.
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2.3.1.2.2. Histon Asetilsyonu ve Metilasyonu

Bu modifikasyonlar arasinda; histone asetil transferazlar (HAT) tarafindan asetillenme ve
histon metil transferazlar (HMT) tarafindan metillenme yer almaktadir (Sekil 2.11).
Genel ifadeyle histonlar iizerinde ger¢eklesen bu modifikasyonlar, kromatinin yapisinin
gevsek ya da sik1 olma durumunu etkileyerek gen ifadesinde regulator rol oynar. Yapilan
calismalar asetil gruplari histonlardaki pozitif (+) yiikii nétralize ederek histonlar ve DNA
arasindaki elektrostatik etkilesimleri zayiflattigi ve bunun sonucu olarak gen ifadesinde
degisime neden olduklar1 gosterilmistir (Ettig ve ark. 2011). Ek olarak H3 ve H4
histonlarinin lizin rezidularindan asetillenmesinin aktif kromatinle korelasyon gosterdigi,
deasetilasyonun ise kromatinin daha siki bir sekilde paketlenerek genlerin inaktif duruma

gecmesiyle sonuclandigr bilinmektedir.

Ubikitinasyon

® E A @ Asetilasyon
i - HoA 1 C’:) M] Metilasyon
@ @ @ C ® Fosforilasyon

Sekil 2.11. Histon proteinlerinde goriilen epigenetik modifikasyonlar (Graff ve ark.
2008).

Histonlarda goriilen asetilasyon ve deasetilasyon olaylar1 gen ifadesi ile direk iligkilidir.
Yapilan caligmalar histon H3 ve H4’lin asetilasyonunun acik kromatin yapisina ve
transkripsiyon faktorlerinin baglanmasin1 kolaylagtiran aktif transkripsiyona yol
agmaktadirlar (Liu ve ark. 2011). Deasetilasyon ise transkripsiyonun inaktivasyonu ile
iligkili olup ve genel olarak metilasyon ile korelasyon gostermektedir. Genel olarak
transkripsiyonun aktif oldugu bolgelerde histon asetilasyonu goriiliirken, inaktif
okromatin ve heterokromatin bolgelerde ise hipoasetile histonlar yer almaktadir (Peng ve
ark. 2011).
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HDAC lar, deasetilaz aktivitesi i¢in bir kofaktor olarak Zn*? gerektiren 11 iiyeden olusur
ve homolojisine bagl olarak dort sinifa ayrilirlar. Smif I ¢ekirdegin i¢inde yer alan
HDAC'lar1 1, 2, 3 ve 8' igerir; Smif I hem ¢ekirdekte hem de sitoplazmada yer alan
HDAC 4, 5, 6, 7, 9 ve 10'u igerir; sinif IV HDAC 11'1 igerir. Geleneksel HDAC'larin
aksine, sinif III HDAC'lar yedi memeli sirtuinden (SIRT1-7 olmak iizere NAD™ bagimli
smif III deasetilaz enzim ailesi genleri) olusur (Blander ve Guarente 2004). Histonlarin
asetilasyonunun, pozitif yiiklerini noétralize ettigi ve negatif yiikli DNA ile olan
etkilesimlerini gevsettigi diisiiniilmektedir. Bu, transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini
ve daha sonra gen transkripsiyonunu kolaylastirmak i¢in kromatin yapisini agar.
Histonlarin HDAC lar tarafindan deasetilasyonu, DNA ile olan etkilesimini sikilastirir ve
kapali bir kromatin yapisina ve gen transkripsiyonunun engellenmesine neden olur
(Grunstein, 1997). Histon modifikasyonunun diizenlenmesinin yani sira HDAC'lar,
transkripsiyon faktorleri, saperonlar ve sinyal molekiilleri de dahil olmak iizere birgok
histonlu proteininin post-translasyonel asetilasyon durumunu diizenleyerek protein
stabilitesinde, protein protein etkilesimlerinde ve protein-DNA etkilesimlerinde

degisiklige neden olabilmektedirler.

Histonlarda gergeklesen bir baska epigenetik mekanizma da histon kuyruklarindaki
lizinin metilasyonudur (Sekil 2.12).
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Sekil 2.12. Histonlarda goriilen lizin metilasyonu

Transkripsiyonel aktivasyon, histon kuyruklarindaki asetilasyon islemine gore,
metilasyon olaylarinda da metilasyonun gerceklestigi yere ya da histon kuyruguna takilan

metil sayisina gére degismektedir. Ornegin; Histon 3 lizin 4 dimetilasyonu ve
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trimetilasyonu (H3K34me2 ve H3K4me3), histon 3 lizin 9 monometilasyonu (H3K9mel)
kromatin yapinin agilmasini ve gen ekspresyonunun aktiflesmesini saglarken, Histon 3
lizin 27 dimetilasyonu ve trimetilasyonu (H3K27me2 ve H3K27me3), histon 3 lizin 9
dimetilasyonu ve trimetilasyonu (H3K9me2 ve H3K9me3) ise kromatinin ve gen

ekspresyonunun inaktif hale gelmesine neden olabilmektedir (Schneider ve ark. 2007).

HAT'lar ve HDAC'lar, histon metil transferaz ve de-metilazlar arasindaki
dengesizliklerden kaynaklanan epigenetik degisiklikler, global transkripsiyonel profilleri
etkileyelerek kanser olusumunu baslatabilirler. Aslinda yapilan ¢aligmalarda p53 ve
RUNX3 gibi tiimdr baskilayici genler, birgok kanserde anormal epigenetik degisikliklerle
bastirildigr goriilmiistiir. Hatta Rb ve p53 gibi klasik tiimdr siipresorlerinden farkli olarak,
RUNX3 geninin mutasyonu ¢ok nadirdir ve inaktivasyonuna esas olarak mutasyon yerine

epigenetik degisiklikler ile oldugu belirlenmistir (Holliday ve ark. 1993, Li ve ark. 2002).

2.3.2. Akciger Kanseri ve Epigenetik

Akciger kanserinin biiyiik cogunlugu, skuamoz hiicre karsinomasi, adenokarsinom ve
genis hiicreli karsinoma alt tiplerini iceren kiigiik hiicreli (néroendokrin) karsinom veya
kiigiik hiicreli olmayan karsinom olarak karakterize edilebilir (Dela ve ark. 2011). Tiim
bu karsinojenik siire¢, anahtar onkogenler, tiimor siipresor genler ve DNA
onarim/housekeeping genlerinin diizenlenmesi ile genetik ve epigenetik degisikliklerin
birikimi tarafindan yonlendirilir. DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve
kodlamayan RNA ifadesi de dahil olmak iizere epigenetik degiskenlik bir kisinin
fenotipik yapisina (6rn., Ksenobiyotik metabolizma, DNA onarim kapasitesi, bagisiklik
vb.) ve dolayisiyla malignite riskine katkida bulmaktadir (Langevin ve ark. 2013). Bu
nedenle akciger kanserinin patogenezini tam olarak anlamak icin genetik faktorlerin yani
sira akciger kanseri epigenetigi hakkindaki bilgimizi arttirmamiz biyik O6nem
tagimaktadir. Epigenetik mekanizmalarin belirlenmesi sayesinde akciger kanserinin
gelisimi, teshisi, yeni prognostik belirteglerin gelistirilmesi ve yeni terapotik hedeflerin

belirlenmesi saglanacaktir (Scott ve ark. 2015).

Akciger kanser gelisiminde biiyiik 6neme sahip olan tiimor siipresor genlerin genellikle
hipermetilasyon ile inaktive oldugu belirlenmistir. Spesifik timor siipresor genlerin artan

metilasyonu, hiperplaziden adenokarsinomaya kadar neoplastik progresyon ile birlikte
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artmaktadir (Belinsky ve ark. 2011, Chung ve ark. 2011). Akciger kanserinde
hipermetilasyona ugrayan tiimor silipresor genlerin ¢ogu siklikla diger solid tiimor
tiplerinde de hipermetilasyona ugramaktadir. Premalign ve malign hallerde hizla devam
eden metilasyonun hiicre dongiisii kontrolii, proliferasyon, apoptoz, hiicresel yapisma
(adezyon), motilite ve DNA onarimi gibi énemli fonksiyonlarla ilgili genlerde siklikla
goriilmektedir (Herceg ve Vaissiere 2011). Ayrica metil grubunun sitozin bazina kovalent
baglanmasini katalize eden enzim grubu olan DNMT’m, KHDAK' de yukari dogru
(upregule) diizenlenmesi sonucu yeni akciger akciger kanseri tiirleri tanimlanmistir.
Omnek olarak genis ¢apli hipermetilasyon ile karakterize tiimor fenotipi olan CpG adas1

metilator fenotipi (CIMP) gibi tiirler verilebilir ( Kim ve ark. 2006, Lin ve ark. 2007).

Akciger kanserinde tiimor baskilayici gen inaktivasyonunun sik nedenleri arasinda DNA
metilasyonu (DNMT enzimi ile) ve histon deasetilasyonu (HDAC enzimi ile)
gosterilmistir. HDAC’larin akciger kanserinde asir1 ekspresyon oldugu gozlenmistir
(Sasaki ve ark. 2004, Bartling ve ark. 2005). HDAC lar, histon kuyrugu tizerindeki asetil
gruplarinin uzaklagtirilmasini katalize eder boylece transkripsiyonel olarak aktif olmayan
bir heterokromatik durum meydana getirirler (Esteller 2008). HDAC’lar1 kodlayan
genlerdeki artmis transkripsiyon agik¢a karsinogenezle iliskilendirilmistir. H4K5/H4K8
artmig asetilasyonu ve H4K20 trimetilasyon kaybi KHDAK’de pre-invaziv bronsiyal
displastik lezyonlarda gosterilmistir (Chung ve ark. 2011).

Yapilan ¢alismalarda HDAC ve DNMT inhibitorleri kullanilarak tiimor baskilayict gen
ekspresyonunu onarabilir ve dolayisiyla KHAK ve KHDAK hastalar1 igin tedavide
kullanilabilecegi belirtilmistir ( Kaminskyy ve ark. 2011, Kodani ve ark. 2005). Yapilan
calismalarda HDAC inhibitorleri ile akciger kanser hiicre hatlarinda Bcl-2 ve Bcl-XL
MRNA ekspresyon seviyeleri down-regiile edilmistir. HDAC inhibitorleri Kaspaz
bagimli mitokondriyal apoptotik yolu aktive ederek kanser hiicrelerinin apoptoza

gitmesini saglamistir (Doi ve ark. 2004).

Akciger kanserinde normal akciger dokusuna gore asir1 eksprese edildigi bildirilen
polikom grup genleri bildirilmistir (PcG). Spesifik olarak, polikom baskilayici
kompleksleri (PRC1 ve PRC2) olusturan PcG'ler i¢in upregiilasyonu akciger kanseri
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proliferasyonu, sagkalim ve epitelial mezenkimal gecis ile iliskilendirilmistir (Sekil 2.13)

(Liu ve ark. 2006, Kimura ve ark. 2011).
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Sekil 2.13. Akciger kanserinde, gen promotor bolgesindeki transkripsiyonel baskilayict
kompleksleri (PRCI1/PRC2) ve DNA metilasyon mekanizmalar1 ile kromatin
degistiricileri (histon deasetilaz, HDAC) arasindaki etkilesimler (Wang ve ark. 2015).

Epigenetik degisiklikler akciger kanseri histolojik tiplerini birbirlerinden ayirmada da
kullanilmigtir. Kiigiik hiicreli karsinomalarda CDKN2A metilasyonu daha yaygin iken
APC, CCND2, KCNH5 ve RUNX metilasyonu adenokarsinomlarda anlamli olarak daha
stk gozlenmistir (Hawes ve ark. 2010). Akciger adenokarsinomunun mikroskop altinda
morfolojik olarak degerlendirmesi malign plevral mezotelyomaya benzemektedir. Fakat
epigenetik ozellikler goz oniine alindiginda DNA metilasyon profili ile adenokarsinoma

mezotelyomadan ayrilabilmistir (Christensen ve ark. 2009).

2.4. Valproik Asit

Valproik asit (VPA, 2-propilpentanoik asit), epilepsinin uzun siireli tedavisinde
kullanilan bir ilagtir. VPA, hastalar tarafindan iyi tolere edilmesine ragmen, erken gebelik
sirasinda uygulandiginda ndral tiip kapatma kusurlari ve diger malformasyonlar gibi
dogum kusurlarina neden olabilmektedir (Diliberti ve ark. 1984). Teratojenite ve
antiepileptik aktivite, farkli etki mekanizmalarina ihtiyag duyar gibi goriinmektedir,
¢linkii molekiiliin modifikasyonlari, teratojenik veya antiepileptik aktiviteye sahip segici

bilesikler ~ iiretmektedir (Nau ve ark. 1991). 1Iyi tolere edilen bir
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antikonviilsan/antiepileptik ajan olan VPA, son zamanlarda alifatik asit kategorisinde
bulunan histon deasetilaz inhibitorii olarak tanimlanmistir (Gotticher ve ark. 2001,
Gotticher 2004).

HAT’lar ve HDAC’lar tarafindan histon asetilasyonu yoluyla kromatin yeniden
modellenmesi, hiicre biiyiimesinde ve farklilagmasinda hayati rol oynayan bir¢ok genin
dinamik diizenlenmesinde anahtar bir rol almaktadir (Kramer ve ark. 2003). 1990l
yillarda, tiimor hiicresi biiyiimesinin bastirilmasi ile hayatta kalma ve HDAC aktivitesinin
inhibisyonu arasinda net bir baglantt kurulmustur. HDAC inhibitorlerinin  etki
mekanizmalari, sirasiyla epigenetik ve post-translasyonel modifikasyon seviyelerinde
regiilasyon yoluyla degistirilmis gen ekspresyonu ve non-histon proteinlerde degisiklikler
ile iligkili oldugu diistiniilmektedir. HDAC'larin ekspresyon diizeyleri g¢esitli timorlerde
degisiklik gostermektedir. HDAC1 prostat, gastrik, kolon ve gogiis karsinomalarinda asiri
eksprese iken (Halkidou ve ark. 2004, Zhang ve ark. 2005), HDAC2 kolorektal, servikal
ve gastrik kanserlerde asir1 eksprese olmaktadir (Zhu ve ark. 2004, Song v ark. 2005). Bu
nedenle ¢ok sayida HDAC inhibitorii dogal kaynaklardan saflastirilmis veya
sentezlenmistir. Anti-kanser ajan olarak kullanilmak tizere iki HDAC inhibitorii i¢in
(TSA- trikostatin, SAHA- Suberoilanilid hidroksamik asit ) yakin zamanda yapilan FDA
onay1, yeni HDAC inhibitérlerinin gelisimini tesvik etmistir. HDAC inhibitorleri yapisal
olarak en az dort smnifa ayrilabilir: hidroksamatlar, siklik peptidler, alifatik asitler ve
benzamitler (Sekil 2.14).

Butirat, fenilbutirat ve VPA gibi alifatik asitler, milimolar konsantrasyonlarda etkinlik
gosteren ve diger HDAC inhibitorlerine (TSA- trikostatin, SAHA- Suberoilanilid
hidroksamik asit) oranla nispeten zayif HDAC inhibitorleridir.
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Sekil 2.14. HDAC inhibitérlerinin baslica siniflar1 ve yapilar1 (Kim ve ark. 2011).

Antikonviilzan tedavilerde kullanilmasinin yani sira, VPA'nin deasetilasyonu azaltma ve
asetilasyonu  arttirma  Ozellikleri  kanser tedavisinde bir  strateji  olarak
kullanilabilmektedir. Kanser monoterapisinde VPA igin goriilen etkiler géz oniine
alindiginda, kanser Onleyici ila¢ olarak VPA'nin olasit bir roliiniin kanitlandigi
calismalarin bircogunun, diger ilaglarla (diger epigenetik modifikatorler, sitotoksik
kemoterapi ajanlari ile kombinasyonlar ve immiin modiilatorler ile kombinasyonlarla
kombine terapiler) birlikte goriilen etkilerine dayandigi goriilmektedir (Fenaux ve ark.
2009). VPA, rahim agzi1 kanseri, prostat kanseri, nevroblastom, mediiller tiroid kanseri,
miyeloma, kolon kanseri, glioma, 16semi, gogiis kanseri, akciger kanseri, mesane kanseri,
melanom dahil birgok kanserde anti kanser etkinligi nedeniyle yaygm sekilde
aragtirtlmistir (Sun 2013, Duenas-Gonzalez ve ark. 2008, Chen ve ark. 2011). VPA’nin
bir ¢ok kanser tipinde yapilan in-vivo ve in-vitro ¢alismalarda; HDAC inhibisyonu, histon
asetilasyonu ve hiperasetilasyon Dbirikimini indiikleyerek veya HDAC aracili
transkripsiyonel baskilamayi tersine ¢evirerek (Havex ve ark. 2010, Gottlicher ve ark.

2001) DNA hasari, hiicre dongiisiinde tutuklanma, apoptoz, farklilasma, ¢ogalma ve
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yaglanma (sensans) gibi ¢oklu etkilere neden oldugu gosterilmistir (Kostrouchova ve ark.
2007, Gan ve ark. 2012).

VPA'nin anti kanser etkisi, Wnt/B-katenin sinyal yolagi, PI3K/AKT yolagi,
p21WAF1/CDKNIA yolagt ve  MAPK/ERK gibi ¢oklu sinyal yolaklarinda rol
almaktadir. VPA'min, diger sinyal yolaklarindaki etkisi ile birlikte, histon
deasetilasyonuna ve bunun ardindan muhtemelen tiimor bastirilmasina aracilik etmesinin,
HDAC inhibitor etkisinden kaynaklandigina inanilmaktadir (Kostrouchova ve ark. 2007,
Witt ve ark. 2013, Juengel ve ark. 2013, Guadalupeve ark. 2012). Bir diger kritik sinyal
yasam yolagi olan Notch sinyalizasyonunun da VPA’nin etkili oldugu ve timor
baskilayici role sahip oldugu diistiniilmektedir (Greenblatt ve ark. 2007, Machado ve ark.
2011). VPA ile tedavi edilen kanser hiicrelerinde bu iki sinyal yolaginin birbiriyle nasil
korele veya birbiriyle etkilesime girip girmedigini veya nasil etkilesime girdigi agik
degildir. VPA, bir¢ok vakada histon asetilasyon /deasetilasyonunu etkileyebilmektedir.
VPA ayni zamanda iki sinyal yolagimi1 da ayn1 anda modiile edebilmektedir (Franko-
Tobin ve ark. 2012). Yapilan ¢aligmalarda VPA’nin hem Notch1 sinyal yolagini uyardig
hemde serviks kanseri hiicrelerinde ve noéroblastoma (NB) hiicrelerinde histon H3'lin

asetilasyonunu arttirdigi belirlenmistir (Sami ve ark. 2008).

VPA’nin gesitli hematolojik ve kati tiimorlerden elde edilen hiicre hatlarinda ve fare
modellerinde anti kanser aktivitesi goriilmiistiir (Hubaux ve ark. 2010).VPA kiigiik
hiicreli akciger kanseri hiicre hatlarinda cisplatin ve etoposidin antikanser etkinligini
arttirmustir. Ayica kati tiimorlerde de birkag faz I ¢alismasi yapilmistir (Miinster ve ark.
2007, Chu ve ark. 2013). Kiiciik hiicreli akciger kanseri hastalarinda yapilan bir faz-2
calismasinda, onceden tedavi edilen hastalarda doksorubisinin tek basina yanit orani
yokken, VPA ile kombinasyon tedavisinin % 16 gibi bir yanit orami gosterdigi
goriilmistiir (Berghmans ve ark. 2015). VPA, hastalar lizerinde daha az toksik yan etkiye
sahiptir ve ayn1 zamanda bir¢ok kanserde genis fakat sinirli anti kanser etkilere sahiptir.
Boylece VPA, diger anti kanser ajanlarla kombinasyon halinde kullanilabilen potansiyel
bir anti-kanser adjuvanidir (Sun ve Coy 2014). Tiim bunlara ek olarak 40 y1l1 agkin siiredir
epilepsi tedavisinde kullanildigi i¢in farmakolojisi ve toksikolojisi iyi karakterize
edilmistir; Klasik antiepileptik ilaglar arasinda ise Kkurtarma kemoterapisi (Salvage

chemotherapy- CT) ile en diisiik etkilesime sahiptir (Vecht ve ark. 2003).
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2.5. Niklozamid

Niklozamid (C13H8CI2N204, MW: 327.119), anti-helmint ailesinin insan tenyalarina
kars1 etkili olan, yaklasik 5 yildir insanlarda yaygin kullanima sahip FDA onayl kiiglik
molekiilli bir ilagtir (Sekil 2.15) (Lateef ve ark. 2008). Tenyalardaki antihelmitik etkisini
mitokondride oksidatif fosforilasyonu inhibe ederek etki gostermektedir (Weinbach

veark. 1969). Insalarda kullaniminda iyi tolere edilmektedir.

O
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Sekil 2.15. Niklozamid molekiiler yapis1 (Rajamuthiah ve ark, 2015).

Eski veya basarisiz ilaclar i¢in yeni kullanimlarin bulunmasi, mevcut ilaglarin
farmakokinetigi, giivenlik profilleri bilindigi ve ¢ogu kez insan kullanimi i¢in onaylandig
i¢in, yeni bir ilag bulmaktan ¢ok daha hizli ve daha ekonomiktir (Kraljevic ve ark. 2004).
Bu nedenle yeni tanimlanmis herhangi bir kullanim (lar) klinik ¢alismalarda hizla
degerlendirilmektedir (Chong ve ark. 2007). Cesitli yiiksek verimli tarama kampanyalari
ile son 5 yil iginde niklozamidi potansiyel bir kanser Onleyici madde olarak
tanimlanmuistir (Clevers ve ark. 2012). Anti kanser 6zelliginin ¢oklu hiicre igi sinyal
yolaklart tizerinde (Li ve ark.2014), STAT3'%in fosforilasyonunu ve niikleer
translokasyonunu  baskilayarak  giiclii  bir STAT3  inhibitérii  oldugundan
kaynaklanmaktadir (Ren ve ark. 2003). Ayrica giivenli olmasi, iyi tolere edilmesi ve
kolaylikla temin edilebilir olmasi nedeniyle bir¢ok anti-kanser ¢alismada kullanilmaya
baglanmistir (Merschjohann ve ark. 2008). Chen ve ark. 1200 adet FDA onayli ilag ve
ilag benzeri molekiilleri iceren genis bir kiitiiphanenin yliksek verimli taramasini
gerceklestirmesi  sonucu niklozamidin - Wnt/B-katenin yolak inhibitori oldugunu
gostermislerdir. Niklozamid Wnt ortak reseptor LRP6 bozunmasini tesvik ederek, Wnt
sinyal diizenleyici DvI2 ekspresyonunu bastirarak ve [-katenin/TCF kompleks
olusumunu inhibe ederek Wnt/B-katenin sinyalini engellemektedir (Sekil 2.16). Wnt ko-
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reseptor LRP6 degradasyonunu destekleyerek Wnt/p katenin sinyalizasyonunu inhibe
ettigi, ancak prostat ve meme kanseri hiicrelerinde yapilan ¢aigsmalarda DvI2 salinimi
tizerinde higbir etkisi olmadigi gosterilmistir (Lu ve ark. 2011, Londofio-Joshi ve ark.
2014). Buda niklozamidin Wnt/B-katenin sinyal yolagindaki inhibitor etki mekanizmanin

altinda yatan nedenin hiicre tiiriine bagli olabilecegini gostermektedir.

LRP5/6

F——(wikLozamiD)

U P (ORI

[NikLOZAMID)

Sekil 2.16. Kanser hiicrelerinde Wnt/p-katenin sinyal yolaginin niklosamid tarafindan
inhibe edilmesi.

Altr farkli transkripsiyon faktoriinden olusan bir ailenin iiyesi olan sinyal molekiilii ve
transkripsiyon aktivatorii-3 olan STATS3, sitokin ve bliyiime faktorii reseptorleri down-
stream sinyal proteinlerinden biridir (Yu ve ark. 2009). Hiicre yiizeyinde sitokin veya
biiylime faktorii reseptorlerinin katilimi protein kinazlarin janus kinaz (JAK) ailesini
aktive eder ve bu da STAT3'"i tirozin kalintilarindan fosforile ederek proteinlerin SH2

domenleri boyunca iki STAT3 monomeri dimerizasyonuna yol agmaktadir (Shuai ve ark
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1994, Sasse ve ark. 1997). Aktive edilmis STAT3 dimerleri daha sonra ¢ekirdege giderek
hiicre proliferasyonunu, apoptozu, anjiyojenezi ve diger hiicre fonksiyonlarmi kontrol
eden bir dizi gen panelinin transkripsiyonunu aktive etmektedir (Zhong ve ark. 1994,
Darnell ve ark. 1994). Bu JAK2/STATS3 sinyal yolagi, hiicre yilizey membranindan
cekirdegin hedef genlerine harici sinyal gonderirken biiylime, farklilagma, yaslanma ve
apoptoz gibi siirecleri kontrol altinda tutmada 6nemli bir rol oynayan ii¢ ana modiilden

biridir (Boudny ve ark. 2002, Steelman ve ark. 2008).

Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicreleri ve insan bas-boyun kanseri hiicrelerinde
niklosamid ile yapilan ¢alismalarda, STAT3"in inhibisyonunun erlotinib ile aktive olan
STAT3/Bcl-2/Bcl-XL yolunu bloke ettigi ve erlotinib direncini tersine ¢evirdigi
bildirilmistir (Li ve ark. 2013, You ve ark. 2013). Ayrica niklozamid hem radyasyona
duyarli hem de radyasyona direngli insan akciger kanseri hiicrelerinde STAT3/Bcl-2/Bcl-
XL yolaginin iyonlastirict radyasyona bagli aktivasyonunu engelledigi ve ayni1 zamanda
radyasyon direncini tersine ¢evirdigi Ve radyasyona direngli hiicrelerinde iyonize

radyasyona duyarliligini geri kazandirdigi gosterilmistir ( You ve ark. 2013).

Kanser kemoterapisinde mitokondriyi hedeflemenin etkili bir strateji oldugu
bilinmektedir (Galluzzi ve ark. 2006). Khanim ve ark. anti-miyeloma aktivitesi i¢in patent
dist lisansh oral ilaglardan 100'{in iizerinde bir panel taramis ve niklozamidi multipl
miyelom hiicre hatlar1 ile primer ¢oklu miyelom hiicrelerinin bir hedefi olarak
tanimlamustirlar. Tlging bir sekilde, niklosamid anti-multipl miyelom aktivitesini esas
olarak mitokondri vasitasiyla, mitokondriyal membran potansiyelinin hizli bir sekilde
kaybedilmesi, oksidatif fosforilasyonun ayrilmasi ve mitokondriyal siiperoksit liretimi ile

inhibe ettigi goriilmistiir (Khanim ve ark. 2011).
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3.MATERYAL ve YONTEM
3.1.Materyal
3.1.1.Kullamlan Kimyasal Maddeler

-Valproik asit, Sigma, Almanya
-Niklozamid, Sigma, Almanya

-Adenosine 5'-triphosphate (ATP) bioluminescent somatic cell assay kit, Sigma, Almanya

-Muse® Caspase-3/7 Assay Kit, Merck Millipore

-Muse® Mitopotential Assay Kit, Merck Millipore

-Muse® H2A.X Activation Dual Detection Kit, Merck Millipore
-Fetal sigir serumu (FBS), PAA, USA

-Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10.000U/ml penisilin, 10mg/ml streptomisin), Gibco,
USA

-L-glutamin, Gibco
-Fosfat tuz tamponu (PBS), HyClone, Thermo Scientific, USA

-Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI), Lonza

-0,05% Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Tripsin-EDTA), Gibco, USA
-Dimetil siilfoksit (DMSO), Sigma, Almanya

-Triton X-100, Sigma, Almanya, Israil

-Tripan mavisi (% 0,5), Biological Industries

-SDS Molecular Biology grade, BioChemica Applicham, Almanya

-Annexin V-Fluos, Roche

-Cell Viability Imaging kit, Roche, Almanya

3.1.2.Kullanilan Sarf Malzemeler

-25cm2 ve 75cm2’lik flask, Thermo Scientific
-6 kuyulu plate, Costar

-96 kuyulu flat plate, Costar

-5ml ve 10ml hacimlerinde enjektorler, Genject
-10ul’lik pipet uglari, Biohit

-100ul’lik pipet uglari, Corning

-1000pI’lik pipet uclari, Ayset
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-Steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron ¢apinda), Millex, Millipore
-Steril santrifiij tlipleri (15ml), SPL

-Steril santrifiyj tiipleri (50ml), SPL

-Thoma lami, Bright —Line, Hausser Scientific Horsham, PA, USA
-Kriyovial, ATS

-2 ml‘lik cam pastor pipetler, Isolab

-1 ml ve 5 ml‘lik Kombi tip, Eppendorf, Almanya

-Otoklavlanabilir cam sise, Isolab, Almanya

3.1.3. Kullamilan Cihazlar

-Spektrofotometre (FLASHScan S12, Analytik Jena, Almanya)
-Hassas terazi, SHIMADZU AUW220D

-Luminometre (FL<800 Mikroplate Floresans Okuyucu)
-Muse Cell Analyzer Cihazi, Merck

-CO2 inkiibatorii, Sanyo, Japonya

-Mikroplate inkiibator ve ¢alkalayici, Heidolph, Almanya
-Buharli sterilizator (Otoklav), Niive OT4060, Tiirkiye

-Steril kabin, ESCO, Singapur

-Multipipet cihazi, Multipette eppendorf, Hamburg, Almanya
-Inverted mikroskop, Olympus CKX41, Japonya

-Aspirator, Rocker 300, Tayvan

-Kuru hava sterilizatorii, Elektro-mag M 420, Tiirkiye
-Santrifiij, Rotina 35R, Almanya

-10ul, 100ul ve 1000ul’lik pipet seti, Orange Scientific
-0,5-5ml pipet, Brand

-10ml pipet, Eppendorf

-5-5ul Transferpipet, Thermo Scientific

-Pipet boy, ISO fill

-20-200u1 Transferpipet, Brand, Almanya
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3.2. YONTEM

3.2.1. Hiicre Kiiltiiri
3.2.1.1. Calismada Kullanilan Hiicre Soylari

Hiicre kiiltiirii, kontrollii sartlar altinda hiicrelerin boliiniip ¢cogalmasin1 kapsayan bir
stiregtir. Calismamizda A549 ve H1299 insan kolon kanser hiicre soylar1 kullanildi.

Kullanilan hiicre soylarinin 6zellikleri;

A549 Akciger kanser hiicre hatti, kiigiik hiicreli olmayan adenokarsinom olup, p53 pozitif
epitelyal karakterli hiicrelerdir. 1976 yilinda yapilan ilk calismaya gére pulmoner
epitelyumun Tip II hiicrelerinin tabakali cisimlerin karakteristik 6zelliklerine sahiptir

(Lieber ve ark. 1976).

H1299 Akciger kanser hiicre hatti ise kiigliik hiicreli olmayan adenokarsinom olup
epitelyal karakterli hiicrelerdir. Fakat p53 geni bulundurmamalari nediyle A549 kanser

hiicrelerinden farklidirlar.

3.2.1.2. Kullamlan Ilaclarin Hazirlanmasi

Calismalarda kullanilacak olan VPA, ana stok 500 mM olacak sekilde 415 mg tartilarak
5000 pl molekiiler biyoloji su igerisinde, Niklozamid ise 1000 ul DMSO igerisinde 6,54
mg tartilarak hazirlandi. Hazirlanan bu stoklar -20°C’de her deney i¢in kullanilacak

miktara gore porsiyonlanarak saklandi.

3.2.1.3. Hiicre Soylarimin Stoktan Cikartilmasi

Hiicreleri ¢ogaltmak amaciyla, -80°C’de kriyovial i¢inde saklanan A549 ve H1299 hiicre
soylari, sicak su banyosuna alinarak hizl bir sekilde ¢oziildii. Hiicre siispansiyonu; % 10
FBS, % 1 penisilin-streptomisin ve % 1 L-glutamin (Gibco) igeren 5ml RPMI 1640
(Roswell Park Memorial Institute) besiyeri icerisine alindi. Falkon tiip 800rpm’de Sdk
santrifiij edildikten sonra silipernatant kisim aspire edildi ve hiicre peleti iizerine 1ml

besiyeri ilave edilerek hiicrelerin siispansiyon hale gelmesi saglandi. Falkon tiip lizerine
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4ml besiyeri ilave edildi ve Sml’lik hiicre siispansiyonu 25 cm?lik flasklar igerisine

alinarak 37 °C’de, % 5 COz i¢eren ortamda inkiibe edildi.

3.2.1.4. Hiicre Soylarimin Pasajlanmasi

Kullanilan hiicreler, 25¢cm?’lik flaks yiizeyini tamamen kapladiklarinda yani konfluent
olduklarinda flaks igerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicrelerin serumdan tamamen
arindirilmast igin 25¢cm?’lik flaks igerisine 2ml 1x PBS (fosfat tuz tamponu) ilave edildi
ve hiicrelerin yiizeylerinin hafifce yikanmasi saglandi. Flaks igerisindeki PBS’ in aspire
isleminden sonra flaks yiizeyine yapisan hiicrelerin ayrilmasi i¢in 0,5ml % 0,05 Tripsin-
EDTA soliisyonu kullanildi ve hiicreler 37 °C’de, % 5 COz2’li ortamda 5dk inkiibe edildi.
Flaks mikroskop altinda bakildigi zaman hiicrelerin yiizeyden ayrildigi goézlendi.
Hiicrelerin tamami yiizeyden ayrildiktan sonra tripsinin inhibe edilmesi i¢in en az iki kat1
kadar besiyeri ilave edildi. Bu sayede yiizeyden ayrilan hiicrelerin, hiicre membranlarinin

tripsinden zarar gérmesi engellenmis oldu.

Flask igerisindeki hiicre slispansiyonu, igerisinde besiyeri bulunan (falkondaki toplam
hacim tripsinin 10 kat1 olmal1) 15ml’lik falkon tiip i¢erisine alindi. 800rpm’e 5dk santrifiij
yapildiktan sonra siipernatant kisim aspire edildi ve elde edilen hiicre peleti Iml hiicre
besiyerinde ¢ozlindiikten sonra 9ml besiyeri ilave edildi ve 10ml’lik hiicre siispansiyonu
75cm?’lik flasklara alarak 37 °C’de, % 5 CO- igeren ortamda inkiibasyona birakildi. Bu

sekilde hiicreler istenilen sayiya gelene kadar ¢ogalmalari saglandi.

3.2.1.5. Hiicre Soylariin Stoklanmasi

Hiicreler flask ylizeyini tamamen kapladiklarinda flask igerisindeki besiyeri aspire
edilerek ortamdan uzaklastirildi. Hiicreler 1x PBS ile hafif¢e yikandiktan sonra PBS
aspire edilerek uzaklastirildi ve hiicrelerin flask yiizeyinden kalkmalarini saglamak i¢in
% 0,05 Tripsin-EDTA soliisyonu eklendi. Hiicreler 37°C ’de, % 5 CO2’li ortamda 5dk
inkiibasyona birakildi. Mikroskopla bakildiginda flask yiizeyinden ayrildig: kabul edilen
hiicrelere, tripsinin inhibe edilmesi i¢in en az iki kat1 kadar besiyeri ilave edildi. Flask
icerisindeki hiicre siispansiyonu igerisinde besiyeri bulunan 15ml’lik falkon tiip igerisine

alindi. 800rpm’de 5dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim aspire edildi ve pelet
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tizerine her bir kriyovial i¢in 1.5ml dondurucu medium (5ml DMSO + 5ml FBS + 40ml
DMEM) karanlik ortamda ilave edildi. Hiicre silispansiyonu kriyovialler igerisine

boliinerek -80 °C’ye kaldirildi.

3.2.1.6. Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmasi

A549 ve H1299 hiicre soyu i¢in kullanilan besiyeri ortami i¢in % 10 Fetal Bovine Serum,
% 1 Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10.000U/ml penisilin, 10mg/ml streptomisin), %

1 L-glutamin igeren RPMI 1640 besiyeri soliisyonu kullanildi.

3.2.1.7. Hemositometre ile Hiicrelerin Sayim

Hiicreleri sayabilmek amaciyla tripsinizasyon islemi sonucunda elde edilen hiicre
stispansiyonundan 20 ul 0,5 mI’lik tiipe alind1 ve iizerine esit miktarda % 0,5 tripan mavisi
konarak iyice karismasi saglandi. Hematositometre distile su ile iyice temizlendi. Bu
karisimdan 10pl alinarak thoma lamina koyuldu ve mikroskopta bu lam tizerinde bes
alanda hiicre sayimi yapildi. Bulunan sayir sulandirma katsayisi ile carpilarak 1ml

besiyerinde bulunan hiicre sayisi hesaplandi.

3.2.2. SRB (Sulforhadamine B) Metodu

SRB metodu hiicre kiltiiriinde sitotoksisitenin belirlenmesinde kullanilan, hiicrelerdeki
total protein Ol¢limiine dayanan kolorimetrik bir metoddur. Bu metot, Amerika’da bu
konularda referans merkez olarak kabul edilen NCI (Ulusal Kanser Enstitiisii)’iin de
calistig1 bir yontem oldugundan, anti-kanser ilag¢ aragtirmalarinda elverisli bir yontemdir.
Ayrica biiyilik 6lcekli ilag tarama uygulamalart icin ilag kaynakli sitotoksisite ve hiicre
cogalmasini 6lgmek i¢in uygun bir analiz yontemidir. SRB protein baglayabilen anyonik
bir boyadir. Triklorik asetik asit ile sabitlenen pH altinda bazik aminoasitler ile
elektrostatik bir kompleks olusturur ve hizla renk degisimi gozlenir. Bu renk degisimi

560 ve 580 nm absorbanslar da kolayca 6l¢iiliir.

Pasajlama isleminden sonra 75cm?’ lik flaks icerisinde konfluent olan hiicreler, hiicre
pasaj protokoliindeki gibi tripsin ile kaldirildi. Flask igerisindeki hiicre siispansiyonu,
igerisinde besiyeri bulunan (falkondaki toplam hacim tripsinin 10 kat1 olmali) 15ml’lik

falkon tiip igerisine alindi. 800rpm’e 5dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim
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aspire edildi ve elde edilen hiicre peleti 1ml hiicre besiyerinde ¢oziindiikten sonra 9ml
besiyeri ilave edildi ve 10ml’lik hiicre siispansiyonu elde edildi.

Hiicreler, 96 kuyulu plate igerisine son hacim 200 pl medium (RPMI 1640) icinde
5000h/kuyu olacak sekilde ekildi. Kor (Negatif Kontrol) i¢in kullanilacak kuyulara ise
200 ul medium (RPMI 1640) eklendi.

Uygun doz se¢imi yapabilmek amaciyla SRB testi i¢in, VPA ve niklozamid farkli
konsantrasyonlar1 (VPA 0,7-5 mM, Niklozamid 0,078-5 uM) hiicre besiyerinde
hazirlanarak 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina uygulandi. A549 ve H1299 hiicreleri
sayilarak 100 pl besiyeri igerisinde 5000 hiicre olacak sekilde her bir kuyuya ilave edildi.
Hiicrelerde, 6liimiin negatif kontrolii (maksimum canlilik) olarak sadece besiyeri ortami
icerisinde ekilen hiicreler kullanildi. K6r igin ayrilan kuyular icerisine ise 200ul besiyeri
ilave edildi. Ardindan hiicreler, 24, 48 ve 72 saat 37 °C, % 5 CO2’li ortamda inkiibasyona
birakildu.

[k calismalar neticesinde ve yapilan literatiir taramasina uygun olarak histondeasetilaz
inhibitorii olan VPA i¢in toksik olmayan doz 500 uM olarak belirlendi. 48 saat siire
boyunca 500 uM VPA tedavisi sonrasi Niklozamid farkli konsantrasyonlari ile (0,039-5

uM) 24 saat boyunca kombinasyon tedavisi uygulandi.

3.2.2.1. SRB Metodu i¢in Kimyasallarin Hazirlanmasi:

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

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

- % 0,4 w/v SRB: 400mg SRB boyasi tartilarak % 1’ lik asetik asit i¢inde hazirland1.
-10mM Tris baz: 121 mg tris baz1 100ml deiyonize su ile tamamlanarak, 10 mM pH: 10.0
tris bazi elde edildi.

Tedavi siiresi sonunda hiicresel proteinleri fikse etmek i¢in, her kuyuya 50 pul TCA
(Trikloro asetik asit) eklendi. Ve +4 °C’ de 1 saat fikse edildi. Fiksasyon siiresi sonunda
plate ters ¢evrilerek TCA dokiildii. TCA’y1 uzaklastirmak igin kuyular 5 kez, deiyonze su
ile yikand1. Her yikamanin sonunda plate ters ¢evrilerek dokiildii. Yikama sonunda SRB

soliisyonundan her kuyuya 50 ul eklendi ve 30 dakika oda sicakliginda, karanlikta inkiibe
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edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda SRB plateden dokiilerek uzaklastirildi. Baglanmus,
boyay1 uzaklastirmak i¢in kuyular 5 kez % 1’lik asetik asitle yikandi. Her yikamanin
sonunda plate ters ¢evrilerek dokiildii. Yikama sonunda plate, kuyular igerisinde hig
damla kalmayacak sekilde havada kurutulduktan sonra proteinlere baglanan boyanin
¢ozlinebilmesi i¢in, 10 mM tris baz1 (150ul/kuyu) eklendi. Boya soliisyonunu homojenize
hale getirmek icin, plate en az 10 dk. 150 rpm’de plate ¢alkalayicisinda inkiibe edildi.
Mikroplak spektrofotometre de 564 nm dalga boyunda okuma yapilda.

% Canlilik hesabai:

Tedavi uygulanmamis kontrol hiicre canliligi % 100 olarak kabul edilerek, ila¢ uygulanan
hiicrelerin canlilik oranlar1 agsagidaki formiil kullanilarak hesaplandi. Deney igerisinde
her bir konsantrasyon birbirinden bagimsiz ti¢ farkli kuyuda tekrarlandi. Yiizde hiicre

canlilig1 asagidaki formiil ile hesaplandi.

% Hiicre Canliligt

Bilesik ile muamele edilen hiicre absorbanst ortalamast — Kor ortalamast 100
= x
Kontrol hiicre absorbansi ortalamasi — Kor ortalama

3.2.3. ATP (Adenozin Trifosfat) Canliik Metodu

ATP yontemi liiminesans bazli metodolojiye bagli olarak in vitro sitotoksite dl¢limleri
acisindan SRB yontemine gore ¢ok daha hassas ve giivenilir olarak yapilabilmektedir.
Hiicre igerisindeki en 6nemli enerji deposu olan ATP; biyolojik sentez, sinyal iletimi,
tasima, hareket gibi 6nemli siiregler i¢in kullanilmaktadir. Hiicresel ATP hiicre canliligini
6l¢mede en hassas u¢ noktadir. Bu yontemin prensibi hiicre kiiltiiriinde biiytitiilen kanser
veya normal hiicrelerdeki intraseliiler ATP igeriginin Ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir.
Intraselliiler ATP iceriginin seviyesi yasayan hiicrelerin sayisinin belirlenmesinde
kullanilan bir gostergedir (Andreotti ve ark. 1995, Dexter ve ark. 2003, Ulukaya ve ark.
2008).

Kemoterap6tik ajanlar veya mitokondriyal toksinler ile muamele sonucu hiicrelerde ATP
seviyesi onemli dl¢iide azalmaktadir. ATP yontemi; liisiferinin Mg*? ve ATP varhiginda
lisiferaz enzimi ile oksiliisiferine katalize olup liiminesans sinyal olusturmasina

dayanmaktadir (Sekil 3.1).
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Liiminesans sinyal ve ATP konsantrasyonu veya hiicre sayist arasinda dogrusal bir iliski

bulunmaktadir (Andreotti ve ark. 1995, Mueller ve ark. 2004, Wadhawan ve ark. 2010).
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Sekil 3.1. ATP’ nn elde edilme reakiyonu

ATP yonteminde, VPA ve niklozamid ile yapilan kombinasyon ¢alismasint dogrulamak
i¢in 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinda 5x10° hiicre/kuyu ekildi. Niklozamid 200ul
besiyeri i¢inde 5 uM dozundan azalan dozlara dogru (0,078-5 uM) 96 kuyulu hiicre kiiltiir
kaplarinda bulunan hiicrelere uyguland: ve hiicreler 37°C’de % 5’lik CO2’li etiivde 24

saat inkiibasyona birakildu.

VPA 500 uM olarak bulunan toksik olmayan dozu 200 pl besiyeri iginde olacak sekilde
96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarinda bulunan hiicrelere uygulandi ve hiicreler 37°C’de %
5’lik CO2’li etiivde 72 saat inkiibasyona birakildi. Negatif kontrol (maksimum canlilik,
tedavi edilmemis hiicre kontrolii) igin 100ul besiyeri icerisine 100 pl 5x10° hiicre ekildi.
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Kor ic¢in ayrilan kuyular igerisine ise 200 ul besiyeri ilave edildi. Pozitif kontrol
(minumum canlilik, % 100 6ldiiren doz) olarak 100 pl hiicre siispansiyonu igerisine 100
ul hiicre 6liimiini % 100 indiikledigi bilinen % 1°‘lik Triton X-100 ilave edildi. Toplamda
72 saatlik inkiibasyon sonrasinda intraseliiler ATP icerigi ATP kiti kullanilarak belirlendi.
Ik olarak 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarindaki her kuyudan 150 pl atildi. ATP Kitinin
icerisindeki hiicre lizis tamponundan 50 pl her kuyuya ilave edildi ve boylece hiicre
igcerisindeki ATP’nin disar1 ¢ikmasi saglandi. 20 dakikalik bekleme siiresinin ardindan
hiicre kiiltiir siispansiyonundan 50 pl beyaz renkli 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina
aktarildi. Ardindan her kuyuya 50 pl/kuyucuk lusiferin-lusiferaz enzimi igeren soliisyon

ilave edildi.

Elde edilen ATP miktar1 lusiferin-lusiferaz bioluminesans reaksiyonu yardimiyla dlgme
zaman 1 saniye olacak sekilde luminometre (FL<800 Mikroplate Floresans Okuyucu)
kullanilarak 6l¢iildii. Sonuglar rolatif 151k {initesi (RLU) olarak verilecektir. Boylece
tedavi alan ve almayan hiicrelerin RLU degerlerine gore yeni sentezlenmis bilesiklerin

sitotoksik/sitastatik etkileri hakkinda bilgi edinilecektir.

% Hiicre Canliligt

Bilesik ile muamele edilen hiicre absorbanst ortalamast — Kor ortalamast 100
— x
Kontrol hiicre absorbansi ortalamasi — Kor ortalama

3.2.4. Floresan Boyama Yéntemi ile Oliim Modunun Belirlenmesi
3.2.4.1. Anneksin-V, Propidyum Iyodiir ve Hoechst Boyama Metodu

Normal hiicrelerde hiicre zarmin sitoplazmik yiiziinde membran lipidlerinden biri olan
fosfatidilserin (PS) bulunmaktadir. Eger hiicre apoptozisle dliirse normalde i¢ yiizde
yerlesmis olan PS molekiilleri hiicre zarinin dis yiiziine transloke olurlar (Sekil 3.2). Bu
yer degistirme apoptotik hiicrelerde henliz membran biitlinliigiiniin bozulmadig1 yani
Oliimiin erken donemlerinde meydana gelir (Ulukaya 2003). Anneksin-V, hiicrenin dis
yiizeyine transloke olan PS’ye baglanabilen bir protein oldugu i¢in, floresan bir madde
(6rn. Floresein izotiyosiyanat - FITC) ile isaretlenerek apoptotik hiicreler goriiniir hale
getirilir ve floresan mikroskobu ile incelenebilir. Nekrotik hiicrelerin yiizeylerinde de
Anneksin-V baglanmasi goriilebildigi i¢in yontem calisilirken ikinci boya olarak

Propidyum iyodiir (Pl) eklenmektedir. PI, sadece membran hasarli hiicrelere girebilen,
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dolayisiyla tiim 6lii hiicreleri (primer nekrotik veya gec apoptotik/sekonder nekrotik)
boyayabilen floresan niikleik asit boyasidir. Bu boya canli hiicreler tarafindan disari
atilmaktadir. Primer nekrozis (hiicre hacminin artmasi fakat fragmente ya da piknotik
nukleuslarin gozlenmemesi) toksik kosullar (hipoksi, iskemi, hipertermi, vb.) altinda
gerceklesen klasik 6liim seklidir. Sekonder nekrozis ise, piknotik ya da fragmente niikleus
ile karakterize olup, apoptozisin ge¢ sathasidir. Hiicre kiiltiirli ortaminda apoptozise giden
hiicrelerin membranlari intakt (erken apoptozda) olmasina ragmen daha ileri donemlerde
gec apoptozis/sekonder nekrozun gelismesi ile hiicrelerin membran biitiinliikleri
bozulmaktadir. Sekonder nekroz asamasina kadar olan siire i¢inde hiicreler non-vital
boyalar denilen (Propidiyum Iyodiir - PI) boyalar ile boyanacak olurlarsa apoptozis
baslamis olmasina ragmen membran intakt olmasindan dolayr bu boyalarla
boyanamazlar. Sekonder nekroz gelistikten sonraki asamalarda hiicreler membran
biitinliiklerinin bozulmasi ile non-vital boyalar ile boyanmaya baslarlar. Dolayisiyla PI
pozitif ve Hoechst pozitif boyanmaktadirlar. Hiicreler es zamanli olarak Anneksin-V-
Fluorescein (yesil floresan) ve non-vital boya olan propidyum iyodiir (kirmiz1 floresan)
ile boyanir. Canli hiicreler; FITC-/PI-, erken apoptotik hiicreler; FITC+/PI- ve ge¢
apoptotik veya nekrotik hiicreler; FITC+/PI+ boyanirlar ve bu sekilde birbirlerinden ayirt
edilirler (Giiles ve Eren 2008, Ulukaya ve ark. 2011).

” .
g Annexin '-.I-"I Annexin V Baglanmasi
. Catt [aid
= “iporroZis mc m“ DE-F“
MEwor MIMEMAIN, 2> UL
Normal Hiicre Apoptotik Hiicre

? Fosfatidilserin

Sekil 3.2. Apoptotik hiicrelerde Annexin V baglanmasi

A549 ve H1299 akciger kanser hiicreleri sayilarak 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 100
ul icerisinde 5x10° hiicre olacak sekilde (3 tekrarli) ekim yapildi. Niklozamid 200 ul
besiyeri i¢inde 5 uM dozundan azalan dozlara dogru ( 5- 2,5- 1,25 uM) 96 kuyulu hiicre
kiiltiir kaplarida bulunan hiicrelere uygulandi ve hiicreler 37°C’de % 5°lik CO2’li etiivde
24 saat inkiibasyona birakildi. VPA 500 uM olarak bulunan toksik olmayan dozu 200ul
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besiyeri i¢inde olacak sekilde 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarinda bulunan hiicrelere
uygulandi ve hiicreler 37°C’de % 5°lik CO2’li etiivde 72 saat inkiibasyona birakild.
Kombinasyon kuyularina ise 150 ul besiyeri icerisinde VPA toksik olmayan dozu olan
500 uM olacak sekilde uygulandi ve hiicreler 37°C*de % 5 ‘lik CO2’li etiivde 48 saat
inkiibasyona birakildi. 48 saatlik siirenin sonunda ortamdan VPA uzaklastirilmadan,
toplamda 200 pl besiyeri iginde Niklozamid 5 uM dozundan azalan dozlara dogru (5-
2,5- 1,25 uM ) 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarinda bulunan hiicrelere uygulandi ve hiicreler
37°C’de % 5’lik CO’li etiivde 24 saat daha inkiibasyona birakild.

Inkiibasyon siirelerinin sonunda hiicreleri zedelemeden iizerlerinden tiim besiyeri
(yaklasik 180 ul) uzaklastirilarak Anneksin-V-FLUOS Staining Kit (Roche, Manheim,
Germany) igerigine uygun olarak ¢alisildi. 500 pl Incubation Buffer igerisine 5 pl
Anneksin-V-Fluorescein ve 5 pl Pl boyasi pipetlendi. Ayrica hiicrelerin niikleus
morfolojisini de incelemek amaciyla Hoechst 33342 (12,3 mg/ml) boyasi son
konsantrasyonu 5 pg/ml olacak sekilde bu karisima eklendi. Her kuyuya boya
karisimindan 30 pL pipetlenerek yarim saat oda 1sisinda inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda tedavilerin hiicrelerde sebep oldugu 6liim sekli floresan mikroskop

altinda degerlendirildi.

3.2.5. Akim Sitometri Analizleri

Akim sitometresindeki analizler i¢in hiicrelerin sivi icinde siispansiyon halinde
bulunmas: gerekmektedir. Olgiim sirasinda hiicreler sivi igerisinde tek tek askida olmali
ve hiicreleri iceren siispansiyon siirekli bir akisla lazer 1511 i¢inden ge¢cmelidir. Akim
sitometri cihazinda bir saniyede binlerce hiicre, lazer 1s11 ile karsilagtiklari flow cell adi
verilen boliimden geger ve hiicreler lazer 15181 ile uyarilirlar (Sekil 3.3.1). Her bir hiicre
lazer 15181n1n bir kismini saptirir ve ayni zamanda lazer 15181 tarafindan uyarildiklarindan
yani ekstra enerji yiiklenmis oldugundan, floresan 15181 yayarlar. Hiicreler yiizeylerindeki
veya hiicre ig¢indeki proteinlere 0Ozgiin antikorlarla inkiibe edilerek antijenlere
baglanmalar1 saglanir. Her spesifik antikor FITC (floresein izotiyosiyanat), PE
(Fikoeritrin), PerCP (Peridinin klorofil), 7-AAD (7-Aminoaktinomisin D) gibi floresan
boyalarla isaretlenmistir. Boylece belirli antijene sahip hiicrelerin lazer 1511 ile
karsilastiginda verdigi floresan sinyalleri degerlendirerek o hiicrenin hangi spesifik

antijeni tasidig1 belirlenebilir (Karaboz ve ark. 2008).
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Hiicresel
Parametrelerin
Degerlendirilmesi

Lazer Isig1

&’

Flow Cell

Numune

Sekil 3.3.1. Akim sitomerisinde lazer esash floresans algilama
3.2.5.1. Kazpaz 3/7 Testi

Kaspazlar, programli hiicre 6limii olan apoptozis siirecinde merkezi bir 6neme sahip
sistein proteazlardir (Riedl ve ark. 2004). Apoptotik sinyal boyunca etkili olan effektor
kaspazlardan: kaspaz 3/7 aktivasyonu membran integritesi ve hiicre 6liimii hakkinda

onemli bilgiler vermektedir.

Kaspaz 3/7 testi icin A549 ve H1299 akciger kanseri hiicreleri sayilarak 6 kuyulu hiicre
kiiltiir kaplarma 1ml icerisinde 100x10°® hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Niklozamid
2ml besiyeri i¢ginde 5uM dozundan azalan dozlara dogru (5- 2,5- 1,25 uM) 6 kuyulu hiicre
kiiltiir kaplarinda bulunan hiicrelere uygulandi ve hiicreler 37°C’de % 5°lik CO2’li etiivde
24 saat inkiibasyona birakildi. VPA 500 uM olarak bulunan toksik olmayan dozu 2 ml
besiyeri i¢inde olacak sekilde 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarinda bulunan hiicrelere
uyguland1 ve hiicreler 37°C’de % 5’lik CO2’li etiivde 72 saat inkiibasyona birakilda.

Kombinasyon kuyularina ise 1.5 ml besiyeri igerisinde VPA toksik olmayan dozu olan
500 uM olacak sekilde uygulandi ve hiicreler 37°C*de % 5 ‘lik CO2’li etiivde 48 saat
inkiibasyona birakildi. 48 saatlik siirenin sonunda ortamdan VPA uzaklastirilmadan,

toplamda 2 ml besiyeri i¢inde Niklozamid SuM dozundan azalan dozlara dogru (5- 2,5-
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1,25 uM) 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarinda bulunan hiicrelere uygulandi ve hiicreler
37°C’de % 5’lik CO2’li etiivde 24 saat daha inkiibasyona birakildi. Tedavi siireleri
sonunda oncelik olarak kitin bilesenlerinin oda sicaklifina gelmesi saglandi. 6 kuyulu
hiicre kiiltiir kaplar i¢erisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicreleri serumdan uzaklastirmak
amaciyla kuyular 2 ml 1x PBS (Gibco) ilave edilerek hiicre yiizeyinin yikanmasi saglandi.
PBS ortamdan aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra yilizeye yapisan hiicrelerin
yiizeyden ayrilmalari i¢in 0.5 ml % 0.05 Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu kullanildi ve
hiicreler 37°C’de, % 5 CO2’li ortamda 5 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
mikroskopla incelendiginde yiizeyden ayrildig1 gézlenen hiicreler, tripsinin inhibe olmast
icin on kat1 besiyeri ile muamele edildi. Boylelikle tripsinin hiicreler yiizeyden ayrildiktan
sonra hiicre membranina zarar vermeye baslamasi engellenmis oldu. 6 kuyulu hiicre
kiiltiir kaplar1 icerisindeki hiicre siispansiyonu, igerisinde besiyeri bulunan 15ml’lik
falkon tiip igerisine alindi. 800 rpm’de 5 dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim
aspire edildi ve 1 ml’sinde 2x10% 5x10° hiicre olacak sekilde hiicre peleti sulandirildi.
Tedavi gruplarmi igeren etiketli ependorflara hiicre siispansiyonundan 50 ul eklendi.
Daha sonra kaspaz3/7 ¢aligsma sollisyonundan her bir tedavi grubunu iceren ependorflara
5 ul konuldu. Kisa bir pipetaj isleminin ardindan ependorflar kapaklar agik bir seklide
37°C°de, % 5 CO2’li ortamda 30dk inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda ependorf
icerisinde hiicre siispansiyonlarina 150 pl DNA’ya baglabanilen 7-AAD eklenerek kisa
bir pipetaj gerceklestirildi. Daha sonra oda sicakligindan karanlikda 5 dk inkiibasyona
birakildi. Daha sonra muse cihazinda kaspaz3/7 aktivitesi degerlendirildi (Sekil 3.3.2).

B — 1 —

Kaspaz 3/7 calisma oo —
Solusy omu eklenir

30dk lnkubasyon

\ / Tiiplere Sul 7-AAD

v Boyasindan eklenir.
Hiicreler Kaspaz 3/7 Kaspaz 3/7 Aktivitesi
aktivitesi bakilmaz Olgiimii yapihr.

iizere hazirlamr

Sekil 3.3.2. Kaspaz 3/7 aktivitesinin 6l¢iilmesi
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3.2.5.2. Gamma H2A.X Aktivasyonu ile DNA Hasarinin Belirlenmesi

DNA molekiilii siirekli olarak genotoksik strese yol acan cesitli faktorlerin etkisi
altindadir. Endojen ve ekzojen kokenli pek cok fiziksel, kimyasal ve biyolojik faktor
DNA zincir kiriklarinin olusumuna neden olan seker-fosfat omurgasinda kirilmalara yol
acar. Ozellikle DNA cift zincir kiriklari, hiicrenin yasami boyunca siirekli olarak ortaya
cikabilen en tehlikeli lezyon tiirleridir ve bunlarin etkili bir sekilde onarilmasi hiicrenin
saglikli bir sekilde fonksiyonlarini1 devam ettirebilmesi i¢in son derece 6nemlidir. Ciinkii
tamir edilemeyen bu hasar; genomik Kkararsizlik, kanser gelisimi ve neoplastik
transformasyona yol agan mutasyonlarin olusumuna neden olabilmektedir (Kuo ve Yang

2008, Podhorecka ve ark. 2010).

DNA tamirinin gerceklestigi kromatinlerin yapisal ve islevsel birimleri niikkleozomlardir.
Her niikleozom 147 baz ¢iftinden olusan DNA zinciri ve bu zincirin etrafinda sarildig
dort cekirdek histonundan her birinin iki kopyasindan olusur. Niikleozom yapisin
meydana getiren dort ¢ekirdek histon ailesi H2A, H2B, H3 ve H4 tiir. H2 A histon protein
ailesinin de H2A1, H2A2, H2AX ve H2AZ gibi varyantlar1 vardir. Onemli bir H2A tipi
olan H2AX proteini, hiicre ve doku tipine bagli olarak memeli H2A histon havuzunun %
2-25’lik bir boliimiinii olusturur. Ayrica karboksil kuyruk kisminda son derece korunmus
0zel bir diziye sahip oldugu i¢in H2AX proteini, dkaryotlarda énemli dl¢iide korunmus
olan bir H2A histon tipidir. Diger H2A histon ailesi iiyeleri gibi, H2AX de fosforilasyon,
asetilasyon ve ubikuitinasyona ugrayarak pek cok hiicresel olayin diizenlenmesini saglar.
Hasarl1 bolgelerde gorev alan bu histon tipi, DNA hasar tamiri siirecinde anahtar bir rol
oynadigi igin, hiicre boliinmesi ve biiyiimesi, immiino-reseptorlerin diizenlenmesi gibi
pek ¢ok hiicresel olay, genomik kararsizlik ve DNA hasar tamiri ile ilgili sendromlarla
yakindan iligkilidir (Kinner ve ark. 2008, Rakiman ve ark. 2008). H2AX, DNA hasarina
yanit yollarda goérev alan ilk proteinlerden birisidir. Fosforile olmus H2AX,
gammaH2AX (YH2AX) adin1 alir ve DNA ¢ift zincir kiriklart olustugunda goriilebilir
niikleer odaklar olusturur. Bu nedenle yH2AX’nin ekspresyonu DNA c¢ift zincir
kiriklariin tespitinde hassas bir indikator olarak son yillarda siklikla kullanilmaktadir.
DNA tamiri gerceklestikten sonra y-H2AX, protein fosfataz 2A tarafindan defosforile
edilir ve boylece hiicredeki y-H2AX seviyesi diizenlenir. Bu nedenle y-H2AX ‘in de

fosforilasyonu DNA tamir ¢aligmalar1 i¢in de ¢ok uygun bir parametre olusturur. y-H2AX
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‘in fosforilasyonu belirlemek amaciyla Muse- H2A.X Activation Dual Detection Kit
kullanildi.

v-H2AX testi igin A549 ve H1299 akciger kanseri hiicreleri sayilarak 6 kuyulu hiicre
kiiltiir kaplarina 1 ml igerisinde 100x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Niklozamid
2 ml besiyeri i¢inde 5 uM dozundan azalan dozlara dogru (5- 2,5- 1,25 uM ) 6 kuyulu
hiicre kiiltiir kaplarinda bulunan hiicrelere uyguland: ve hiicreler 37°C’de % 5°lik CO2’li
etliivde 24 saat inkiibasyona birakildi. VPA 500 uM olarak bulunan toksik olmayan dozu
2ml besiyeri i¢inde olacak sekilde 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarinda bulunan hiicrelere
uyguland1 ve hiicreler 37°C’de % 5’lik CO2’li etiivde 72 saat inkiibasyona birakilda.

Kombinasyon kuyularina ise 1.5ml besiyeri igerisinde VPA toksik olmayan dozu olan
500uM olacak sekilde uygulandi ve hiicreler 37°C*de % 5 ‘lik CO’li etiivde 48 saat
inkiibasyona birakildi. 48 saatlik siirenin sonunda ortamdan VPA uzaklastirilmadan,
toplamda 2 ml besiyeri i¢inde Niklozamid 5 uM dozundan azalan dozlara dogru (5- 2,5-
1,25 uM) 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarinda bulunan hiicrelere uygulandi ve hiicreler
37°C’de % 5’lik CO2’li etiivde 24 saat daha inkiibasyona birakildi.

Tedavi siireleri sonunda 6ncelik olarak kitin bilesenlerinin oda sicakligina gelmesi
saglandi. 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplar1 igerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicreleri
serumdan uzaklagtirmak amactyla kuyular 2 ml 1X PBS (Gibco) ilave edilerek hiicre
yiizeyinin yikanmasi saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra
ylizeye yapigsan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari i¢in 0,5 ml % 0,05 Tripsin-EDTA
(Gibco) soliisyonu kullanildi ve hiicreler 37°C’de, % 5 CO2’li ortamda 5dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda &rnekler 300g 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonunda 6rnekler 1X
PBS ile yikandi. Fiksasyon asamasi i¢in kit igerigindeki fiksatif kullanilarak 6rnekler buz
tizerinde 5 dk fikse edildi. Daha sonra Ornekler 300 g 5 dk santrifiij edildi ve
supernatantlar atilarak hiicreler permeabilizayon igin kit igerisindeki permeabilizasyon
soliisyonu ile 5 dk buz iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda érnekler 300g 5 dk
santrifiij edildi ve daha sonra supernatant kismi atilarak kit igerisindeki antikorlar ile
hazirlanan ¢aligma soliisyonu ile 30 dk karanlikda oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda hiicreler 300g 5 dk santrifiij edildi ve galisma soliisyonu ile
sulandirilarak DNA hasarinin belirlenmesi {izerine Muse Cell Analyzer cihazi ile 6lgiim

yapild1 (Sekil 3.3.3).
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Hilereler 300g 5dk
santrifiyj edilir.

1X PBS ile yikama yapilir.

o
Kitin bileseni olan fiksatif =>
ile buz iizerinde 5dk

fiksasyon islemi

3 Hiicreler hazirflanan
gerceklestirilir.

antikorla 30dk

Permeabilizasyon solusyonu ile  inkiibasyona birakilr.
hiicreler 5dk permeabilize edilir. 300G Sdk santrifiij sonras v-H2AX DNA Hasan

kitin icerisinde bulunan Olgiimii yapihr.
cahsma soliisyonu ile
yikama yapilr.

Sekil 3.3.3. DNA hasarmin (y-H2AX) dl¢iilmesi

3.2.5.3. Mitokondri Membran Potansiyeli Testi

Mitokondride meydana gelecek degisiklikler hiicre sagligi ve stresi hakkinda bilgi veren
onemli belirteglerdendir Mitokondri apoptozis siirecinde 6nemli bir role sahip olan
regiilatorlerden biridir. Apoptotik yollarin kesistigi bir kavsak noktasi olan mitokondri
aktivasyonu (sitokrom c’nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasi) apoptotik siirecte
geri doniisiimsiiz noktay1 gosterir (Finkel 2001). Bu yiizden apoptotik uyariy1 takiben,

hiicrelerde mitokondriyal biitlinliigiin kayb1 gézlemlenmektedir.

Mitokondri membran potansiyeli testi i¢cin A549 ve H1299 akciger kanseri hiicreleri
saytlarak 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 1 ml igerisinde 100x10® hiicre olacak sekilde
ekim yapildi. Niklozamid 2ml besiyeri i¢inde SuM dozundan azalan dozlara dogru (5-
2,5-1,25 uM ) 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarinda bulunan hiicrelere uygulandi ve hiicreler
37°C’de % 5’lik CO2’li etiivde 24 saat inkiibasyona birakildi. VPA 500 uM olarak
bulunan toksik olmayan dozu 2 ml besiyeri i¢inde olacak sekilde 6 kuyulu hiicre kiiltiir
kaplarinda bulunan hiicrelere uyguland: ve hiicreler 37°C’de % 5’lik CO2’li etiivde 72

saat inkiibasyona birakildi.

Kombinasyon kuyularina ise 1.5ml besiyeri igerisinde VPA toksik olmayan dozu olan
500uM olacak sekilde uygulandi ve hiicreler 37°C*de % 5 ‘lik CO2’li etiivde 48 saat
inkiibasyona birakildi. 48 saatlik siirenin sonunda ortamdan VPA uzaklastirilmadan,
toplamda 2 ml besiyeri i¢inde Niklozamid 2.5 uM dozundan azalan dozlara dogru (2,5-
1,25 — 0,62 pM) 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarinda bulunan hiicrelere uygulandi ve
hiicreler 37°C’de % 5’lik CO’li etiivde 24 saat daha inkiibasyona birakildi. Tedavi
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stireleri sonunda Oncelik olarak kitin bilesenlerinin oda sicakligina gelmesi saglandi. 6
kuyulu hiicre kiiltiir kaplar icerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicreleri serumdan
uzaklastirmak amaciyla kuyular 2 ml 1X PBS (Gibco) ilave edilerek hiicre yiizeyinin
yikanmasi saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra ylizeye
yapisan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari ig¢in 0,5 ml % 0,05 Tripsin-EDTA (Gibco)
soliisyonu kullanildi ve hiicreler 37°C’de, % 5 CO2’li ortamda 5 dk inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda ila¢ uygulanan kuyularin siipernatantlari, 15 ml’lik falkonlara
topland1 800 rpm’de 5dk santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 falkonlarin siipernatantlari
uzaklagtirildi ve % 1 FBS igeren besiyeri ile hiicre peletleri sulandirildi. Ardindan 95 pl
calisma soluyonu eklendi ve kisa bir pipetaj isleminin ardindan hiicreler 20 dk 37°C’de,
% 5 CO2’li inkiibatdrde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelere 5 pL
7-AAD boyasi eklenerek orta hizda yaklasik 5 saniye vorteks yapildi ve o6rnekler 5 dk
oda sicakliginda bekletildikten sonra Muse Cell Analyzer cihazi ile 6lgiim yapildi (Sekil
3.3.4).

_ = N _
. Mitokondri Membran Potansiyeli | 3
Calisma Solusyonu Eklenir 20dk Inkiibasyon
- > | => => b
\ | 5dk inkiibasyon ja &
\ / Tiiplere Sul 7-AAD
v Boyasindan eklenir.

Mitokondri membran
polariazsyonu ve depolarizasyonu
Akim Sitometrisinde Degerlendirilir.

Hiicreler Mitokondri Membran
Potansiyeli Analizi icin Hazirlamr

Sekil 3.3.4. Mitokondri membran potansiyelinin 6lgiilmesi
3.2.6. Kaspazla Kirilmus Sitokeratin 18 (M30) Diizeylerinin Belirlenmesi

Epitelyal hiicrelerde sitoiskeletin onemli bir proteini olan sitokeratin 18 (CK18),
apoptozis siirecine 6zgii olarak aktiflesen bir enzim grubu olan kaspazlar tarafindan
kirilarak, kirilmis CK18’1 (CK18-Asp396, M30) olusturmaktadir (Leers ve ark. 1999).
Bu yontemin prensibi ise 6zellikle CK18’in Asp396°da kirilan fragmanini tantyan M30
monoklonal antikorunun, hiicrelerin bulundugu ortam ile temas ettirilerek sitokeratinler
tizerinden kaspaz bagimli apoptozisin varliginiin gosterilmesi esasina dayanmaktadir.

ELISA metoduyla M30 Antijen fragmentini belirlemek i¢in; A549 ve H1299 akciger

kanseri hiicreleri sayilarak 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina, kuyu basina 100x10? hiicre
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olacak sekilde ekim yapildi. Tedavi siireleri sonunda hiicrelerin lizis islemi 10 ul %
10’luk NP-40 ile 15-20 dk siireyle oda sicakliginda 600 rpm calkalayict kullanilarak
gerceklestirildi. Ttim kuyulardaki lizat toplanarak 2000 rpm’de 30 saniye siireyle santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasinda, M30 Cytodeath ELISA Kiti (Peviva, Isvicre) i¢erigine uygun
olarak ve 2 bagimsiz deney seklinde gerceklestirildi. Yiizeyi CK18’i taniyan fare
monoklonal M30 antikoru kapli kuyucuklara 25 pl siipernatantlar ile 75 ul horseradish
peroksidaz konjugati eklenerek 600 rpm calkalayicida, oda sicakliginda 4 saat
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, kuyulara 250 ul yikama soliisyonu ilave edilerek 5
kez yikama yapildi ve hemen ardindan 200 ul TMB substrati eklenerek oda sicakliginda,
karanlikta, 20 dk boyunca bekletildi. Reaksiyon, 1IN H2SO4 igeren 50 pl stop ¢ozeltisi
kullanilarak durduruldu ve olusan renk siddeti, spektrofotometre ile 450 nm’de
(FLASHScan S12, Jena, Almanya) 6l¢iildii.

3.2.7. Asetillenmis Histon H3 Diizeylerinin Belirlenmesi

Histon deasetilaz inhibitdrii olan VPA’nin akciger kanser hiicrelerinde (a549 ve H1299)
asetillenmis histon H3 diizeyleri ilizerine etkisi PathScan Acetylated Histone H3
Sandwich ELISA kit (Cell Signaling Technology) kullanilarak belirlendi. Bu yontemin
prensibi histon H3 iizerindeki asetillenmis lizinlerin endojen diizeylerini gdstermesi

esasina dayanir.

Asetillenmis histon H3 diizeylerinin belirlenmesi i¢in A549 ve H1299 akciger kanseri
hiicreleri sayilarak 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina, kuyu basma 100x102 hiicre olacak
sekilde ekim yapildi. Tedavi siireleri sonunda hiicrelere lizis islemi uygulanarak protein

1zolasyonu yapildi.

Total protein konsantrasyonu BCA yontemi kullanilarak belirlendi. Asetillenmis histon
H3 diizeyleri, her bir doz i¢in 2 bagimsiz deney olacak sekilde belirlendi. Her protein
lizati igin, protein konsantasyonu 1,5mg/ml olacak sekilde kit igerisinde bulunan Sample
Diluent ile diliisyon yapildi. Lizatlarin protein konsantrasyonlar: esitlendikten sonra,
yiizeyleri histon H3 ile kaph kuyucuklara 100 ul eklenerek 37°C’de 2 saat inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda, kuyulara 200 pl yikama soliisyonu ilave edilerek 4 kez yikama
yapildi ve hemen ardindan 100 pl Detection antikor (1:11 oraninda hazirlandi) ilave

edilerek 37°C°de 1 saat inkiibasyona birakild. Inkiibasyon siiresi sonunda yikama islemi
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tekrar edildi ve kuyulara 100 ul horseradish peroksidaz (HRP)-bagli ikincil antikor (1:11
oraninda hazirlandi) eklenerek 37°C’de 30 dk inkiibasyona birakildi. Siire sonunda
yikama islemi tekrarlanarak kuyulara 100ul TMB substrati ilave edildi. 37°C’de 10 dk
inkiibe edildikten sonra 100 ul stop ¢ozeltisi ilave edilerek olusan renk siddeti,
spektrofotometre ile 450 nm’de (FLASHScan S12, Jena, Almanya) 6l¢iildii.

3.2.8. Western Blot Analizi

Hiicrelerden elde edilen bir protein karisiminda hedeflenen proteinin varligini tespit
etmek ve molekiiler agirligini belirlemek amaciyla kullanilan 6zel yontemlerden biri de

western blot analizleridir.

Immiinoblotlama olarak da adlandirilan bu teknigin uygulanabilmesi i¢in ncelikle hedef

proteini taniyarak ona baglanabilen bir antikor mevcut olmalidir. Western blotlama temel

olarak dort asamada gergeklestirilir:

I. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) yontemiyle
ornek karigimda bulunan proteinlerin jel iizerinde birbirlerinden ayrilmalar1 saglanir.

ii. Jelde biyliklikklerine gore ayrilarak bantlar olusturan protein molekiilleri,
elektrotransfer teknigi ile nitroseliiloz membrana aktarilirlar.

Iii. Membrana sirasiyla, hedef proteine 0zgii antikor, bu antikoru taniyan ve yapisina
enzim ilave edilmis ikincil bir antikor ile muamele uygulanir.

iv. Son olarak s6z konusu enzimin substrati ile muamelesi sonucunda meydana gelen 151k

araciligi ile hedef proteinin membran iizerinde goriintiilenmesi saglanir (Sekil 3.4).
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Sekil 3.4. Western Blot Asamalarinin Sematik Gosterimi (Abcam 2010).
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Proteinlerin safligmmin kontrolii ve molekiiler agirliklarinin saptanmasi amaciyla
kullanilan SDS-PAGE yo6ntemi Western blot analizinin ilk agamasini olusturur. Western
blot yonteminde toplayici jel ve ayirict jel olmak tlizere iki farkli agaroz jel kullanilir.
Toplayict jel hafif asidik (pH: 6,8) olup diisiik akrilamid konsantrasyona sahiptir ve bu
sayede gozenekli jel olusur. Ayirici jel baziktir (pH:8,8) ve yliksek poliakrilamid igerigi
ile jel gézenekleri daha dardir. Proteinler bu sayede biiyiikliiklerine gore ayrilir ve biiyiik

proteinlere kiyasla kii¢iik proteinler daha kolay ve hizli ilerler.

SDS-PAGE yontemi ile ayrilmak istenilen proteinlerin sadece biiyiikliiklerine gore
ayrimini saglamak i¢in once 1s1 ile denatiire edilmeleri ve sonra Sodyum Dodesil Siilfat
(SDS) ile muamele edilmeleri gereklidir. Anyonik bir deterjan olan SDS, proteinlere
baglanip negatif yiiklii hale getirerek lineer forma doniismelerini saglar. SDS sayesinde
negatif yiik ile yiliklenen proteinler elektroforez sirasinda anoda gog ederler. Elektroforez
islemi tamamlandiginda farkl: biiyiikliikteki proteinler jel boyunca ilerlerken ayrisarak
farkli protein bantlar1 halinde odaklanirlar. SDS-PAGE isleminden sonra jeldeki protein
bantlarinin goriintiilenmesi i¢in kemiluminesans prensibinden yararlanilir (Coskun-Ar1

2003, Mahmood ve Yang 2012).

Western Blot analizi i¢in A549 ve H1299 akciger kanseri hiicreleri sayilarak 6 kuyulu
hiicre kiiltiir kaplarma 1ml igerisinde 100x103 hiicre olacak sekilde ekim yapildi.
Niklozamid 2ml besiyeri iginde SuM dozundan azalan dozlara dogru (5- 2.5- 1.25uM )
6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarinda bulunan hiicrelere uygulandi ve hiicreler 37°C’de %
5’lik CO2’li etlivde 24 saat inkiibasyona birakildi. VPA 500 uM olarak bulunan toksik
olmayan dozu 2ml besiyeri i¢inde olacak sekilde 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarinda
bulunan hiicrelere uygulandi ve hiicreler 37°C’de % 5°’lik CO2’li etiivde 72 saat

inkiibasyona birakild1.

Kombinasyon kuyularina ise 1.5 ml besiyeri i¢erisinde VPA’nin toksik olmayan dozu
olan 500uM olacak sekilde uyguland: ve hiicreler 37°C*de % 5 ‘lik CO2’li etiivde 48 saat
inkiibasyona birakildi. 48 saatlik siirenin sonunda ortamdan VPA uzaklastirilmadan,
toplamda 2ml besiyeri i¢inde Niklozamid 5 uM dozundan azalan dozlara dogru (5- 2.5-
1.25 uM) 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarinda bulunan hiicrelere uygulandi ve hiicreler
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37°C’de % 5’lik CO?’li etiivde 24 saat daha inkiibasyona birakild. inkiibasyon siiresinin

sonunda bir sonraki asama olan protein izolasyonuna gecildi.

3.2.8.1. Protein izolasyonu
3.2.8.1.1. Cozeltiler

Lizis tamponu: 3 ml lizis tamponu (RIPA lysis buffer, Santa Cruz Biotechnology Inc.,
CA, USA) i¢in 30 ul 200mM PMSF (Santa Cruz, CA, USA), 30 ul 100 mM sodyum
ortovanadat (Santa Cruz, CA, USA), 45 ul proteaz inhibitor kokteyl (Santa Cruz, CA,
USA) eklendi. Soliisyon karanlikta hazirlandi.

Bu asamada, ila¢ uygulanan kuyularin siipernatantlari, buz lizerinde tutulan falkonlara
topland1 ve negatif kontrol kuyusunun siipernatanti uzaklastirildi. Kuyulara 1 ml soguk
PBS ilave edilip hiicreler “scraper” (Corning) ile kaldirild1 ve ilgili falkonlara aktarildi.
Stispansiyon +4°C’de 1000g’de 5 dakika santrifiij (Hettich Zentrifugen, Almanya) edildi.
Santrifiij sonras1 falkonlarin stipernatantlar uzaklastirildi ve pelet tizerine 0,05 ml lizis
tamponu pipetlendi. Falkonlar, karanlikta 45 dakika buz lizerinde bekletildi ve bu esnada
10 dakikada bir sonikasyon islemi gergeklestirildi. Siire bitiminde soliisyonlar 1,5 ml’lik
tiplere aktarildi ve +4°C’de 13000g’de 15 dakika santrifiij edildi (Eppendorf AG,
Hamburg, Germany). Siipernatantlar1 0.5ml’lik tiiplere toplandi ve protein miktarlar

olciildii.

3.2.8.2. Proteinlerin Biginkoninik asit (BCA) Yéntemi ile Konsantrasyonlarmnin
Olciilmesi

3.2.10.2.1. Cozeltiler

Bicinchoninic Acid Kit (Sigma, St. Louis, MO)

Bovine Serum Albumin (BSA, Amresco, Solon, OH, USA) Standardi
3.2.8.2.2.BSA Standartlarinin Hazirlanmasi

BCA ile protein miktarlarin1 dlgebilmek i¢in sigir serum albumin (BSA) proteininin
degisik konsantrasyonlar1 ultra saf dH2O ile hazirlanarak bir standart egri grafigi ¢izildi.
ml’sinde 1, 0,8, 0,6, 0,4, 0,2 mg BSA bulunan standartlar hazirlandi.
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3.2.8.2.3. BCA Ol¢iimiiniin Yapilmasi

BCA protein tayin yonteminde bakir siilfat, BCA soliisyonuna eklendiginde olusan
kompleks elma yesili bir renk alir. Bu soliisyon, protein soliisyonuna ilave edildiginde,
proteinin peptit baglari ile etkilesir ve Cu*™ iyonlari Cu” iyonlarina doniisiir. Neticesinde
kompleksin rengini mora ¢evirir. Bu yontem hizli, hassas ve kesindir ancak deterjan ve

organik solventlerle etkilesimlerine dikkat etmek gerekmektedir.

Olgiim i¢in Biginkoninik Asit Kit (Sigma, St. Louis, MO) ve 96 kuyuluk plate (Orange
Scientific) kullanildi. Her bir kuyuya 0, 20, 40, 60, 80 ve 100 ul standart ve 10 pl
konsantrasyonu bilinmeyen 6rnekler pipetlendi. Konsantrasyonu bilinmeyen 6rnekler 10
kere ultrasaf dH.O ile seyreltilerek 6l¢iim yapildi, bu nedenle 10 pl &rnekler 90 pl,
standartlar ise 100 pul’ye tamamlanacak sekilde ultrasaf dH2O ile tamamlandi ve bu
seyreltme katsayisi, hesaplamalarda dikkate alindi. Kuyularin tizerine 200 ul ¢alisma
ayiract pipetlendi ve plate 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda olusan renk siddeti, spektrofotometde 570 nm’de (FLASHScan S12, Jena,
Almanya) okundu.

3.2.8.3. Western Blot Yontemi ile Proteinlerin Nitroselilloz Membrana Aktarilmasi
3.2.8.3.1. Cozeltiler

MES SDS Running Buffer (Nu-PAGE, 20X, Invitrogen, CA, USA): 30ml Running
buffer, 570ml ultra saf H20 ile tamamlanda.

Nu-PAGE LDS Sample Buffer (4X, invitrogen, CA, USA)

Nu-PAGE Sample Reducing Agent (10X, invitrogen, CA, USA)

Nu-PAGE Antioksidant (Invitrogen, CA, USA)

Kaleidoscope Prestained Standarts (Biorad, CA, USA)

% 4-12 gradient, NUPAGE Bis-Tris Mini Gels, 1mm, 12 kuyucuk (Invitrogen, CA,
USA)

10X pH:7,6 TBS-T (Tris-Buffer Saline-Tween20): Tris base 24,239 (Scharlau,
Barcelona, Spain) NaCl (Merck, Darmstadt, Germany)

80,069 ve 5ml Tween20 (Dako, CA, USA) 1L ultrasaf H.O ile ¢oziildii.
Chemiluminescent Detection Kit, Mouse (Amersham, Buckinghamshire, UK)
Phototope®-HRP Western Blot Detection System (Cell signalling, MA, USA)
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3.2.8.3.2. Proteinlerin Yiiklenmesi ve Jelde Yiiriitiilmesi

Ornekler istenen hacimlerde toplam protein miktar1 20 pg (BCA ydntemiyle belirlenen)
ve “sample buffer” ve “reducing agent” 1X olacak sekilde 0.5 mI’lik tiiplere pipetlendi.
Ardindan tiipler su banyosunda bekletildi. Bu esnada jel, elektroforez tankina
yerlestirildikten sonra SDS running buffer, doluluk sinirina kadar eklendi. Hazir jelde
bulunan koruma sivisi pipet yardimiyla al-ver yapilarak uzaklastirildiktan sonra 500 pl
antioksidan eklendi. Marker, yiiklenmeden 6nce 40°C’de 1 dakika bekletildi. Daha sonra
marker (5 pl) ve ornekler kuyulara pipet yardimiyla belirlenen miktarlarda yiiklendi.
Yiikleme islemi sonunda 40 dakika 150V yiirlitme yapildi.

3.2.8.3.3. Proteinlerin Transferi

Transfer islemi icin I-Blot jel transfer cihazina (Invitrogen, CA, USA) sirasiyla anot bakir
(+), jel, filtre kagidi (ultra saf H20O ile 1slatilir), katot bakir (-) ve slinger yerlestirildi.

Uretici firmanin &nerileri dogrultusunda 8 dakika transfer islemi gerceklestirildi.
3.2.8.3.4. Proteinlerinin Belirlenmesi

3.2.8.3.4.1. Bloklama

Uygun protein i¢in, TBS-T igerisinde % 5’lik siit (Santa Cruz, CA, USA) c¢ozeltisi
hazirland1 ve 60 dakika oda sicakliginda, calkalayici {izerinde inkiibe edildi. Siire

sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.

3.2.8.3.4.2. Birincil Antikor

Uygun birincil antikor 1:1000 olacak sekilde % 5’lik BSA veya % 5’lik siit ¢ozeltisi
icerisinde hazirland1 ve 18 saat +4°C’de calkalayicida inkiibasyona birakildi. Siire

sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildu.

3.2.8.3.4.3. ikincil Antikor

Ikincil antikor i¢in, uygun Anti-Rabbit veya Anti-Mouse 1:2000, Anti-biotin 1:1000
olacak sekilde % 5’lik siit ¢ozeltisi icerisinde hazirland1 ve calkalayicida 60 dakika
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.
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3.2.8.3.4.4. Goriintilleme

Goriintiileme i¢in; Lumiglo reagent A (20X, Cell Signaling, MA, USA) ve Peroksidaz
reagent B (20X, Cell Signaling, MA, USA) iki kat seyreltilerek kullanildi. Membranlar
hazirlanan soliisyon ile 1 dakika inkube edildikten sonra a¢iga ¢ikan kemiluminesans
sinyal, Fusion FX-7 (Vilber Lourmat, Torcy, France) cihazi kullanilarak goriintiilendi. Bu
sekilde nitroselilloz membran iizerine transfer edilmis olan proteinlere baglanan

antikorlar goriintiilendi.

3.2.8.3.4.5. Birincil ve ikincil Antikorlarin Membrandan Uzaklastirilmasi

Birincil ve ikincil antikorlart membrandan uzaklastirmak (Stripping) i¢in iretici firmanin
(Cell Signaling, MA, USA) Western blot yeniden isaretleme (reprobing) protokolii
kullanildi. Stripping soliisyonu hazirlamak i¢in; 100 ml ultrasaf su igerisine 0,76g Tris-
base (Scharlau, Barcelona, Spain), 2g SDS (Applichem, Darmstadt, Germany) ve 700ul
3-merkaptoetanol (Merck, Schuchard, Germany) eklendi (1X, pH:6,8). Membran 4 kez 5
dakika TBS-T ile yikandiktan sonra stripping soliisyonu eklenerek 150-300rpm, 37°C’de
30 dakika inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon siiresi sonunda 2 kez 5 dakika TBS-T ile
yikama yapildi ve membranda sinyal olup olmadigmni kontrol etmek amaciyla
goriintiileme yapildi. Goriintiileme sonunda membranlarda sinyal yoksa 4 kez 5 dakika

TBS-T ile yikama yapilarak bloklama asamasina gecildi.

3.2.9. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Isleminin Uygulama Asamalar1 ve Prensipleri

PCR reaksiyonu; DNA’nin iki zincirinin yiiksek sicaklikla birbirinden ayrilmasini
(denatiirasyon), sonra sirasiyla sentetik oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya baglanmasini
(hibridizasyon), zincirin uzamasini (polimerizasyon, ¢ift iplik¢ikli DNA’larin sentezi) ve
tim bu sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasini kapsamaktadir (Sekil 3.5). PCR
tekniginin otomasyonu, her bir siklus esnasindaki 1sitma ve sogutma iglemlerini yazilim
programlar1 dogrultusunda gergeklestiren “thermocycler” adi verilen PCR cihazlan
yardimiyla saglanmaktadir. Bu cihazlarda sicaklik +4 °C ile 100°C’ler arasinda
programlanabilmekte ve reaksiyon islemlerinin sona ermesiyle +4 ‘C’ye ayarlanarak
tiipler uzun siire bu sicaklikta tutulabilmektedir (Arda 1980, Erol ve ark. 1990).
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Sekil 3.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Siklusunun Basamaklari (Vierstrate 1999)
3.2.9.1. DNA’nin Denatiirasyonu Asamasi

Bu asamada ¢ift zincirli hedef DNA’nin birbirinden ayrilmasi saglanmaktadir.
Denatiirasyon asamasinda, sicaklik yaklasik 93-96 °C’ye kadar cikarilir, bu sayede cift
sarmalli DNA, hidrojen baglarinin kopmasiyla iki es zincir birbirinden ayrilir. Bu
sicakliklarin uygulanmasiyla DNA’nin denatiirasyonu “Thermocycler” cihazlarinda
gerceklestirilmektedir. Bunun yanisira denatiirasyon sicakliginin ¢ok yiiksek veya
stiresinin uzun olmasi enzim aktivitesinin olumsuz etkilenmesine neden olmaktadir

(Erlich ve ark. 1991).

3.2.9.2. Primerlerin Baglanmasi (Hibridizasyon, Annealing) Asamasi

PCR islemlerinin bu agamasinda, primer olarak adlandirilan ve ¢ogaltilmasi istenen DNA
icin spesifik olan oligoniikleotidler, denatiirasyon asamasinda elde edilen DNA tek
sarmal1 lizerinde kendisine komplementer olan diziye baglanmaktadir. DNA zincirlerinin
eslesmesi veya yeniden baglanmasi daha diisiik sicakliklarda gerceklesmektedir (37-65
OC). Primerlerden birinin kendine ait olan 5’ ucu, hedef DNA’lardan birinin 3’ ucuyla,
diger primer de ikinci tek iplik¢ik DNA’nin anti paralel olan diger ucunda bulunan 3’
ucuna DNA polimerazin ¢aligma yoniine (5'—3’) uygun olarak baglanirlar (Erol ve ark.

1990, Aldemir ve ark. 2001).
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3.2.9.3. Primerlerin Uzatilmasi (Polimerizasyon, Extention, Elongation) Asamasi

Primerlerin baglanmasi asamasi tamamlandiktan sonra, primerlerin hibritlestigi tek
sarmallarin karsiligit DNA polimeraz (genellikle Taq polimeraz) tarafindan sentezlenir.
Taq Polimerazin optimum ¢aligma sicakligi 72 °C’dir. Taq polimeraz enzimi 5'—3’
yoniinde aktivite gostererek, primerlerin 3’ ucglarindan baslamak iizere ortamdaki
niikleotidleri kullanarak hedef DNA dizisinin birebir kopyasin1 yapmaktadir (Caner ve
ark. 2000, Birben 2006).

3.2.9.4. Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Niikleik asit cogalmasiyla eszamanli olarak artig gdsteren floresans sinyalin dl¢iilmesiyle,
kisa siirede kantitatif sonug¢ verebilen bir PCR yontemidir. Ticari olarak gelistirilmis ii¢
tipi bulunmaktadir. Bunlar; LightCyler (Roche), TagMan (PE Biosystem) ve iCycler
(BIO-RAD)’dur.

LightCycler sisteminin uygulanmasinda; yalnizca ¢ift zincirli DNA’ya baglandiklarinda
floresans veren boyalar (Syber green 1) kullanilarak, ¢ogalmaya bagli DNA artisi1, ortaya
cikan floresansin miktariyla Olclilmektedir. Primerin  baglanmasini  takiben
gerceklestirilen uzama asamasinda, hedef DNA’nin ¢ift sarmal hale gelmesiyle DNA’ya
baglanan Syber green 1 miktar1 artmakta ve buna bagh olarak yayilan floresans
miktarinda artis gozlenmektedir (Heid ve ark. 1996, Grove 1999, Kubista ve ark. 2006).
Bu uygulamada, floresans artis1 her zaman spesifik amplifikasyonu gdstermeyebilir.
Ciinkii ¢ift sarmal DNA’ya entegre olan Syber green 1 ortamda hedef molekiiller
olmadiginda primerlerin kendi aralarinda gergeklesecek olan baglanmalar (primer dimer)
sonucunda da yapiya katilarak floresans olusumuna sebep olabilmektedir. Bu olumsuz
faktorli gidermek i¢in amplifikasyon iirlinlerinin melting curve (erime egrisi) analizi
yapilmaktadir. Her cift sarmal DNA, kendine 6zgii melting temperature (Tm, ¢ift sarmal
DNA’nin % 50’sinin tek sarmal hale gelmesi i¢in gerekli sicaklik) degerine sahiptir.
PCR c¢ogalmasimin ardindan sicaklik yavas yavas yiikseltilerek, belirli araliklarla tiipteki
floresans miktar1 kaydedilir. Cift sarmal DNA zincirleri birbirinden ayrilmaya baslayinca
Syber green 1 boya serbest kalmakta ve floresans miktar1 azalmaktadir. Denatiirasyon
oldugunda floresans sinyal aniden diismektedir. Erime egrisinden yararlanilarak

amplikonun Tm derecesi saptanabilmektedir. Incelenen 6rnege ait Tm derecesi, ayni
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kosullarda isleme alinan pozitif kontrolin Tm derecesiyle karsilastirilarak, PCR

sonucunun dogru veya hatali olduguna karar verilmektedir.

LightCycler’in diger bir uygulama sekli, hedefe 6zgiil problar kullanmaktir. Burada
problarla testin 6zgiilligii arttirilmistir. Problardan biri 3’ ucundan floresans boyayla
isaretli (donor boya), digeri 5’ ucundan alici boyayla (acceptor dye) isaretlenmistir.
Problar, hedef amplikonlar iizerinde birbirine yakin (1-5 niikleotid uzaklikta) yere
baglanmakta ve isaretli uclar yan yana gelmektedir. Iki boyanin yan yana gelmesiyle
aci8a cikan enerji, ikinci prob lizerindeki alici boyayi etkileyerek floresans olusumuna
yol agmaktadir. FRET (Fluoresance resonance energy transfer) olarak adlandirilan bu
enerji transferi sonucunda olusan floresans miktari, ortamdaki hibridizasyonun
derecesine, diger bir ifadeyle PCR siklusu siiresince olusan amplikonlarin miktarina bagli

olarak artmaktadir (Holland ve ark. 1991, Livak ve ark. 1995).

Es zamanli PCR, kisa siirede kantitatif sonu¢ verebilmektedir. Tiipler agilmadan taniya
gidildigi i¢cin kontaminasyon riski diisiiktiir. Elektroforeze gerek kalmadan c¢ogalma
esnasinda sonu¢ alinabilmektedir. Ayrica floresan veren problar kullanilarak hedef

niikleik asitteki mutasyonlar saptanabilmektedir (Morris ve ark. 1996).

A549 ve H1299 akciger kanseri hiicreleri sayilarak 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarma 1 ml
icerisinde 100x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Niklozamid 2 ml besiyeri icinde 5
uM dozu 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarinda bulunan hiicrelere uygulandi ve hiicreler
37°C’de % 5’lik CO2’li etiivde 24 saat inkiibasyona birakildi. VPA 500 uM olarak
bulunan toksik olmayan dozu 2ml besiyeri iginde olacak sekilde 6 kuyulu hiicre kiiltiir
kaplarinda bulunan hiicrelere uyguland: ve hiicreler 37°C’de % 5’lik CO2’li etiivde 72

saat inkiibasyona birakildi.

Kombinasyon kuyularma ise 1.5 ml besiyeri icerisinde VPA toksik olmayan dozu olan
500uM olacak sekilde uygulandi ve hiicreler 37°C*de % 5 ‘lik CO’li etiivde 48 saat
inkiibasyona birakildi. 48 saatlik siirenin sonunda ortamdan VPA uzaklastiriimadan,
toplamda 2ml besiyeri i¢inde Niklozamid 5uM dozu 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarinda
bulunan hiicrelere uygulandi ve hiicreler 37°C’de % 5’lik CO,’li inkiibatorde 24 saat daha
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerde total RNA izolasyonu

yapildi.
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3.2.9.5. Hiicrelerden Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu Total RNA Purification Kit (Jena Bioscience) kullanilarak yapildi.
Bu asamada ila¢ uygulanan kuyularin siipernatantlari, buz {izerinde tutulan 15 ml’lik
falkonlara toplandi ve negatif kontrol kuyularinin siipernatanti uzaklastirildi. Kuyulara 2
ml soguk PBS ilave edilip hiicreler % 0,05 Tripsin- EDTA ile kaldirild1 ve ilgili falkonlara
aktarildi. Stispansiyon +4 °C’de 1000 g’de 5 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonras1 falkonlarin slipernatantlar1 uzaklastirildi ve pelet tizerine 250 pl lizis
tamponu eklenerek 10 sn vortex yapildi. Vortex yapildiktan sonra falkonda bulunan
hacmin 0,6 kati kadar (yaklasik 180 ul) izopropanol eklendi. Kitin igerisinde yer alan
filtre tiipler, koleksiyon tiipler ile birlestiridi ve filtre tiiplerin igine 100 pl aktivasyon
buffer pipetlendi. Daha sonra birlestirilen filtre tiipler ve koleksiyon tiipler 10000 g’de 30
saniye santrifiij edildi. Santrifiij sonunda koleksiyon tiiplerde biriken sivi uzaklastirildi.
Orneklerin bulundugu falkonlardan tiim hacim filtre tiiplere aktarildi ve 10.000 g’de 30
saniye santifiij edilip alta gecen sivi uzaklastirildi. Filtre tiiplere 500 pl primer yikama
sollisyonu pipetlendi ve 10000 g’de 30 saniye santrifiij edildi, santrifiijj sonunda
koleksiyon tiiplerde biriken sivi uzaklastirildi. Daha sonra filtre tiiplere 500 pl sekonder
yikama soliisyonu pipetlendi ve 10.000 g’de 30  saniye santrifiij edildi. Son olarak tiipler
10.000 g’de 2 dakika santrifiij edildi. Daha sonra filtreli tiipler kapakl tiiplere yerlestirildi
ve membranin tam tistiine 50ul eliisyon buffer eklenerek 1 dakika oda 1sisinda inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda 10.000 g’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda

tiipte bulunan RNA ¢ozeltilerinin konsantrasyonlar1 ol¢iildii.

3.2.9.6. izole Edilen RNA ’larin Kontrolii

Izolasyonu gerceklestirilen RNA’larin kalitesi ve miktarlari Nanodrop™ cihazi ile
Olciildii. RNA o6rneklerinden 1 pl alindi ve suya kars1 kor alinan cihaz ile dl¢timler yapildi.
RNA miktarlar1 50 ng/ul ile 600 ng/pl arasinda bulundu.

3.2.9.7. cDNA Sentezinin Yapilmasi

Elde edilen total RNA o6rnekleri, SCRITPT cDNA Sentez Kiti (Jena Bioscience) ile
cDNA'ya ¢evrildi. Cevrim i¢in, kullanilacak RNA 6rnek sayisindan 1 6rnek fazla olacak
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sekilde “1 ¢evrim” siitunundaki hacimler (RNA hari¢) bu sayi ile ¢arpilarak bir karigim
(cDNA Sentez karigimi) hazirland1 (Cizelge 1.1).

Cizelge 1.1. cDNA Sentez Karisimi Hazirlanisi

Bilesen Stok Final 1 ¢cevrim (20 pL)
Konsantrasyonu Konsantrasyon
RNaz-free su - - 20 pl’ye tamamla
RNA - Total RNA: 10 pg-
Sug
Ya da mRNA: 10 | x pl
pg-500 ng
Primer 100 uM Oligo-dT: 0,1-0,2 ul
500 pmol (300 ng) | 0,5 ul
Hexamer: 0,5 ul
50 pmol (300 ng)
SCRIPT RT | 5x 1x 4 ul
Tampon
dNTP Karigsimi 10 mM (her biri) 500 uM (her biri) 1 ul
DTT Stok Cozeltisi | 100 mM 5mM 1 ul
RNaz inhibitor 40 tinite/pl 40 tinite 1l
SCRIPT 200 tinite/pl 100 {inite 0,5 ul
Reverse

Bu karisim buz iizerinde Etiketli PCR tiiplerine esit sekilde dagitildi ve son olarak da
RNA konsantrasyonlari esit olacak sekilde pipetlendi. Reaksiyonun gergeklesmesi igin
tiipler, 42 °C’de 10 dakika sicaklik dongii cihazinda inkiibe edildi. Reverse transkriptaz
enzimini inaktive etmek i¢in tiip, 50 °C’de 60 dakika sicaklik dongii cihazinda inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda, reaksiyonu durdurmak igin tiipler hizli bir sekilde buz

tizerine alind1 ve es zamanli PCR analizi i¢in kullanilmak tizere -20 °C’de saklandi.
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3.2.9.8. Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizinin Yapilmasi

Literatiir aragtirmalar1 sonucunda apoptozis (FAS, TNFRSF10B, TNFRSF10A, HRK),
nekroptozis (PARP1, RIPKI1) ve otofaji (ATG3, ATGS, BECN) ile iligkili sinyal
yolaklarinda etkili olan 6nemli genler belirlendi. Bu genlerin primerleri kullanilarak

qPCR master karigimi hazirlandi (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2. qPCR Master Karisimi1’in Hazirlanisi

Bilesen 20 pul | 180 ul mix i¢in (8 gen i¢in | Final
mix | +1 fazla 6rnek; 9 6rnek) | konsantrasyon
icin
gPCR Green- | 10 ul 90 ul 1x
Master with UNG
Primer (Forward) | 0,6 pl 5,4 ul 300 nM
Primer (Reverse) | 0,6 ul 5,4 ul 300 nM
PCR-Grade Su 7,3 ul 65,7 ul -
Toplam Mix 18,5 ul 166,5 pl -

Hazirlanan bu karisimdan 18,5 pl PCR platelerinin 6rnek kuyucuklarina dagitild.
Uzerlerine ¢cDNA’lardan 1,5 pl pipetlendi. Plate LightCycler 480 (Roche) cihazina
yerlestirildi. Asagida verilen program ayarlanarak PCR tamamlandi. Sonuglar =~ 2744¢T

metodu kullanilarak LightCycler Software 4.0 ile degerlendirildi.

1 siklus 50°C’de 2 dakika
45 siklus 95°C’de 15 saniye

52°C’de 20 saniye

72°C’de 30 saniye
1 siklus (Melting 95°C’de 1 dakika
Curve) 55°C’de 30 saniye

95°C’de 30 saniye

1 siklus (Cooling)  40°C’de 2 dakika
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3.2.10. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizlerin yapilabilmesi amaci le ile veriler Graph Pad programi aracilig ile
t-testi, coklu veri analizi ANOVA ile degerlendirildi. 3 tekrarli yapilan tiim analizlerin
sonuglar1 ortalama ve standart sapma ile verildi. Istatistiksel olarak anlamli veriler

p<0,05, p<0,01, p<0,001 degerine gore belirlendi.
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4. BULGULAR
4.1.1 SRB Canhilik Testi Bulgulari

Farkli genomik ve morfolojik 6zelliklere sahip olan A549 (p53 pozitif) ve H1299 (p53
negatif) akciger kanseri hiicrelerine (Sekil 4.1.1) 24, 48 ve 72 saat boyunca VPA ve
niklozamid farkli konsantrasyonlar1 (VPA 0,15-5 mM, Niklozamid 0,078-5 uM) hiicre
besiyerinde hazirlanarak uygulandi. Ayni1 zamanda yapilacak olan kombinasyon
caligmalar1 i¢in 48 saat boyunca 500 uM konsantrasyonunda VPA tedavisi sonrasi, VPA
kuyudan uzaklastirilmadan Niklozamid farkli konsantrasyonlari ile (0,07-5 pM) 24 saat

boyunca kombinasyon tedavisi uygulandi ve hiicre canliligi lizerine etkisi SRB testi ile

belirlendi.

Sekil 4.1.1. A549 ve H1299 hiicre soylarinin faz goriintiileri. A. A549 hiicre soyu, B.
H1299 hiicre soyu.

VPA ve niklozamid bilesiginin uygulandig hiicre soylarinda zamana ve doza bagl olarak
konsantrasyon arttik¢a hiicrelerin canlilik ylizdesinde istatistiksel olarak anlamh
azalmalar gozlendi (p<0,05; p<0,01; p<0,001). Hiicre soylarinda 12, 24 ve 48 saat
boyunca farkli konsantrasyonlarda VPA ve niklozamid bilesigi uygulamasi sonrasi ortaya
c¢ikan sonuclar Sekil 4.1.2 ve Sekil 4.1.3” de gosterildi.

Niklozamid bilesigi 0,31-5 uM doz araliginda uygulama sonucu; zamana ve doza bagiml
olarak A549 ve H1299 hiicrelerinde kontrole kiyasla hiicre canliliginda anlamli azalmalar
gozlendi (p<0,001). VPA bilesigi ise 5, 2,5, 1,25 mM 48 saat uygulama sonucu, 5-0,62
mM doz araliginda 72 saat uygulama sonucu A549 ve H1299 hiicrelerinde kontrole
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kiyasla doza ve zamana bagimli olarak hiicre canliliginda anlamli azalmalar gézlendi
(p<0,01, p<0,001).

A549 Niklozamid SRB Testi Sonuglan
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Sekil 4.1.2. A549 hiicre soyunda Valproik asit (0,07-5 mM) ve Niklozamid (0,07-5 uM)
uygulamasinin zamana bagl olarak SRB testi sonrasi canlilik yiizdelerinin grafigi. Her
bir veri noktast 3 bagimsiz c¢alismanin ortalamasini temsil etmektedir. *Ayni zaman
periyodu icinde kontrole gore farkli dozlar karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamlilig1 (*: p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001) ifade etmektedir.
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H1299 Niklozamid SRB Testi Sonuglari
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Sekil 4.1.3. H1299 hiicre soyunda Valproik asit (0,07-5 mM) ve Niklozamid (0,07-5 uM)
uygulamasinin zamana bagli olarak SRB testi sonras1 canlilik yiizdelerinin grafigi. Her
bir veri noktas: 3 bagimsiz ¢aligmanin ortalamasini temsil etmektedir. *Ayn1 zaman
periyodu icinde kontrole gore farkli dozlar karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamliligr (*: p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001) ifade etmektedir.

SRB verilerine gore; A549 ve H1299 hiicre soylarinda niklozamid ve VPA bilesiginin
sitotoksik aktivitesinin gosterilmesinde 6nemli olan ICso (kontrol hiicrelerine kiyasla

niklozamid ve VPA bilesigi ile muamele sonrast hiicrelerin % 50’sini dldiiren

konsantrasyon) degerleri Cizelge 2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Niklozamid ve valproik asit bilesigi uygulanan hiicre soylarinda SRB
canlilik testi sonuglarina gore 48 ve 72 saat tedavi siiresindeki ICso degerleri.

Doz (uM) A549 H1299
Niklozamid 1Cs0 2,14 2,08
48 Saat
Niklozamid 1Cso 0,65 0,55
72 Saat
Doz (mM) A549 H1299
Valproik Asit 1Cso 4,8 4,34
48 Saat
Valproik Asit 1Cso 2,67 1,49
72 Saat

4.1.2. VPA’nin Histon Asetilasyon Seviyelerine Etkisinin Belirlenmesi

A549 ve H1299 hiicre soylarinda VPA’nin toksik olmayan konsantrasyonlarinda (100,
250, 500 uM 72 saat uygulama) toplam histonlarda ki toplam asetilasyon seviyeleri
ELISA yontemiyle belirlendi (Sekil 4.1.4). VPA uygulamasi sonrast her iki hiicre
soyunda, artan konsantrasyonlara paralel histonlarda asetilasyon seviyelerinde kontrole
oranla artis gozlenmistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak VPA’nin toksik olmayan
dozlarinda ki histon deasetilaz inhibitorii etkisinin en yiliksek oldugu 500 puM

konsantrasyonu segilerek kombinasyon tedavisinde kullanilmistir.
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A549 Hiicrelerinde Asetillenmis Histon H3 H1299 Hiicrelerinde Asetillenmis Histon H3
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Sekil 4.1.4. A549 ve H1299 hiicre soylarinda Valproik asit (VPA) 100, 250, 500 uM
konstantrasyonlarinda 72 saat uygulama sonrasi histonlardaki toplam asetilasyon
seviyelerinin katlik artis grafigi. Her bir veri noktasi 3 bagimsiz ¢alismanin ortalamasini
temsil etmektedir.

4.2.1. VPA ve Niklozamid Kombinasyon Uygulamasinin SRB Canhhk Testi

Bulgular:

SRB canlilik testi ve toplam histon asetilasyonu sonuglarina gore, VPA’nin 72 saatlik
tedavi sonras1 500 uM dozu segilerek niklozamidin farkli konsantrasyonlar1 (5-0,07 uM)
ile kombine edilmistir (Sekil 4.2.1). Kombinasyon uygulamasinda, VPA 500 puM
konsantrasyonunda 48 saat uygulanmasi sonrasi kuyudan ¢ekilmeden niklozamidin farkli
konsantrasyonlar1 ile 24 saat muamele edildimistir. Sonug¢ olarak hiicrelere 72 saat
boyunca VPA tedavisi uygulanmistir. A549 ve H1299 hiicrelerinde ki kombinasyon
calismasinin SRB canlilik testi sonuglarina gore, niklozamidin 5-2,5 ve 1,25 uM
konsantrasyonlari ile yapilan kombinasyon uygulamasinda bilesiklerin tek baslarina ve

kontrole oranla hiicre canliliginda anlamli azalmalar gézlendi (p<0,001) (Sekil 4.2.1).
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A549 Kombinasyon SRB Testi Sonuglan
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Sekil 4.2.1. A549 ve H1299 hiicre soyunda VPA ve niklozamid farkli konsantrasyonlari
ile kombinasyon uygulamasinin SRB testi sonras1 alinan canlilik yiizdelerinin grafigi. Her
bir veri noktas: 3 bagimsiz ¢alismanin ortalamasini temsil etmektedir. Kombinasyon
uygulamasinda, VPA 500 uM 48 saat uygulama sonrast kuyudan ¢ekilmeden
niklozamidin farkli konsantrasyonlar1 ile 24 saat muamele edilmistir. *Ayn1 zaman
periyodu icinde kontrole gore farkli dozlar karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamliligr (*: p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001) ifade etmektedir.
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4.2.2. VPA ve Niklozamid Kombinasyon Uygulamasimin ATP Canhilik Testi
Bulgular:

ATP canlilik testi ile hiicrelerde canliligin bir gostergesi olan intraselliiller ATP miktar1
belirlendi. A549 ve H1299 akciger kanseri hiicrelerine 48 saat boyunca 500 puM
konsantrasyonunda VPA tedavisi sonrasi, VPA kuyudan uzaklastirilmadan Niklozamid
farkli konsantrasyonlar1 ile (0,078-5 uM) 24 saat boyunca kombinasyon tedavisi

uygulandi ve hiicre canlilig: lizerine etkisi ATP testi ile belirlendi.

ATP canlilik testi SRB testine gore daha hassas bir metod oldugu i¢in hem bilesiklerin
tek basina hemde kombinasyonlarinin hiicre canliligi degerleri ATP testinde daha diisiik
bulundu (Sekil 4.2.2).

A549 ve H1299 hiicrelerinde ki kombinasyon ¢alismasinin ATP canlilik testi sonuglarina
gore, niklozamidin 5-0,62 uM konsantrasyonlari ile yapilan kombinasyon uygulamasinda
bilesiklerin tek baslarina ve kontrole oranla hiicre canliliginda anlamli azalmalar gozlendi
(p<0,05, p<0,001). Fakat her iki hiicrede de 0,62 uM dozuyla yapilan kombinasyon
uygulamasinda, VPA 500 uM konsantrasyonuna kiyasla hiicre canliliginda azalmanin

daha az oldugu belirlendi (p<0,05) (Sekil 4.2.2.).
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A549 Kombinasyon ATP Testi Sonuglari
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Sekil 4.2.2. A549 ve H1299 hiicre soyunda valproik asit (VPA) 500 uM ve niklozamid
farkl1 konsantrasyonlar1 ile kombinasyon uygulamasinin bilesiklerin tek baglarina
etkilerinin ATP testi sonras1 canlilik yiizdelerinin grafigi. Her bir veri noktas1 3 bagimsiz
calismanin ortalamasini temsil etmektedir. Kombinasyon uygulamasinda, VPA 500uM
48 saat uygulama sonrasi kuyudan ¢ekilmeden niklozamidin farkli konsantrasyonlar ile
24 saat muamele edilmistir. *Ayn1 zaman periyodu i¢inde kontrole gore farkli dozlar
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi (* p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001)
ifade etmektedir.
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4.3. Anneksin-V, Propidyum Iyodiir ve Hoechst Boyama Yontemi Sonuglar

Anneksin-V, apoptozisin erken donemlerinde hiicrenin dis yiizeyine transloke olan PS’ye
baglanabilen bir proteindir ve floresan bir madde ile isaretlendiginde apoptotik hiicreler
gorlniir hale getirilirerek floresan mikroskobu ile incelenir. Ayrica nekrotik hiicrelerin
yiizeylerinde de Anneksin-V baglanmasi goriilebildigi i¢in yontem g¢alisilirken ikinci
boya olarak propidyum iyodiir eklenmektedir. Hiicreler Anneksin-V Fluorescein (yesil
floresan) ve non-vital boya olan propidyum iyodiir (kirmizi floresan) ile es zamanli olarak
boyandiginda; canli hiicreler Annexin-V negatif/ PI negatif, erken apoptotik hiicreler
Annexin-V pozitif/PI negatif ve ge¢ apoptotik veya nekrotik hiicreler Anneksin-V pozitif/
PI pozitif sonug¢ verir. A549 ve H1299 hiicrelerine valproik asidin toksik olmayan
dozunda (500 uM) 72 saat ve niklozamid farkli konsantrasyonlari (1,25-5 uM) ile 24 saat
ilag uygulamasini takiben {iglii boyama yontemi (Hoechst 33342+Anneksin-V+PI)
uygulanarak floresan mikroskop altinda degerlendirme yapildi. Ayn1 zamanda yapilacak
olan kombinasyon calismalar1 i¢in 48 saat boyunca 500 uM VPA tedavisi sonrasi
niklozamid farkli konsantrasyonlari ile (1,25-5 puM) 24 saat boyunca kombinasyon
tedavisi uygulandi ve ilag uygulamasmi takiben T{glii boyama yontemi (Hoechst

33342+Anneksin-V+PI) uygulanarak floresan mikroskop altinda degerlendirme yapildi.

Ab549 hiicre soylarinda VPA 72 saat toksik olmayan dozu olan 500 uM dozunda uygulama
sonucu kontrole oranla hiicre yogununlugunda bir azalma gozlenmedi. Niklozamidin
farkli konsantrasyonlart olan 1,25- 2,5 ve 5 uM dozlarinda 24 saat uygulama sonucu
kontrole oranla hiicre yogunlugunda azalma ve 6zellikle 5 pM dozunda apoptozise 6zgii
olan piknozis yani niikleusun kontrole kiyasla kiigiildigii gozlendi (Sekil 4.3.1).
Kombinasyon tedavisinde ise, kontrole ve niklozamidin tek basina etkisine oranla hiicre
yogunlugunda daha fazla bir azalma gézlendi. Mikroskobik sonuglarin canlilik testi
sonuglarimiz1 destekledigi goriildii. Ayrica 5 pM niklozamid ile 500 pM VPA
kombinasyon tedavisinde Anneksin-V ve PI boyamasi sonuglarinin pozitif sonug verdigi

yani hiicrelerin ge¢ apoptoz ile 61diigii gozlemlendi (Sekil 4.3.1).
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Hoechst Anneksin-V Propidyum Iyodiir

L By
L&

NEGATIF
KONTROL

VPA
500pM 72 Saat

Niklozamid
SuM 24 Saat

Niklozamid
2.,5uM 24 Saat

Niklozamid
1.25uM 24 Saat

VPA 500 M
+

Niklozamid
SuM 24 saat

VPA 500nM
+

Niklozamid
2.,5uM 24 saat

VPA 500uM
+

Niklozamid
1,25pM 24 saat

Sekil 4.3.1. Valproik asit (VPA), niklozamid ve kombinasyon tedavisinin A549
hiicrelerinde floresan mikroskop goriintiileri. Beyaz ok: Piknotik veya kondanse nukleus.
Kombinasyon uygulamasinda, VPA 500 puM 48 saat uygulama sonrasi kuyudan
cekilmeden niklozamidin farkli konsantrasyonlari ile 24 saat muamele edilmistir.
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H1299 hiicre soylarinda, VPA’nin 72 saat toksik olmayan dozu olan 500 uM dozunda
beklenildigi gibi kontrole oranla hiicre yogununlugunda bir azalma go6zlenmedi.
Niklozamidin farkli konsantrasyonlari olan 1,25, 2,5 ve 5 uM dozlarinda 24 saat
uygulama sonucu kontrole oranla hiicre yogunlugunda azalma ve 6zellikle 5 uM dozunda
apoptozise 6zgli olan piknozis yani niikleusun kontrole kiyasla kii¢iildiigii gozlendi (Sekil
4.3.2). Kombinasyon tedavisi uygulamasinda ise; kontrole ve niklozamidin tek basina
etkisine oranla hiicre yogunlugunda azalma, Anneksin-V pozitif/ Pl pozitif boyanan hiicre
yogunlugu gdzlendi. Ozellikle 500 pM dozunda 48 saat VPA uygulamasi sonrasi 24 saat
niklozamid (5 uM) kombinasyon tedavisinde, Anneksin-V pozitif/Pl pozitif hiicre
yogunluguun fazla oldugu yani hiicrelerin ge¢ apoptoz veya nekroz ile 61diigi gozlendi.
Niklozamid 2,5 uM ve 1,25 uM kombinasyon tedavi sonrasi ise Anneksin-V(+)/PI(+)
boyamasi sonuglarinin pozitif sonug¢ verdigi hiicrelere ek olarak Anneksin-V(-)/PI(+)

boyanan hiicreler goriildii (Sekil 4.3.2). Bu hiicrelerin nekroz ile 61diigii sdylenebilir.
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Anneksin-V Propidyum Iyodiir

NEGATIF
KONTROL

VPA
S00uM 72 Saat

Niklozamid
SuM 24 Saat

Niklozamid
2,5uM 24 Saat

Niklozamid
1.25uM 24 Saat

VPA 500pM
+

Niklozamid
SuM 24 saat

VPA 500uM
+

Niklozamid
2,5uM 24 saat

VPA 500uM
+

Niklozamid
1,25uM 24 saat

Sekil 4.3.2. Valpr0|k asit (VPA), niklozamid ve kombinasyon tedavisinin H1299
hiicrelerinde floresan mikroskop goriintiileri. Kombinasyon uygulamasinda, VPA 500
UM 48 saat uygulama sonrasi kuyudan ¢ekilmeden niklozamidin farkli konsantrasyonlari
ile 24 saat muamele edilmistir. Beyaz ok: Piknotik veya kondanse nukleus; Sar1 ok:
Anneksin-V, pozitif PI pozitif alanlar1 gostermektedir.
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4.4. M30 Antijen (Kaspazla Kirilmis Sitokeratin 18) Bulgulari

VPA 500uM dozunda 48 saat tedavi sonrasi niklozamidin 5uM dozu ile 24 saat
kombinasyon tedavisinin hiicreler tizerinde kontrole ve bilesiklerin tek baslarina
kullanimina oranla sitotoksik aktivite gosterdigi belirlendikten sonra hiicre 6liim modunu
arastirmak amaciyla apoptozise 6zgii bir belirte¢ olan kaspazla-kirilmis CK18 (M30)
diizeylerine bakildi. M30-Antijen 6l¢iimlerinin degerlendirilmesi i¢in standart egri grafigi
hazirlandi. A549 ve H1299 hiicreleri ile yapilan ¢alismanin standart egri grafigi Sekil
4.4.1°te gosterilmistir. Olgiilen absorbanslar standart egri grafigi yardimiyla belirlenen
formiiller {izerinden degerlendirilerek M30 miktarlar1 U/L cinsinden hesaplandi. A549
hiicre soyunda kombinasyon tedavisinin VPA ve niklozamidin tek baslarina etkilerine
oranla M30 antijen (kirilmis sitokeratin-18) miktarinda artisa neden oldugu gézlenmistir
(Sekil 4.4.2). Apoptosis sirasinda hiicre dis1 bilesenlerin par¢alanmasini saglayan
kaspazlarin, 6zellikle de kaspaz-3 ve kaspaz-7'nin aktivasyonu gergeklesir. Aktif kaspaz
3/7 tarafindan pargalanan proteinlerden biri, epitelyal hiicre dokusunda yiiksek seviyede
eksprese edilen bir protein olan sitokeratin 18'dir. A549 hiicre soyunda kirtlmig
sitokeratin 18’e baglanan M30 antijen seviyesinde ki istatiksel olarak anlamli artis,
kombinasyon tedavisinde apoptozisin varligin1 gostermektedir. H1299 hiicre soyunda

sitokeratin 18 ekspresyonu olmadigindan bu ¢alismada kullanilamamastir.

3500

y=-1177x2 +4017,1x
3000 R?=0,9955
2500
2000

1500

Standart { u/L)

1000

500

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Absorbans 450nm

Sekil 4.4.1. M30 (Kaspazla Kirilmis Sitokeratin 18) Standart Egri Grafigi
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A549 M30 Grafigi
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Sekil 4.4.2. M30 (kaspazla kisilmig sitokeratin 18) bulgulari.
4.5. Kaspaz-3/7 Aktivitesi Bulgular:

Kaspazlar, apoptozis slirecinde dnemli rollere sahip olan sistein proteazlardir. Apoptotik
sinyal boyunca etkili olan effektor kaspazlardan olan kaspaz 3/7 aktivasyonu membran

integritesi ve hiicre 6liimii hakkinda 6nemli bilgiler vermektedir.

A549 ve H1299 hiicrelerine VPA 500 uM dozunda 72 saat, niklozamid 5 uM dozunda 24
saat ve kombinasyon tedavisi icin 48 saat boyunca 500 uM VPA tedavisi sonrasi
Niklozamid 5 uM dozunda 24 saat uygulama sonrasinda sonrasinda Muse cell analyzer
cihazi kullanilarak kaspaz-3/7 aktivitesi incelendi (Sekil 4.5.1 ve 4.5.2).

VPA (500 uM, 72 saat) uygulamasi sonrasinda A549 hiicre soyunda canlilik oraninin %
85.65 (Q3) total apoptotik oran yiizdesinin (kaspaz 3/7 aktivitesi) %13.80 (Q2+Q4)
oldugu belirlendi. Benzer sekilde, tek basina niklozamid (5 pM, 24 saat) uygulamasi
sonrasinda canlilik yiizdesi % 86.35 (Q3), total apoptotik oran yiizdesi %13.5 (Q2+Q4)

oldugu gozlendi. Alinan sonuglar da kontrol, VPA ve niklozamid tedavilerinin kaspaz 3/7
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aktivitesinde herhangi birartisa neden olmadigi belirlendi. VPA ve niklozamid
kombinasyon tedavisinde ise canlilik yiizdesi % 48.75 (Q3), total apoptotik oran yiizdesi
% 50.02 (Q2+Q4) ile kontrole oranla kaspaz 3/7 aktivitesinde belirgin artis bulundu
(Sekil 4.5.1). Kombinasyon tedavisinde hiicrelerin bir kisminin apoptoza (ge¢ apoptozis)

gittigini yani floresan bulgularimiz1 destekler niteliktedir.

Valproik Asit

I Dead

WLRILITY

1Q1 o Q2
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Sekil 4.5.1. A549 hiicrelerinde kaspaz 3/7 aktivitesi degerlendirmesi ile elde edilen
apoptotik yiizde degerlerinin 48 saatlik histogramlar1 (Q1=Nekroz, Q2=Ge¢ Apoptoz,
Q3=% Canlilik, Q4=Erken Apoptoz).

H1299 hiicrelerinde ise VPA (500 uM, 72 saat) tedavisi sonrasinda canlilik yiizdesi %
93.55 (Q3), total apoptotik oran yiizdesi % 6.0 (Q2+Q4) ile canlilik yiizdesinde ve

apoptotik oran ylizdesinde kontrole gore degisim olmadig1 yani kaspaz 3/7 aktivitesinde
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degisim goriilmedi. Niklozamid (5 uM, 24 saat) uygulamasi sonrasinda canlilik yiizdesi
% 85.80 (Q3), total apoptotik oran yiizdesi % 12.65 (Q2+Q4) oldugu ve kaspaz 3/7
aktivitesinde kontrole oranla yiiksek oranda bir artisa neden olmadigi belirlendi. VPA ve
niklozamid kombinasyon tedavisinde ise canlilik yiizdesi % 76.56 (Q3), total apoptotik
oran ylizdesi (kaspaz 3/7 aktivitesi) % 22.65 (Q2+Q4) olarak bulundu. Kombinasyon
tedavisinde kaspaz 3/7 aktivitesinin kontrole ve niklozamidin tek basina uygulamasina
oranla yaklasik %10’luk bir artis goriildii (Sekil 4.5.2). Kombinasyon tedavisinde H1299

hiicrelerin gogunlugunun nekroptoza gittigini desteklemektedir.
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Sekil 4.5.2. H1299 hiicrelerinde kaspaz 3/7 aktivitesi degerlendirmesi ile elde edilen
apoptotik yilizde degerlerinin 48 saatlik histogramlar1 (Q1=Nekroz, Q2=Ge¢ Apoptoz,
Q3=% Canlilik, Q4=Erken Apoptoz).
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4.6. Mitokondri Membran Potansiyeli Testi

Mitokondri membran potansiyeli degisikligi erken apoptozis siirecinde goriilen ve ayni
zamanda hiicresel stresin bir 6zelligi olarak diisiiniilmektedir. Mitokondri, hiicrenin enerji
dengesini korumak ve hiicre 6liim siireglerinde diizenleyici (regiilator) olarak gorev yapan
onemli bir hiicre organelidir. Bu potansiyelin kaybi1 apoptozis, nekrozis ve kaspaz

bagimsiz hiicre 6liim siireglerinde goriilebilmektedir.

A549 ve H1299 hiicrelerine VPA (500 uM, 72 saat), niklozamid (5 uM, 24 saat) ve
kombinasyon tedavisi (48 saat 500 uM VPA tedavisi sonrasi, 24 saat 5 uM Niklozamid)
sonrasinda Muse cell analyzer cihazi kullanilarak mitokondri membran potansiyeli

degisiklikleri incelendi.

A549 hiicre soyunda, VPA (500 puM, 72 saat) ve niklozamid (5 uM, 24 saat) uygulamasi
mitokondrisi depolarize olan hiicrelerin yiizdesinde kontrole gére dnemli degisiklikler
gbzlenmedi. Kontrol hiicrelerinde mitokondrisi depolarize olan hiicrelerin total yiizdesi
% 6,6 (Q1+Q3), VPA % 7,05 (Q1+Q3) ve niklozamid uygulamasinda % 4,3 (Q1+Q3)
olarak belirlendi. Kombinasyon tedavisinde ise mitokondrisi depolarize olan hiicrelerin
total ylizdesi % 62,15 (Q1+Q3) oldugu gozlendi. Kombinasyon tedavisinde depolarize
olan hiicrelerin yiizdesinde kontrole ve ilaglarin tek basina kullanimlarina gére anlamh

diizeyde bir artis belirlendi (Sekil 4.6.1).
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Sekil 4.6.1. A549 hiicrelerinde Valproik asit (VPA), niklozamid ve kombinasyon
tedavisinin mitokondri membran potansiyelindeki degisimi ytizde degerlerinin
histogramlar1 (Q1=Depolarize/Olii, Q2= Olii, Q3=Depolarize/Canli, Q4=Canli).

H1299 hiicre soyunda ise kontrole kiyasla, VPA (500 uM, 72 saat) uygulamasinda
mitokondrisi depolarize olan hiicrelerin total yiizdesi % 16 (Q1+Q3); niklozamid (5 uM,
24 saat) uygulamasinda % 18,75 (Q1+Q3) oldugu ve kontrole (% 7,80; Q1+Q3) oranla
az bir artis oldugu goézlendi. Kombinasyon tedavisi sonrasinda ise depolarize olan
hiicrelerin yiizdesi % 43,95 (Q1+Q3) ile kontrole oranla bilesiklerin tek baslarina etkilerine
kiyasla mitokondri membran potansiyelinde anlamli diizeyde bir artis bulundu (Sekil

4.6.2).
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Negatif Kontrol VPA 500uM
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Sekil 4.6.2. H1299 hiicrelerinde Valproik asit (VPA), niklozamid ve kombinasyon
tedavisinin mitokondri membran potansiyelindeki degisimi yiizde degerlerinin
histogramlar1 (Q1=Depolarize/Olii, Q2= Olii, Q3=Depolarize/Canli, Q4=Canli).

4.7. DNA Hasarmn Belirlenmesi

YH2AX’nin ekspresyonu DNA ¢ift zincir kiriklarinin tespitinde hassas bir belirtecdir.
Akim sitometrisinde p-yH2AX nin degerlendirilmesi sonucu A549 hiicre soyunda VPA
500 uM 72 saat uygulama sonrasi % 20 (Q2) DNA hasarina neden oldugu bulundu. 24
saat boyunca niklozamid 5 uM dozunda uygulama sonras1 kontrole oranla % 16,90’lik
(Q2) bir DNA hasarina neden oldugu goriildii. Fakat kombinasyon tedavisi sonucu
bilesiklerin tek baslarina etkilerine oranla DNA hasarinda artis oldugu ve bu artisin %

63.60 (Q2) oldugu tespit edildi (Sekil 4.7.1).
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Negatif Kontrol VPA 500pM
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Sekil 4.7.1. A549 hiicrelerinde p-yH2AX ylizde degerlerinin histogrami (Q1=yH2AX,
Q2= p-yH2AX, Q3= yH2AX eksprese etmeyen)

H1299 hiicre soyunda ise VPA 500 uM 72 saat uygulama sonrast % 29 (Q2) DNA
hasarma neden oldugu bulundu. 24 saat boyunca niklozamid 5uM dozunda uygulama
sonrast % 13,90°1ik (Q2) bir DNA hasarina neden oldugu goriildii. Fakat kombinasyon
tedavisi sonucu bilesiklerin tek baslarina etkilerine oranla DNA hasarinda artis oldugu ve

bu artigin % 69,30 (Q2) oldugu tespit edildi (Sekil 4.7.2).
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Negatif Kontrol VPA 500pM
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Sekil 4.7.2. H1299 hiicrelerinde p-yH2AX yiizde degerlerinin histogrami (Q1=yH2AX,
Q2= p-yH2AX, Q3= yH2AX eksprese etmeyen)

4.8. Kombinasyon Uygulamasinin Histon Asetilasyon Seviyelerine Etkisinin
Belirlenmesi

A549 ve HI1299 hiicre soylarinda VPA, niklozamid ve kombinasyon tedavisi
uygulanmasi sonucu toplam histonlarda ki toplam asetilasyon seviyeleri ELISA
yontemiyle belirlendi. VPA ve niklozamid kombinasyon tedavisinin histonlarda

asetilasyon seviyelerinde artisa neden oldugu goriildi

A549 hiicre soyunda VPA 500 uM 48 saat 6n tedavi sonrasi 24 saat boyunca niklozamid
5 uM dozu ile uygulanan kombinasyon tedavisi sonrasi, VPA 500 uM dozuna gore 4,51
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kat bir artis belirlendi (Sekil 4.8.1). H1299 hiicrelerinde ise bu oranin 11,12 oldugu
bulundu (Sekil 4.8.1).
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Sekil 4.8.1. A549 ve H1299 hiicrelerinde toplam histon asetilasyon seviyleri. Herbir
veri iki bagimsiz deneyin ortalamasini ifade etmektedir.

4.9. Western Blot Bulgulari

A549 ve H1299 hiicrelerinde niklozamid, VPA ve kombinasyon tedavisi sonrasi elde
edilen lizatlardan protein konsantrasyonlarii belirlemek tizere BSA kullanilarak bir
standart bir standart egri grafigi hazirlandi (Sekil 4.9.1). Orneklerin protein

konsantrasyonlari bu grafikten elde edilen formiil yardimiyla hesaplandi (Cizelge 2.2).

86



0,4
y=0,1723x
0,35 R?=0,9984 0

03 -
0,25
02 A

o
’
’
i
Fl
’
’
1

0,15 )

Absorbans 570nm

0,1

0,05

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Konsantrasyon mg/ml

Sekil 4.9.1. BSA standart egri grafigi

Cizelge 2.2. BSA sonuglarina gore hesaplanan orneklerin protein konsantrasyonlari

(mg/ml)

A549 H1299
Negatif Kontrol 6,030 8,013
Niklozamid 5uM 4,515 4,267
Valproik Asit
+
Niklozamid 3,378 3,489
Valproik Asit 500 uM 6,309 9,915

A549 hiicre soyunda, Sekil 4.9.2.1 ve Sekil 4.9.2.2°de goriilen western blot sonuglarina
gore, kombinasyon tedavisinde; TNFR aracili apoptozis belirteci olarak incelenen
kirilmis RIP, aktif kaspaz-8, , kirilmis PARP ve TRAIL aracili apoptozis belirteci DR4
ve DR5 diizeyleri kontrolle ve bilesiklerin tek baslarina etkilerine gore kiyaslandiginda
belirgin artiglar goriildii. Ayrica TNFR ve TRAIL aracilt apoptozisde yasam yolagi
olarak gorev goren NF-kB protein diizeylerinde de azalma belirlendi. ER stres belirteci

olan IRE1-a, BIP ve CHOP protein ifade diizeylerinde de artislar belirgindir.
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Sekil 4.9.2.1. A549 hiicrelerinde, Niklozamid 5 pM, Valproik asit 500 puM ve
kombinasyon tedavisi sonrast TNFR aracili apoptozisde gorevli protein diizeylerindeki
degisimler. GAPDH yiikleme kontrolii olarak kullanildi. 1. Kontrol; 2. Niklozamid 5 uM

24 saat; 3. Valproik asit 500 uM 72 saat; 4. Kombinasyon (Valproik asit 500 uM +
Niklozamid 5 uM).
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Sekil 4.9.2.2. A549 hiicrelerinde, Niklozamid 5 pM, Valproik asit 500 uM ve
kombinasyon tedavisi sonrast ER stres belirleyici IRE1-a, Bip ve CHOP protein
diizeylerindeki degisimler. GAPDH yiikleme kontrolii olarak kullanildi. 1. Kontrol; 2.
Niklozamid 5 uM 24 saat; 3. Valproik asit 500 uM 72 saat; 4. Kombinasyon (Valproik
asit 500 uM + Niklozamid 5 uM).

H1299 hiicre soyunda, Sekil 4.9.3.1 ve Sekil 4.9.3.2°de goriilen western blot sonuglarina
gore, kombinasyon tedavisinde; TNFR aracili nekroptozis belirteci olarak incelenen
kirilmis RIP, Pro-kaspaz-8, DR4, DRS ve kirilmis PARP diizeyleri kontrolle ve
bilesiklerin tek baslarina etkilerine gore kiyaslandiginda belirgin artiglar goriildii. Ayrica
ER stres belirteci olan IRE1-a, BIP ve CHOP protein ifade diizeylerinde de artislar
belirgindir.
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Sekil 4.9.3.1. H1299 hiicrelerinde, Niklozamid 5 puM, Valproik asit 500 uM ve
kombinasyon tedavisi sonrast TNFR aracili nekroptozis ile iligkili proteinlerin bant
profilleri. GAPDH yiikleme kontrolii olarak kullanildi. 1. Kontrol; 2. Niklozamid 5 uM

24 saat; 3. Valproik asit 500 uM 72 saat; 4. Kombinasyon (Valproik asit 500 uM +
Niklozamid 5 uM).
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Sekil 4.9.3.2. H1299 hiicrelerinde, Niklozamid 5 puM, Valproik asit 500 uM ve
kombinasyon tedavisi sonrasi ER stres belirleyici IRE1-a, Bip ve CHOP protein
diizeylerindeki degisimler. GAPDH yiikleme kontrolii olarak kullanildi. 1. Kontrol; 2.
Niklozamid 5 uM 24 saat; 3. Valproik asit 500 uM 72 saat; 4. Kombinasyon (Valproik
asit 500 uM + Niklozamid 5 pM).

VPA ve niklozamid kombinasyon tedavisinin A549 ve H1299 hiicrelerinde valproik
asidin tek bagina kullanimina oranla histon deasetilaz inhibitorii etkisinin gliglii bir

sekilde arttirildig: goriilmistiir (Sekil 4.9.4.1).

1 2 3 4 1 2 3 4
A Valproik Asit - - + + B Valproik Asit - - + +
Y
Niklozamid - + - + Niklozamid - + - +
acH3k9 — acHIL? i
b i o
HDAC1 - HDAC1
Pl —— —
HDAC2 - -- I macz | G S S
caror| WD GNB G  cron ﬂ-k ﬁ\-

Sekil 4.9.4.1 A549 ve H1299 hiicrelerinde, Niklozamid 5 uM, Valproik asit 500 uM ve
kombinasyon tedavisi sonrast Histon H3 asetilasyonu (acH3k9) ile total HDACI1 ve
HDAC?2 protein diizeylerindeki degisimler. GAPDH yiikleme kontrolii olarak kullanildi.
A. A549 hiicre soyu. B. H1299 hiicre soyu. 1. Kontrol; 2. Niklozamid 5 uM 24 saat; 3.
Valproik asit 500 uM 72 saat; 4. Kombinasyon (Valproik asit 500 uM + Niklozamid 5
uM).
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4.10. Genlerin Ekspresyon Profilleri

A549 ve H1299 hiicrelerine VPA (500 uM, 72 saat), niklozamid (5 uM, 24 saat) ve
kombinasyon tedavisi (48 saat 500 uM VPA tedavisi sonrasi, 24 saat 5 uM Niklozamid)
sonrasinda bazi hiicre 6liim genlerinin (TNFRSF10A, TNFRSF10B, FAS, RIPK, HRK,
ATG3, ATGS5, BECNI1) ekspresyonlari tizerine olan etkisi Real-Time PCR ile arastirildi.
PCR analizlerinde gen ekspresyonlarinda 1,5 ve iistii degerler anlamli kabul edilerek

yorumlanda.

Alinan gen ekspresyon analizi sonuglarina gore, A549 hiicre soyunda TNF10A, FAS ve
HRK gen ekspresyonlarinin kombinasyon tedavisinde arttigi gozlendi. Ayrica RIPK
(nekrotik) ve ATG3 (otofajik) gen ekspresyon sevilerinde de artis belirlendi (Sekil
4.10.1)

AS549 Hiicrelerinde Gen Ekspresyon Profilleri

12: Kk

10; *kk

*kk

...... I! ................................ -

&
¥

Kontrole Oranla Kathk Artis

F & £ & &P
& & e v
Bl Niklozamid 5uM
B VPA 500uM

Bl VPA 500uM+ Niklozamid 5pM

Sekil 4.10.1. A549 hiicrelerinde gen ekspresyon sonuglari. Mavi siitun; Niklozamid SpM
dozunda 24 saat tedavi, Kirmizi siitun; VPA 500uM dozunda 72 saat tedavi, Yesil siitun;
Valproik asit (VPA) 500 uM dozunda 48 saat tedavi sonras1 24 saat boyunca niklozamid
5uM dozu uygulamasi.
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Gen ekspresyon analizi sonuglarina gore, H1299 hiicre soyunda TNF10A, TNF10B ve
FAS gen ekspresyonlarinin kombinasyon tedavisinde arttigi gozlendi. Ayrica RIPK,
MLKL (nekrotik) ve ATG3 (otofajik) gen ekspresyon sevilerinde de artis bulundu (Sekil
4.10.2).

H1299 Hiicrelerinde Gen Ekspresyon Profilleri
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Sekil 4.10.2. H1299 hiicrelerinde gen ekspresyon sonuglart. Mavi siitun; Niklozamid
5uM dozunda 24 saat tedavi, Kirmizi siitun; VPA 500uM dozunda 72 saat tedavi, Yesil
stitun; Valproik asit (VPA) 500 uM dozunda 48 saat tedavi sonrasi 24 saat boyunca
niklozamid 5uM dozu uygulamasi.

4.11. inhibitér Uygulamasi Bulgular

Bu verileri desteklemek iizere kaspaz aktivitesini baskilamak amaciyla, hiicrelere 6n
uygulama ile (24 saat) 20 uM pan-kaspaz inhibitorii (z-VAD-FMK) uygulandi. Ayrica
nekroz ve nekroptoz aktivitesini bastormak icin, RIPKI inhibitérii olan Nec-1
(Nekrostatin-1) hiicrelere 6n uygulama ile (30 dk) 100 uM dozunda uygulandi.

Inkiibasyon siireleri bitiminden sonar inhibitdrler kuyulardan uzaklastirildi ve VPA,

93



niklozamid tek tek veya kombine olarak uygulandi. Bu siiregte kaspaz ve RIPK1
inhibitdriiniin etkisi SRB hiicre canlilig1 tespiti ile incelendi. Elde edilen sonuglara gore,
A549 hiicre soyunda Nec-1 6n uygulama sonucunda hiicre canlilifinda bir degisim
goriilmezken, z-vad-fmk On uygulama sonucu hiicre canliliginin korundugunun
gozlenmesi, A549 hiicre soyunda kombinasyon tedavisinin apoptozisi uyararak dliime

neden oldugu sdylenebilir. (Sekil 4.11.1).

A549 Z-vad Uygulamasi Sonucu B A549 Nec-1 Uygulamasi Sonucu
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Sekil 4.11.1. A549 hiicrelerinde pan-kaspaz inhibitorii Z-Vad-FMK (A) ve RIPK1
inhibitorii Nekrostatin (B) 6n uygulama sonucu SRB canlilik testi sonuglar1. Her bir veri
noktast 3 bagimsiz ¢alismanin ortalamasmi temsil etmektedir. Kombinasyon
uygulamasinda, valproik asit (VPA) 500 uM 48 saat uygulama sonrasi kuyudan
cekilmeden niklozamid 500 uM konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilmistir. *Ayn
zaman periyodu i¢inde kontrole gore farkli dozlar karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
anlamlilig1 (* p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001) ifade etmektedir.

H1299 hiicre soyunda ise nec-1 6n uygulama sonucu hiicre canlilifinda artis goriiliirken
z-vad-fmk 6n uygulama sonucu hiicre canliliginda degisim goriilmemesi, kombinasyon
tedavisinde 6liim mekanizmasmin apoptozis degil RIPK1 araciligi ile nekroz veya

necroptosis oldugu soylenebilir. (Sekil 4.11.2).
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H1299 Z-vad Uygulamasi Sonucu H1299 Nec-1 Uygulamasi Sonucu
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Sekil 4.11.2. H1299 hiicrelerinde pan-kaspaz inhibitérii Z-Vad-FMK (A) ve RIPK1
inhibitorii Nekrostatin (B) 6n uygulama sonucu SRB canlilik testi sonuglari. Her bir veri
noktast 3 bagimsiz ¢alismanin ortalamasimi temsil etmektedir. Kombinasyon
uygulamasinda, valproik asit (VPA) 500 uM 48 saat uygulama sonrasi kuyudan
cekilmeden niklozamid 500 pM konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilmistir. * Ayni
zaman periyodu iginde kontrole gore farkli dozlar karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamlilig1 (* p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001) ifade etmektedir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu tez calismasinda, histon deasetilaz inhibitorii VPA ile hiicrelerde Wnt/p-katenin
yasam Yolagi inhibitérii olan niklozamid bilesiklerinin insan akciger kanseri hiicre
soylarinda (A549 ve H1299) tizerinde sitotoksik etkileri ve mekanizmalar1 arastirilmistir.
Calismanin en 6nemli 6zelligi, kullanilan bilesiklerin kombinasyon seklinde uygulanmasi
ve tek baslarina etkilerine oranla daha gii¢lii sitotoksik etkiye sahip olmalarinin
bulunmasidir. Bu bilesikler (Niklozamid, VPA) FDA (Amerika Gida ve ilag Dairesi)
onay1 almis ve klinikte ilag¢ olarak kullanilmaktadirlar. Calismamizda, A549 hiicrelerinde
niklozamid uygulamasinin (0,31-5 uM; 24, 48 ve 72 saat) kontrole kiyasla hiicre
canliliginda doza ve zamana bagimli olarak istatiksel anlamli azalmalara neden oldugu
goriildii. Benzer sekilde, niklozamid uygulamasinda, H1299 hiicrelerinde kontrole
kiyasla hiicre canliliginda 0,62-5 uM doz araliginda ve zamana bagimli olarak (24, 48 ve
72 saat) istatiksel anlamli azalmalar gozlendi. Yapilan ¢alismalarda niklozamidin kolon,
serviks, tiroid gibi bir c¢ok kanser tiiriinde sitotoksik potansiyele sahip oldugu
gosterilmistir (Chen ve ark. 2017, Kai ve ark. 2017). Insan tiroid kanser hiicre soylarinda
(TPC-1, ACT-1, BCPAP) 20, 10 ve 5 uM dozlarinda niklozamid uygulamasinin
sitotoksik oldugu ve bu dozlarda intristik yolagi aktif ederek apoptozisi uyardigi
belirlenmistir (Kai ve ark. 2017). Bir baska g¢alismada niklozamidin kolon kanser
hiicrelerinde (CC531, SW620) apoptozisi uyararak hiicre Olimiini tetikledigi
gosterilmistir (Monin ve ark. 2016). Akciger kanseri hiicre hatlarinda yapilan bir
caligmada ise, radyaterapiye direngli A549 ve H1299 hiicre soylarinda niklozamid
uygulamas: sonucu diren¢ mekanizmalarinda azalma ve bunun sonucunda apoptozisin

uyarildigi goriilmiistiir (You ve ark. 2014).

Asitik bir kimyasal bilesik olan VPA epilepsi, bipolar bozukluk ve migrenin neden
oldugu bas agrilarmin Onlenmesi i¢in klinikde kullanilmaktadir. Ayrica yapilan
calismlarda VPA’nin toksik olmayan terap6tik konsantrasyonlarda giiclii bir siif segici
HDAC inhibitérii oldugu goriilmiistiir (Gotticher ve ark. 2004). VPA’in 16semi, prostat,
rahim agzi, kolon, akciger, mesane kanserleri gibi pek ¢ok kanse tipinde anti kanser
etkinligi nedeniyle yaygin sekilde arastirtlmistir (Sun 2013, Duenas-Gonzalez ve ark.
2008, Chen ve ark. 2011). Bu ¢alismada, VPA ’nin anti kanser potansiyeli A549 ve H1299

akciger kanser hiicre soylarinda arastirildi. A549 hiicrelerinde SRB canlilik testi
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sonuclarina gore; 48 saat VPA uygulamasi sonucu 1,25-5 mM dozlarinda, 72 saat
uygulama sonucunda ise 0,62-5 mM dozlarinda kontrole kiyasla hiicre canliliginda
istatiksel agidan anlamli azalmalar goriildii. H1299 hiicrelerinde ise, 48 saat VPA
uygulamasi sonucu 1,25-5 mM dozlarinda, 72 saat uygulama sonucunda ise 0,31-5 mM
mM dozlarinda kontrole kiyasla hiicre canliliginda istatiksel agidan anlamli azalmala

belirlendi.

VPA ile yapilan g¢alismalar genelde VPA’min diger ilaglar ile (diger epigenetik
modifikatdrler, sitotoksik kemoterapi ajanlari ile kombinasyonlar ve immiin modiilatorler
ile kombinasyonlarla kombine terapiler) birlikte goriilen etkilerine dayandigi
goriilmektedir (Fenaux ve ark. 2009). Ornegin; yapilan bir galigmaya gore VPA ve
aspirinin (asetilsalisilik asit) hepatoselliiler karsinomada kombine sekilde kullanilmasi
sonucu istatiksel olarak anlamli sitotoksik etkiler goriilmistiir. Hatta in vivo timor
modellerinde yapilan ¢alismarda tiimér boyutunda azalmalar belirlenmistir (Li ve ark.

2013).

Bu ¢alismada da, VPA ile niklozamid bilesigi kombine edilerek kanser hiicrelerinde daha
etkin bir tedavi secenegi gelistirmek amaclanmistir. Bu amagla, c¢alismamizda
kombinasyon tedavisi i¢in, VPA’nin toksik olmayan dozu (HDAC inhibitori etkisini
gosterdigi doz) olan 500 uM se¢ilmistir. VPA’nin 500 uM dozunda 72 saat uygulama
sonrasl, asetillenmis toplam histon seviyelerinde kontrole kiyasla A549 hiicrelerinde 5,09
kat, H1299 hiicrelerinde ise 6,7 kat artisa neden olmasi se¢ilen dozun histon deasetilaz
inhibitorii etkisini dogrulamistir. Kombinasyon tedavisinde VPA 500 puM 48 saat
uygulama sonrasi niklozamidin farkli dozlar1 (0,07-5 uM) eklenerek 24 saat muamele
edildi. Sonugta kombinasyon tedavisinin A549 ve H1299 hiicrelerinde, kontrole ve
bilesiklerin tek baslarina oranla hiicre canliliginda doza ve zamana bagl olarak istatiksel
acidan anlamli azalmalara neden oldugu belirlendi. Bu sonuglar ATP canlilik yontemi ile
de dogrulandi. SRB boyasi protein baglayabilen anyonik bir boyadir. Bu nedenle
metabolik aktiviteyi 6lgmeye dayanmayan bu yontemde, baglanan boya miktar1 hiicre
kiitlesi icin bir vekil olarak kullanilabilir. ATP testinde ise hiicre canliligi intraseliiler
ATP diizeylerine gore belirlenmektedir. ATP testi hiicrelerdeki metabolik aktiviteyi
gosterdigi i¢in elde edilen sonuglar birbirinden farkli olabilmektedir. ATP seviyesindeki

azalmaya bagli olarak gozlenen hiicre canliligindaki diisiisiin SRB testi sonuglarinda
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gozlenenden daha fazla olmasi, hiicrelerin 6liiyor olmasina ragmen hiicresel proteinlerin
yapilarinda bozulmanin baslamadigindan kaynaklanmaktadir. Bu farklilik kullanilan
ilacin etki mekanizmasina baglh olarak (6rnegin; enerji kaynaklari, sinyal molekiilleri,

DNA) degismektedir (Ulukaya ve ark. 2008).

VPA’nin niklozamid ile kombinasyonu tarafindan tetiklenen hiicre 6liim modunu
belirlemek amaciyla apoptotik belirtegler arastirilmistir. Oncelikle bir apoptozis belirteci
olan Anneksin-V-FITC boyamasi yapildi ve floresan mikroskobu altinda degerlendirildi.
Anneksin-V boyama yontemi ile erken donem apoptotik hiicreler belirlenebilmektedir.
Bunun nedeni Anneksin-V baglanmasi membran hasarlanmadan Once niiklear
kondensasyon safhasina denk gelmektedir (Koopman ve ark. 1994, Boersma ve ark.
1996, Zhang ve ark. 1997). Ancak hiicreler membran biitiinliigiini kaybetmeye
basladiginda (ge¢ apoptosis/sekonder nekrozis veya primer nekrozis) Anneksin-V
intraseliiler fosfotidilserine baglanarak pozitif sonug¢ vermektedir. Bu nedenle membrani
hasarl hiicreleri belirleyebilmek i¢in propidyum iyodiir ile birlikte kullanilir (Hammill
ve ark. 1999). A549 hiicrelerin VPA (500 uM dozunda 72 saat) uygulama sonrasinda
kontrole oranla PI pozitif hiicre sayisinda artis gozlenmedi. Ayrica canli hiicre
yogunluguda kontrole oranla degismedi. Niklozamid (5 uM 24 saat) uygulama sonucu
hiicre yogunlugunda kontrole kiyasla azalma goriilmiis ve Anneksin-V pozitif boyanan
hiicrelerin hem de PI’de pozitif boyandig1 gozlendi. Kombinasyon tedavisinde ise hiicre
yogunlugu kontrole ve bilesiklerin tek baglarina etkilerine gore daha fazla azaldig
belirlendi. Ozellikle niklozamidin 5 uM dozu ile yapilan kombinasyon uygulamasinda
Anneksin-V pozitif hiicrelerin ¢ogunun PI pozitif oldugu goézlendi. Kombinasyon
tedavisinin H1299 hiicrelerinde kontrole kiyasla hiicre yogunlugunu belirgin bir sekilde
azalttig1 belirlendi. A549 hiicrelerinde oldugu gibi H1299 hiicrelerinde de Anneksin-V
pozitif hiicrelerin ¢ogunun PI pozitif oldugu gozlendi. Bu durum hiicrelerde, membran
hasarma bagl olarak primer nekrozis ya da sekonder nekrozis gelistigini gostermektedir.
Bu ayrimi daha net yapabilmek a¢isindan yontem calisilirken ortama Hoechst boyasi
eklenerek niikleus morfolojisine de degerlendirildi. Kontrole kiyasla hiicrelerin
niikleuslarinin  biiyiidiigii gozlendi. Primer nekrozis hiicre hacminin artmasi1 fakat
fragmente ya da piknotik niikleuslarin gozlenmemesi ile karakterize iken, sekonder
nekrozis piknotik ya da fragmente niikleus ile karakterize olup, apoptozisin ge¢ sathasidir

(Ulukaya 2011). Dolayisiyla floresan mikroskop goriintiilerine goére sdz konusu
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hiicrelerin membran biitlinliigiiniin bozuldugu ve primer nekrozisle 6ldiikleri sonucuna

varilmstir.

Calismanin bir sonraki kisminda, hiicrelerin 6liim modunu belirlemek amaciyla apoptozis
belirteci olan kaspazla-kirilmis sitokeratin 18 (M30) diizeylerine bakilmistir. Bu durumda
M30 testi, sadece sitokeratin 18’i eksprese eden hiicrelerde ¢alismaya uygundur. H1299
hiicrelerinde VPA, niklozamid ve bu bilesiklerin kombinasyonlarinin M30 diizeylerinde
herhangi bir artisa neden olmadigi gézlendi. Yalnizca her iki hiicre hattinda da kullanilan
pozitif kontrolde yaklasik 3000 U/L diizeyinde artig goriildii. H1299 hiicrelerinde
herhangi bir artis olmamasi bu hiicrelerde sitokeratin 18 ekspresyonunun az ya da hig
olmadig1 soylenebilir. Bu durumun hiicrelerin genomik durumundan kaynaklaniyor
olabilecegi diisliniilmiistiir. A549 ve H1299 hiicrelerinde yapilan bir ¢calismada H1299
hiicre soyunda sitokeratin 18 diizeyinin ¢ok diisiik oldugu gosterilmistir ( Cevatemre ve
ark. 2015). A549 hiicresinde ise VPA’nin niklozamid 5 uM dozuyla yapilan kombinasyon
tedavisinde bilesiklerin tek baslarina etkilerine ve kontrole kiyasla M30 seviyesinde
yiikkselme gorilmiistiir. Apoptosis sirasinda aktif kaspaz 3/7 tarafindan parcalanan
proteinlerden biri, epitelyal hiicre dokusunda yiiksek seviyede eksprese edilen bir protein
olan sitokeratin 18'dir. A549 hiicre soyunda kirilmis sitokeratin 18’e¢ baglanan M30
antijen seviyesinde ki istatiksel olarak anlamli artig, kombinasyon tedavisinde apoptozisin
varhgmi gostermektedir. Calismanin bu asamasindan sonra her iki hiicre soyunda da
kombinasyon tedavisinde en etkili dozlar (VPA 500 uM + Niklozamid 5 uM) kullanilarak

devam edilmistir.

Hiicrelerdeki olas1 apoptozis mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik olarak hiicrelerde
kaspaz 3/7 aktivitesi aragtirilmistir. Kombinasyon tedavisinin H1299 hiicrelerinde kaspaz
3/7 aktivitesinde bilesiklerin tek baslarina ve kontrole oranla %10 artis gozlendi. Bunun
aksine A549 hiicrelerinde, kombinasyon tedavisinde kaspaz 3/7 aktivitesi % 25,7 oranda
artis belirlendi. AS549 hiicre soyunda artan kaspaz 3/7 seviyeleri kaspaz bagiml
apoptozisin varligin1 gostermektedir. H1299 hiicrelerinde ise kombinasyon tedavisinde
SRB ve ATP canlilik testlerinde hiicre canliliginin azalmasina ragmen kaspaz 3/7
seviyelerinde artisin az olmasi 6liim mekanizmasinin kaspaz bagimsiz oldugunu yani

nekroz veya nekroptozis oldugunu gostermektedir.
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Kombinasyon tedavisinin mitokondri memran potansiyelindeki degisime etkisi
degerlendirildiginde; H1299 hiicrelerinde yiiksek oaranda bir degisim gozlenmezken
Ab549 hiicrelerinde ise tek basina niklozamid bilesigine oranla mitokondri membran
potansiyeli oldukga yiiksek seviyede, % 49,6 oranda artis gézlendi. Bu sonuglar A549
hiicre soyunda 6lim yolunun mitokondriyal yolak aracilifiyla ile tetiklenebilecegini

disiindirmektedir

A549 hiicre soyunda kaspaz inhibitdrii olan z-vad-fmk 6n uygulama sonucu hiicre
canliliginda anlaml bir artisin goriilmesi ve nekrotik hiicre olimiinde kavsak gorevi
goren RIPK1 inhibitorii olan nec-1 6n uygulama sonucu hiicre canliliginda herhangi bir
artisin  gdzlenmemesi Oliim yolunun kaspaz bagimli apoptosiz ile gergeklestigini
gostermektedir. A549 hiicrelerinde uygulanan kombinasyon tedavisinde kontrole ve
bilesiklerin tek baslarina etkilerine kiyasla flow sitometri analizi sonug¢larinda artan
kaspaz 3/7 aktivitesi, M30 eliza testinde M30 diizeylerinde artis ve westren blot
analizlerinde artan kirilmis PARP diizeyide apoptozisin uyarildigt sonucunu
desteklemektedir. Fakat western blot analizlerinde pro-kaspaz 8 diizeylerinde ki azalma
ve ripl protein diizeylerindeki artis 6liimiin TNFR aracili apoptozis ile gergeklestigini
gdstermistir. Oliim reseptorleri, TNFR siiper ailesinin iiyeleri, hiicre 6liimii icin dnemli
aracilardir (Aggarwal ve ark. 2003). Oliim reseptorlerinin ligandlar1 tarafindan
aktivasyonu 6liim etki alan1 ve 6liim efektdr alanini igeren adaptdrler araciligiyla inaktif
formda bulunan (pro-kaspaz) kaspaz-8'i etkinlestirir ve pro-kaspaz-8 aktif kaspaz-8’ i
olusturur. Aktif kaspaz-8, Ripl ve FADD kompleksi kaspaz kaskadini uyararak NF-«B
sagkalim yolaginin yoklugunda apoptozu baslatir (Cho ve ark. 2009). RT-PCR ile alinan
sonuglarda da TNFR1 ligand1 olan TNF10a diizeylerinde ki artis alinan sonuglar1 dogrular
niteliktedir. MLKL gen diizeylerinde anlamli bir degisimin goriilmemesi de TNFR aracili
apoptozisi desteklemektedir. TNFR aracili apoptozisde DR4 (Tnf10-a) ve DR5 (Tnf10-
) bir amino terminali lider boliinme bolgesi, bunu takiben iki sisteinden zengin tekrarlar
igeren bir hiicre dis1 bolge, daha sonra bir merkezi transmembran alan ve bir karboksi-
terminal 6liim alanini ihtiva eder. DR4 ve DRS aktivasyonu hiicre igerisine apoptotik
sinyaller gondererek pro-kaspaz8’i kaspaz-8’e doniistiiriir ve buda kaspazlar1 aktive
ederek apoptozisi uyarir (MacFarlane ve ark. 1997, Wu ve ark. 1997). Western blot
sonuglarinda kombinasyon tedavisinde artan DR4 ve DRS diizeyleri apoptozisin TNFR

yolagi tizerinden de uyarildigini desteklemektedir. Bu 6liim yolagi NF-kB aktivasyonuna
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neden olarak transkripsyonu uyarip hiicre sagkalimini saglayabilir. Fakat western blot
analizlerinde NF-«xB (p65) diizeylerinde ki azaltma TNFR-NF-kB aracili yasam yolaginin
in-aktif oldugunu gostermistir. TNFR yolaginin uyardig1 kaspaz-8’ i, Bax’ 1 uyararak
mitokondri membran potansiyelinde bozulmaya yol agar. Bunun sonucunda ortama
salian sitokrom-c kaspaz kaskadini uyararak apoptozisi indiikler (Blaser ve ark. 2016).
A549 hiicre soyunda flow sitometri sonuglarima gore mitokondri membran
potansiyelindeki bozulma ve western blot sonuglarinda artan Bax protein diizeyleri,
kombinasyon tedavisinin TNFR yolagi tizerinden mitokondri membran potensiyelini
bozdugunu gostermektedir. Apoptizisin uyarimi ayrica endoplazmik retikulum (ER)
stresi tarafindan da tetiklenebilir. Bircok ¢aligsma, siddetli ER stresinin sonunda apoptoz
veya otofajiye yol agan hiicre igi sinyallemeyi aktive edebildigini gostermistir (Gorman
ve ark. 2012). A549 hiicrelerinde uygulanan kombinasyon tedavisi westren blot
sonuclarinda, ER-stres sensorii IREla ile saperon Bip ve transkripsiyon faktorii CHOP
protein diizeylerinde belirgin bir sekilde artisin olmasi, kombinasyon tedavisinin ER
stresi lizerinden de apoptozisi uyardigi goriilmiistiir. VPA ve niklozamid kombinasyon

tedavisinin A549 hiicre soylar lizerindeki etkisi sekil 5.1° de verilmistir.
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Sekil 5.1. Valproik asit (VPA) ve niklozamid kombinasyon tedavisinin A549 hiicre
soylar1 tizerindeki sitotoksik etki mekanizmalari.

H1299 hiicre soyunda western blot analizi sonuglarina gore rip-1 ve aktif kaspaz-8
diizeylerinde artis, prokaspaz diizeylerinde ise azalma ve RT-PCR bulgularinda RIPK1,
TNF10a diizeylerinde artig 6liimiin TNFR aracilig1 ile gergeklestigini gostermektedir.
Fakat TNFR-RIP1-Aktif Kaspaz8 kompleksi herhangi bir nedenle kaspazlar1 uyarmada
basarisiz oldugu kosullarda veya aktif kaspaz8’in etkinliginin azalmasi durumunda
hiicreler alternatif bir hiicre 6liimii arac1 olarak nekroptoz gecirirler. Nekroptoz sirasinda
TNF10a iiretimi, reseptorii TNFR1'in uyarilmasina neden olur. TNFR ile iligkili 6liim
proteini TRADD, RIPKl1'e sinyal gonderir ve bu da nekrozomu (Ripkl- Ripk3-
fosfoMLKL) olusturan RIPK3'i aktiflestirir (Ellis ve ark. 1986). H1299 hiicre soyunda
nec-1 o6n uygulama sonucu kombinasyon tedavisinde hiicre canliliginin arttig
gorilmistiir. Hiicrelerin nekroptozis 6liim yolagin1 segmesinin en biiylik nedenlerinden
birisi kaspaz uyariminin gerceklesmemesi ve aktif-kaspaz-8’in herhangi bir sekilde
etkinliginin azalmasidir. Bu nedenle kaspaz inhibitdrii z-vad-fmk 6n uygulama sonucu

kombinasyon tedavisinde hiicre canliliginda istatiksel olarak anlamli bir artis
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goriilmemistir. Fakat RIPK-1 inhibitorii olan nec-1’ in 6n uygulamasi sonucu hiicre
canliliginda artis gorilmistir. Buda oOlim yolaginin nekroptosis olabilecegini
gostermektedir. Nekroptozis sirasinda aktiflesen RIPK3 MLKL’yi fosforile ederek
MLKL'nin oligomerlesmesini yonlendirir. Bu sayede MLKL'nin plazma zarlarina ve
organellerine niifuz etmesini ve saglar (Kim ve ark. 2003). RT-PCR sonuglarina gore
artan MLKL gen diizeyleri, kombinasyon tedavisinin H1299 hiicre soyunda nekroptozis

hiicre 6liimiinii uyardigini gostermektedir.

Ayrica necroptozis siirecinde olusan nekrosom kompleksi, hiicresel ATP seviyelerini
azaltmak i¢in mitokondrilerde ki adenin niikleotid translokazini inhibe eder (Degterev ve
ark. 2005). Mitokondriyal elektron tagima zincirinin ayrilmasi ek mitokondriyal hasara
ve mitokondriyal membraninda permeabilite kaybma yol agar. Flow sitometride
sonuglarina goére H1299 hiicrelerinde uygulanan kombinasyon tedavisinde de mitokondri

membran potansiyelinde depolarizasyon goriilmiistiir.

ER stresinde apoptozis ve otofaji indiiklenebilirken nekroptozun aktivasyonu zayif
oldugu bildirilmistir. Fakat ER stresinin nekroptozisi uyardigi calismalar mevcuttur.
Yapilan bir ¢alismada L299sA (fare fibrokarsinoma hiicre soyu) hiicrelerinde ER
stresinin TNFR aracili nekroptozu uyardigi gosterilmistir. Hatta nekroptoza neden olan
ER stresinin TNFR bagimli oldugu gosterilmistir ( Saveljeva ve ark. 2015). H1299 hiicre
soyunda ise ER-stres sensorii IREla ile saperon Bip ve transkripsiyon faktoric CHOP

protein diizeylerinde belirgin bir sekilde artis oldugu belirlendi.

Glioblastoma tiizerinde yapilan ¢alismalarda, VPA RIP-1 (Reseptor Etkilesimli Serin /
Threonin Kinaz 1) ekspresyonunu arttirdigi ve bunu gamma-H2Ax'm fosforilasyonu
izleyerek nekroptozisi uyardigi goriilmiistiir (Bollino ve ark. 2015). H1299 hiicre soyunda
kombinasyon tedavisinin fosforlanmig y-H2AX diizeylerinde artisa neden oldugu
gorilmiistlir. Ayrica yapilan ¢alismalarda VPA’nin DNA onarim yollarini susturabildigi
ayrica DNA tamir proteinlerini de inaktive edebildigi gosterilmistir (Rajendran ve ark.
2011). VPA, kanser hiicrelerinde DNA hasarina yol acan gemsitabin isimli kemoterapi
ilaci ile karsilastirilmis ve DNA tamir proteini olan gamma-H2AX seviyesini azalttigi bu
sayede DNA onarmmini inhibe ederek hasari arttirdigi gozlenmistir. Fakat bu diisiis

gamma-H2AX’in fosfo-gamma-H2AX’e doniisiimiinii engellememistir. Bu nedenle artan
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bir fosfo- gamma-H2AX seviyesi gozlenmistir. Ayni ¢alismada VPA 1mM dozunda
gemsitabin direncli pankreas kanser hiicreleri lizerinde yapilan western blot analizinde
DNA tamir proteini olan fosfo-gamma-H2AX seviyelerinde artis gorilirmiistir (Wang
ve ark. 2015). Ozofageal skuamoz karsinoma hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada ise VPA
500 uM dozu kullanilmis ve radyasyon tedavisine bagl sitotoksik etkiyi arttirmistir. Bu
etkinin ise ve radyasyon tedavisi sonrast Ku70 (DNA tamir proteini ve sitoplazmada
Bax'a baglanarak bir anti-apoptotik protein olarak islev goriir) proteinini asetilleyerek
YH2AX seviyelerini azaltigindan kaynaklandigi gosterilmistir (Subramanian ve ark.
2012). Bu ¢alismada da A549 hiicrelerinde VPA ve niklozamid tek baslarina etkilerine
oranla kombinasyon tedavisinde, DNA’da yiiksek seviyede hasar olusturdugu
goriilmiistiir. Kombinasyon tedavisi ayn1 sekilde H1299 hiicrelerinde de yiiksek seviyede
DNA’da hasar olusturdugu tespit edilmistir. VPA ve niklozamid kombinasyon

tedavisinin H1299 hiicre soylari tizerindeki etkisi sekil 5.2° de verilmistir.
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Sekil 5.2. Valproik asit (VPA) ve niklozamid kombinasyon tedavisinin H1299 hiicre
soylar1 tizerindeki sitotoksik etki mekanizmalari.
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HDAC1 ve HDAC2 H3 histonlarmi lizin 9 bdlgesinden de-asetile ederek kromatin
yeniden modellenmesinde gorevlidirler. HDAC1 ve HDAC2’de herhangi bir nedenle
fonksiyon kaybi kromatin iizerinde bulunan H3 histonlarinda asetilasyon diizeylerinin
artmasina ve sonug olarak DNA hasarina yol agmaktadir (Fernandez ve ark.2004, Martijn
ve ark. 2011). A549 ve H1299 hiicrelerinde kombinasyon tedavisinde artan fosforlanmis
v-H2AX diizeylerine, western blot sonuglarinda azalan HDAC1 ve HDAC2’ye paralel

asetillenmis H3k9 seviyelerinde ki artisin neden oldugu sdylenebilir.

Bu tez calismasmin sonuglarindan yola ¢ikarak, VPA ve niklozamid bilesigi
kombinasyonunun insan akciger hiicre soylarinda (A549 ve H1299) giiclii bir sitotoksik
etkiye neden oldugu ve bu sitotoksik etkinin A549 hiicre soyunda TNFR aracili apoptozis
ile H1299 hiicre soyunda ise TNFR iizerinden nekroptozis araciligi ile oldugu
goriilmiistiir. Ayni kanser kokenli olmasina ragmen farkli 6liim yolaklarinin aktif olmasi,
H1299 hiicrelerinin P53 mutant (P53 eksprese etmeyen) oldugundan kaynaklandigi
diisiiniilmektedir. Bir sonraki inceleme basamagi olarak bu kombinasyonun klinige

uyarlanabilmesi i¢in in Vivo olarak arastirilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.
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