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OZET

Kanser hiicrelerinde sfingolipid metabolizmasinin ikincil habercilerinden olan
seramid molekiiliiniin miktarindaki artisin hiicre boliinmesini durdurdugu ve apoptozun
indiiklenmesinde rol oynadigi daha Once yapilan calismalarla farkli hiicre hatlarinda
gosterilmistir. Seranib-2 seramidaz enzim inhibitérii olarak sentezlenen hiicrede seramid

miktarinda artisa neden olan bir ajandir.

Calismada ilk olarak seranib-2’nin ve pozitif kontrol olarak seg¢ilen karboplatinin 1,
5, 10, 25, 50, 75 ve 100 uM dozlarinin hiicre ¢ogalmasi lizerindeki etkileri MTT
yontemiyle arastirilmistir. Seranib-2’nin A549 hiicrelerinde 24 ve 48 saatteki ICsy degerleri
sirastyla, 22 ve 18 uM; H460 hiicrelerinde ise 8 ve 3 puM olarak hesaplanmistir.
Karboplatinin ise sadece H460 hiicrelerinde 48 saatlik uygulamasinda ICsy degeri 55 uM
olarak hesaplanmistir. Ardindan her iki hiicre hattinda da seranib-2 ve karboplatin dozlar
1:1 oraninda kombine olarak uygulanmistir. A549 hiicrelerinde 24 saatte tiim dozlarda
antogonistik etki, 48 saatte 1 ve 5 uM dozlar disinda kalan diger dozlarda sinerjistik etki
goriilmiistiir. H460 hiicrelerinde ise 24 saatte 10 ve 25 uM dozlarinda sinerjistik etki
goriiliirken, diger dozlarda ve 48 saat uygulamalarinda antogonistik etki gdzlenmistir.
Secilen seranib-2 dozlarinin her iki hiicrede DNA fragmentasyonunu arttigi, apoptotik
fragmentasyonun nekrotik olana kiyasla daha fazla oldugu belirlenmistir. H460
hiicrelerinde seramidaz enzimin doza bagli olarak seranib-2 tarafindan baskilandigi ELISA
yontemiyle belirlenmistir. Son olarak secilen seranib-2 dozlarinin her iki hiicre hattinda da
apoptotik siirecle ilgili CASP3, CASPY ve BAX genlerinin ifadesini artirirken, BCL-2

geninin ifadesini azalttig1 gézlenmistir.

Sonug olarak; seranib-2 dozlarinin KHDAK hiicre hatlarinda hiicre canlilifint doza
ve zamana bagh olarak azalttig1 ve apoptozu indiikledigi, karboplatin ile birlikte kombine

denendiginde olusturdugu antagonistik/sinerjistik etkilesim ilk kez tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Seranib-2, seramidaz inhibitorleri, sitotoksisite, apoptoz,
kombine tedavi.
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SUMMARY

The increasing amount of ceramide, the secondary messenger molecule of
sphingolipid metabolism, has been shown to play role in stopping cell division and
inducing apoptosis in cancer cell lines by various studies. Ceranib-2 is an inhibitory agent
which inhibits ceramidase activation and causes an increase in the amount of ceramide in

cells.

In our research, first we investigated the antiproliferative effects of 1, 5, 10, 25, 50,
75 and 100 uM doses of ceranib-2 and carboplatin which is choosen as a positive control
by MTT assay. The ICsy values of ceranib-2 for 24 and 48 h are; 22 and 18 uM on A549
cells respectively, 8 and 3 uM on H460 cells respectively. However carboplatin has an
inhibitory effect (ICso= 55 uM) only on H460 cells by 48 h application. Then both
compound were applied in 1:1 ratio for each drug doses as combination on both cell lines.
In combination therapy, antagonistic effect at all doses in 24 h, synergistic effect at all
doses except 1 and 5 uM for 48 h was observed in A549 cells. In H460 cells, synergism
only at 10 and 25 pM for 24 h and antagonism for the rest of dose applications was
observed for 24 and 48 h. Selected ceranib-2 doses have increased DNA fragmentation on
both cell lines, apoptotic was greater than necrotic fragmentation. The inhibition of
ceramidase enzyme activity by ceranib-2 in H460 cells was determined by ELISA assay.
Finally, it is observed that the expression of apoptotic process related genes; CASP3,
CASP9 and BAX were increased while BCL-2 was reduced by selected doses of ceranib-2

in both cell lines.

As a result, the inhibition effects on cell viability and apoptosis of ceranib-2 doses
in a dose and time depended manner in NSCLC cell lines was determined for the first time.
Also the antagonistic/synergistic interactions by combination with carboplatin were

identified for the first time.

Keywords: Ceranib-2, ceramidase inhibitors, cytotoxicity, apoptosis, combined

therapy.
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1. GIRIS ve AMAC

Kanser, mutasyona ugrayan bir hiicrenin hiicre 6liimiinden kacarak kontrolsiiz
olarak ¢cogalmasi sonucu goriilen metabolik bir hastaliktir (Ponder, 2001). Pek ¢ok hiicre
olusan bu mutasyonlar sonucu kanserlesme egilimindedir. Bu nedenle ¢ok farkli kanser
cesitleri olusabilmektedir. Kanserle iliskili 6liimlerde akciger kanseri, ilk siralarda yer
almaktadir (Spiro ve Porter, 2002). Akciger kanserinin iki farkli ¢esidi bulunmaktadir.
Bunlar; kiiciik hiicreli ve kiigiik hiicreli dig1 akciger kanserleridir. Akciger kanserlerinin
yaklagik %80’ini kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri olusturmaktadir (KHDAK) (Siegel
vd., 2014). KHDAK hizli bir sekilde ¢ogaldigi i¢in ¢ogunlukla ge¢ evrelerde teshis
edilmektedir (Dela Cruz vd., 2011). Tedavi i¢in en iyi secenek cerrahi miidahaledir fakat
hastaligin ilerlemis evrelerinde ve metastatik akciger kanserli hastalarda cerrahi miidahale
uygun degildir. Bu nedenle, hastalara yaygin olarak kemoterapi ve radyoterapi
uygulanmaktadir. Kemoterapide kullanilan ilaglarin ¢esitli yan etkilerinin olmasi ve
hiicrelerin bu ilaglara kars1 direng gelistirmesi hastaligin etkili bir sekilde tedavi
edilmesini zorlastirmaktadir (Eldridge, 2013). Tiim bu sebeplerden dolay1 giliniimiizde
halen akciger kanserinin tedavisi i¢in etkili yeni kemoterapdtik ilaglarin bulunmasina ve

gelistirilmesine ihtiyag vardir.

Sfingolipid metabolizmasinda ikinci haberci olarak goérev yapan seramid ve
sfingozin-1 fosfatin (SI1P) hiicrelerde hiicre dongiisii ve apoptoz iizerindeki karsilikli
etkilesimleri belirlenmistir. Seramid molekiiliiniin hiicre 6liimiinii tetiklerken, S1P’1n ise
hiicre sag-kalimin1 ve apoptozdan kacisi sagladigi gozlenmistir. Bu sebeple bu iki
molekiiliin kanserli hiicrelerin ¢ogalmasi iizerindeki etkilerinin arastirilmasi giindeme
gelmistir (Pettus vd., 2002). Yapilan ¢aligmalarda kanserlesen hiicrelerdeki seramidaz
enzimi aktivasyonunun artisi; seramid diizeyini azaltirken, SIP diizeyini arttirdig1
belirlenmistir. Bu nedenle hiicre i¢i seramidaz enziminin diizeyi, seramid ve SIP
dengesinin korunmasi agisindan kanser tedavisinde oldukc¢a 6nemli bir yer tutmaktadir
(Obeid vd., 1993). Bu nedenle yapilan arastirmalarda kanserli hiicrelerdeki seramidaz
enzimini baskilayabilmek i¢in ¢esitli inhibitér molekiiller kullanilmis ve olumlu sonuglar
alindig1 tespit edilmistir. Giinlimiizde yeni seramidaz enzimi inhibitorii molekiillerin

arayisi siirmektedir.



Bu caligmada, iki farkli KHDAK hiicre dizilerinde seramidaz enzim inhibitorii
olan seranib-2’nin doza ve zamana bagli olarak hiicre canliligi, 6liimii ve gen ifadesi
tizerindeki etkileri ilk kez arastirilmistir. Ayrica akciger kanseri tedavisinde yaygin olarak
kullanilmakta olan karboplatin ile birlikte kombine verilerek hiicre ¢ogalmasi tizerindeki
antagonistik/sinerjistik etkileri arastirilmis ve bu sayede seranib-2’nin akciger kanserinin
tedavisi icin gelistirilebilir ve/veya uygulanabilir bir ila¢ olmasi hakkinda ilk temel

bilgiler elde edilmeye caligilmistir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Hiicre Oliimii

Insan viicudunda embriyonik ve fetal gelisim siirecinde hiicreler hizla béliinerek
cesitli doku ve organlar1 olusturmaktadir. Bu siiregte homeostazin saglanabilmesi igin
bazi hiicrelerin 0lmesi gerekmektedir (Hengartner, 2000). Bununla beraber hiicreler
cesitli sebeplerden dolayr mutasyonlara ugrayabilirler. Bu hiicrelerin de kanserlesme
siirecine girmemeleri icin Olmeleri gerekmektedir. Hiicresel dengenin korunmasi ve
hasarli hiicrelerin organizma tarafindan yok edilmesi siirecine  “hiicre Olimii”
denilmektedir (Yildirnm vd., 2007; Altunkaynak ve Ozbek, 2008). Hiicre &liim
yolaklarindaki bozukluklar, hiicrelerin 6liimden kagmasina ve sonucta kanserlesmeye yol
acmaktadir (Blank ve Shiloh 2007). Genel olarak morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
olarak ele alindiginda farkli sebeplerle ortaya c¢ikabilen ve birbirinden farkl
mekanizmalara sahip olan ii¢ farkli hiicre 6liimii sekli bilinmektedir. Bunlar; nekroz,

apoptoz ve otofaji olarak isimlendirilmektedir (Kroemer vd., 2009).

2.1.1. Nekroz

Nekroz genellikle enfeksiyon, inflamasyon ya da iskemi gibi patofizyolojik
olaylarin bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaktadir. Nekrozun en belirgin 6zellikleri; hiicresel
enerjinin tiikenmesi, hiicre membraninin sismesi ve pargalanmasi, membran lipitlerinin
hasar goérmesi, homeostatik iyon pompalari/kanallarinin fonksiyonlarindaki kayip ve
apoptotik olmayan proteazlarin aktivasyonu olarak tanimlanmaktair (Blank ve Shiloh,
2007). Hiicresel igeriklerin ve onciil inflamatuvar molekiillerin hiicreler arasi bosluga
salinmasi sonucu inflamasyon yanitin baslamasi nekrozu diger 6liim tiplerinden ayiran en

belirgin 6zeligidir (Jin ve El-Deiry, 2005).

Son yillarda bazi nekrotik hiicre 6liimii formlarinin programlanmis olabilecegi
giindeme gelmistir. Yapilan bir ¢alismada kaspaz inhibitorleri varliginda indiiklenen
TNF-o araciligiyla olusan hiicre 6liimii programlanmis nekroz olarak tanimlanmistir

(Zhang vd., 2009). Bir baska calismada ise kaspaz inhibitorlerinden bagimsiz olarak



hiicrede reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) tiiretimi ile programli nekrozun tetiklendigi

bildirilmistir (Ardestani vd., 2013).

2.1.2. Apoptoz

Apoptoz terimi ilk kez 1972 yilinda hiicrelerde normal gelisim sirasinda goriilen
programlanmig hiicre 6liimiinii tanimlamak i¢in kullanmilmistir (Kerr vd., 1972). Cok
hiicreli organizmalarin gelisiminde ve saglikli genoma sahip hiicre popiilasyonunun
devamliliginda rol oynayan 6nemli bir siirectir (Gewies, 2003). Teorik olarak apoptoz,
cesitli travmatik lezyonlar ya da genetik faktorlerle aktive edilen ve hiicrenin kendisi
tarafindan programlanmis bir mekanizmadir (Altunkaynak ve Ozbek, 2008). Apoptoz
siirecinin hiicrede; biiyiime ve bdliinme sinyalleri, tamiri miimkiin olmayan hasarlar,
miktar1 artan reaktif oksijen tiirevleri gibi hiicre i¢i sinyaller ve sitotoksik ajanlar, bazi
kimyasallar ve iyonize radyasyon gibi hiicre dis1 sinyaller ile tetiklendigi bilinmektedir

(Formigli vd., 2000; Debnath vd., 2005).

Apoptotik siiregte hiicrelerde birtakim morfolojik ve kimyasal degisimler
gbzlenmektedir. Apoptoz uyarist alan hiicre bulundugu ortamdan uzaklasir, komsu
hiicrelerle  baglantistm1 ~ koparir  ve  biiziisir, kromatini  yogunlagir. DNA
nukleozomlarindan kesilir jel elektroforezinde tipik merdiven bant gériintimii alir. Ancak
hiicre organelleri yapisal biitiinliiklerini korur. Hiicre zar1 yapisinda bulunan fosfotidil
serin hiicre zarmin i¢ ylizilnden dis yiiziine transloke olur (Ellis vd., 1991). Cekirdek
kiictliir, parcalara ayrilir. Hiicre zarla sarili tomurcuklar halinde kopar, apoptotik
cisimciklere ayrilir (Sekil 2.1). Apoptotik cisimcikler makrofajlar tarafindan taninir ve

fagosite edilir, ancak inflamasyon goriilmez. (Elmore, 2007).

Apoptozun diizenlenmesindeki defektler kansere yol acabilmektedir. Timor
hiicreleri siklikla normal apoptotik sinyallere kars1 direng gelistirerek kontrolsiiz biiyiime
egilimindedir (Ashkenazi ve Dixit, 1998). Kanser hiicrelerinde apoptoza karst direng
gelismesinde iki temel mekanizma rol oynamaktadir. Birincisi, mutasyonlar ve pro-
apoptotik molekiillerin ekspresyonundaki kayip, ikincisi de apoptoz inhibe edici

molekiillerin asir1 ekspresyonudur (Freedman vd., 2004). Tiimor hiicreleri ile miicadelede
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pro-apoptotik sinyallerin aktivasyonu ya da anti-apoptotik sinyallerin inhibisyonu kanser

tedavisi i¢in en kritik hedeflerdir (Foster, 2008).

Sekil 2.1. Apoptoza ugrayan hiicrede goriilen morfolojik degisiklikler; a:
cekirdekte kromatin yikimi sonucu niikleer yogunlagsma meydana gelir b:
apoptotik hiicrenin “at nali” seklinde bir goriiniimii olur ve hiicre biiziilmeye
devam eder, c: hiicre makrofajlar tarafindan fagosite edilebilmek i¢in hacmini

kiiciiltiir, d: hiicre membraninda kabarciklanmalar gozlenir, (— : apoptotik
cisimcikler) (Giiltekin vd., 2008).

Apoptoz oldukca karmasik bir siiregtir ve farklt sinyal mekanizmalari ile
diizenlenmektedir. Genel olarak apoptozun diizenlenmesinde; hiicre 6liim reseptorleri,
kaspazlar, Bcl-2 ailesi, kalsiyum (Ca ™) iyon konsantrasyonu degisimi ve endoplazmik

retikulum stresi rol almaktadir (Igney ve Krammer, 2002).

2.1.2.1. Hiicre oliim reseptorleri

Bu giine kadar hiicre yiizeyinde Fas, TNF, DR4, DRS5 ya da TRAIL gibi isimler

alan farkli pek ¢ok 6liim reseptorleri belirlenmistir. Apoptotik sinyal geldiginde bu 6lim



reseptorlerinin  kendilerine 6zgii ligandlar1 ile etkilesime girerek apoptotik siireci
baslattiklar1 belirlenmistir (Curtin ve Cotter, 2003). Olusan reseptor-ligand kompleksi
Oliim bolgeleri (death domain) ile etkilesime girerek 6liime sebep olan sinyal kompleksini
(death- inducing signalling complex: DISC) olusturur. Bu sinyal kompleksinin olusmasi,
inaktif halde bulunan prokaspaz 8’in aktif hale gegmesine neden olur. Kaspaz §; ya direk
prokaspaz 3’ii aktive ederek ya da Bcl-2 ailesinin iiyesi olan Bid’i aktiflestirerek

mitokondri iizerinden apoptozu baslatir (Hung ve Chow, 2004) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Hiicre oliim reseptorleri ve hiicre i¢i stres kaynakli apoptozun sematik
gosterimi (Favaloro vd., 2012).

2.1.2.2. Kaspazlar

Kaspazlar, hiicre icinde prokaspazlar olarak isimlendirilen inaktif halde bulunan
sistein aspartat spesifik proteazlardir. Aktif merkezlerinde sistein aminoasidi tasirlar ve
hedefledikleri proteinleri aspartik asit birimlerinden kestikleri i¢in kaspaz ismini
almiglardir. Bugiin bilinen memelilerde 14 tane kaspaz tanimlanmstir (Gewies, 2003 ).

Tiim kaspazlar hiicre icinde inakif olarak bulunurlar ve proteolitik islemlerle kirilarak



aktif hale ge¢mektedirler. Fonksiyonlarina bagli olarak, kaspazlar 3 grupta

siniflandirilabilirler:

1. Inflamatuar kaspazlar: inflamasyon igin gerekli olan kaspaz-1, -4, -5, -11, -12, -
13 ve -14’1i igerir.

2. Baglatic1 kaspazlar: Apoptoz mekanizmasini baglatan bu enzimler, reseptor
molekiillerle iliski kuran efektér 6liim domaini (DED) (kaspaz-8 ve -10) ya da
alic1 (CARD) (kaspaz -2, -9) prodomainlerine sahiptir.

3. Efektor kaspazlar: Bu sinif yikici kaspazlari igerir (kaspaz-3, -6, -7). Tipik
olarak ¢esitli hiicresel substratlarin yarilmasiyla apoptozun infaz asamasinda rol
oynarlar ve kendilerinden bir 6nceki kaspazlar tarafindan aktive edilerek calisirlar

(Degretev vd., 2003).
Kaspazlar aktiflestiklerinde DNA tamiri ve replikasyonu i¢in gerekli enzimleri
inhibe ederler. Ayrica niikleaz inhibitorlerini inaktif hale getirerek ve DNA’da

fragmantasyona neden olurlar (Adrain ve Martin, 2001).

2.1.2.3. Bcl-2 gen ailesi

Bcl-2 gen ailesi pro-apoptotik (apoptozu indiikleyici, Bad, Bax, Bid, BclXs, Bak,
Bim, Puma ve Noxa) ve anti-apoptotik (apoptozu baskilayici, Bcl-2, Bel-xL ve Mcl-1)
tiyelerden olugmaktadir. (Adrain ve Martin, 2001). Pro-apoptotik proteinler sitozolde yer
alirlar. Sitokrom-c ve apoptoz indiikleyici faktér (AIF) saliniminmi artirarak apoptozu
indiiklerler. Anti-apoptotik proteinler ise mitokondri dis membraninda, endoplazmik
retikulumda ve ¢ekirdek zarinda yer alirlar. Por olusumunu saglayip iyon transportunu
diizenlerler. Ozellikle hiicredeki kalsiyum iyon konsantrasyonu oranini kontrol ederler.
Ayrica kaspazlarin oncii formlariyla sitokrom-c ve AIF salinimini bloke ederek apoptozu

inhibe edebilirler (Adams ve Corry, 2001).

2.1.2.4. Hiicre ici kalsivum miktar1 artisi

Hiicre ici sinyal iletiminde yaygin olarak kullanilan Ca"" iyonlarinin miktarindaki

artis hiicreyi apoptoza gotiirmektedir. Sitoplazmada artan kalsiyum inaktif durumdaki



kalpain gibi kalsiyum bagimli proteazlar1 ve niikleazlar1 aktiflestirerek sitoplazmik
proteinlerin parcalanmasina ve apoptoza Ozgii DNA kiriklarina neden oldugu

belirlenmistir (Gerschenson ve Rotello, 1993).

2.1.2.5. Endoplazmik retikulum stresi

Endoplazmik retikulum (ER) hiicrelerde salg1 proteinlerinin sentez, katlanma ve
olgunlagsma islevlerinin gergeklestigi yerdir ve ¢ogu hiicresel aktiviteler icin gereklidir.
Proteinlerin katlanmasinin bozulmasi durumunda ER strese girer ve katlanmamis protein
cevabi (UPR) olarak adlandirilan sinyal yolunu indiikler. UPR katlanmamis proteinlerin
birikimini azaltmak i¢in cevap olusturur ve ER islevlerini diizenlemektedir. Fakat yine de
adaptasyon saglanamazsa ve protein birikimi devam ederse c¢evre dokuya zarar
vermemek i¢in hiicre apoptoza yonlendirilir (Seydel ve Aksoy, 2012). ER stresi
sonucunda gerceklesen apoptoz iki yolla aktive olur. Birincisinde; ER membraninda Bcl-
2’ye baglhh olarak inaktif halde bulunan Bax ve Bak, ER stresi olustugunda
konformasyonel degisikliklere ve oligomerizasyona ugrayarak ER membraninda por
olusumuna neden olur. Bu da ER’den stoplazmaya kalsiyumun salinmasina yol
acmaktadir. Sitozolde kalsiyum konsantrasyonunun artmasi kalpaini aktive etmektedir ve
kalpain de prokaspaz-12’yi keser ve aktive eder. Aktive olan kaspaz-12 ‘de prokaspaz-
9’u aktive ederek kaspaz kaskadi aktiflesir. Diger apoptoz aktivasyon siireci mitokondri
tarafindan sitozolik kalsiyumun alinmasiyla baslar. Bu da mitokondriyal i¢ membran
depolarizasyonuna ve sitokrom-c salinimina yol acar. Boylelikle kaspaz-9 aktive edilerek

apoptotik siire¢ baglar (Lai vd., 2007).

2.1.3. Apoptoz mekanizmalari

Hiicreler, hiicre i¢i 6liim sinyalleri ile mitokondri aracili ve hiicre disi 6lim

sinyalleri ile 6liim reseptorii aracili olarak apoptoza gidebilmektedir.

2.1.3.1. Mitokondri aracili apoptoz

Hiicre 1i¢i sinyallerle apoptotik uyar1 alinmasindan sonra pro-apoptotik

proteinlerden Bid; anti-apoptotik Bcl-2 proteinini inaktive eder. Boylelikle Bax ve Bak



aktiflesir ve mitokondri membraninda por olusumu indiiklenerek membran gegirgenligini
artirir. Porlardan sitokrom-c, Smac (Second mitochondria-derived Activator of Caspase),
Endo-G (Endonukleaz-G), Ca"" ve AIF salmimi gergeklesir. Smac, kaspaz-3 ve kaspaz-8
aktivasyonunu engelleyen inhibitér apoptotik faktorii (IAF) inhibe eder ve apoptozu
hizlandirir (Hung ve Chow, 2004). Mitokondriyal porlardan salinan sitokrom-c, apoptotik
proteaz aktive eden faktoriin (Apaf-1) ATP kullanimiyla birlesmesi sonucunda sitozolde
apoptozom denen bir kompleks olusturur. Apoptozom kaspaz-9’u aktiflestirir. Kaspaz-9
da prokaspaz-3’ii aktif kaspaz-3 haline getirir. Aktif kaspaz-3 de kaspaz ile aktiflesen
DNase enziminin inhibitoriinii (ICAD) inaktiflestirerek kaspaz ile aktiflesen DNase’1
(CAD) serbest hale getirir. CAD ise ¢ekirdekte kromatin yogunlagmasina ve DNA’nin
fragmante olmasma neden olur. AIF, g¢ekirdege transloke olur ve parcalara ayirir.

ENDO-G de DNA’y1 pargalar (Palmer vd., 2000).

2.1.3.2. Oliim reseptorii aracili apoptoz

Hiicre yilizeyindeki 6liim reseptorlerine (Fas, TNFR, DRS5) 6liim sinyallerinin
(FasL, TNF-alfa, TRAIL) baglanmasiyla reseptorler trimerik yapi kazanir. Bu sekilde
trimerik yap1 kazanan reseptdr; adaptér molekiilleri ve prokaspazla birleserek death
inducing singnaling complex (DISC) adi verilen yapiy1 olusturur (Adrain ve Martin,
2001). Bu birlesmeden sonra inaktif durumdaki prokaspaz-8 aktif hale gelir. Aktif
kaspaz-8 dogrudan ve dolayli olmak iizere 2 yolla kaspaz-3’li aktive eder. Ya direkt
kapsaz-8 kaspaz-3’1i aktive eder ya da Bid’i aktiflestirerek dolayli olarak mitokondriyal
olim yolunda kaspaz-9’u aktive ettikten sonra kaspaz-3’ii aktive eder. Her 2 yolla da
aktive olan kaspaz-3 yine CAD aktivasyonu ile DNA fragmantasyonuna neden olur

(Hung ve Chow, 2004).

2.1.4. Otofaji

Otofaji, oksidatif stres, aglik ve biliyiime faktorii kitlig1 gibi durumlarda hiicre ici
makro molekiillerin ve organellerin bir kesecik igine alinarak lizozomda pargalanmasi ile
hiicre i¢i molekiillerin geri doniisiimiinii saglayan bir siirectir (Mizushima vd., 2008).
Ayni zamanda otofajinin, metabolizmanin diizenlenmesi, morfogenezis, hiicre

farklilagsmasi, yaglanma, hiicre 6limii ve bagisiklik sisteminin bir pargasi olarak hiicre i¢i
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patojenlerin yikiminda da etkili bir rol oynadigi ortaya konulmustur. Bu 6zelliklerinden
dolay1  otofaji  mekanizmasinin  diizenlenmesindeki ~ aksakliklar,  kansere,
kardiyomiyopatiye, kas hastaliklarina ve norodejeneratif hastaliklara  sebep

olabilmektedir (Levine ve Klionsky, 2004).

Son yillarda Beclin-1 gibi tiimor baskilayici genlerin otofajinin diizenlenmesinde
de gorev aldig1 kesfedilmistir. Bu durum otofajinin tiimor baskilayici bir siire¢ olarak
gorlilmesini saglamistir (White vd., 2011). Apoptoz ve otofajinin birlikte c¢alistigini
gosteren pek cok yaym bulunmaktadir. Bir tiir topoizomeraz enzimi inhibitérii olan
etoposit maddesinin kullaniminda, fare embriyonik fibroblast hiicrelerinde (MEF), artan
seramid seviyesine bagli olarak meme ve kolon karsinomalarinda apoptozla beraber
otofaji aktivasyonunun gerceklestigi goriilmiistiir (Pattingre vd., 2009). ATP yoksunlugu
durumunda apoptozun devamlilig1 i¢in otofaji sayesinde hiicre i¢i ATP ihtiyaci

giderilebilmektedir (Qu vd., 2007).

2.2. Kanser Ile ilgili Genel Bilgiler

Kanser, mutasyon birikimi nedeniyle 6lmesi gereken hasarli hiicrenin 6liimden
kacarak kontrolsiiz olarak ¢ogalmasi sonucu goriilen metabolik bir hastaliktir (Ponder,
2001). Normal hiicrelerin genomunda olusan mutasyonlar, DNA’nin stabilitesinin
bozulmasina ve hiicrenin malignant 6zellik kazanmasina neden olmaktadir. Ortalama
olarak bir insan hiicresinde endojen hiicresel siireclere bagli olarak giinde 60.000'den
fazla DNA hasarinin dogal olarak olustugu diisiiniilmektedir (Bernstein vd., 2013).
Hiicrelerde olusan DNA hasari, tamir mekanizmalar1 tarafindan onarilmakta,
onarilamayacak durumdaki hatalar ise programli hiicre 6liimiine yol agmaktadir. Ancak,
kanser hiicrelerinde DNA tamir mekanizmasindan sorumlu genlerde meydana gelen
mutasyon sonucunda kusurlu DNA tamir edilemez. Bununla birlikte hiicreler kendilerini
Oliime yonlendirecek mekanizmalardan kagabilmekte ve boylelikle hasarli genoma sahip

yeni hiicreler iiretmeye devam etmektedir (Kanwal ve Kulsoom, 2016).

Kanser hiicrelerinde ortak olarak gozlenen birtakim 6zellikler bulunmaktadir. Bu
ozellikler kanserin fizyolojik belirtegleri olarak kabul edilmekte ve tedavi i¢in birer hedef

olarak gosterilmektedirler. Bu 6zellikler;
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e Kanser hiicreleri dis kaynakli biiylime sinyallerine ihtiya¢ duymaz,

e Biiyiimeyi durdurucu sinyallere kars1 duyarli degildirler,

e Programli hiicre 6liimiinden kagabilirler,

e Artan telomeraz aktivitesi ile yaglanmaya kars1 direnglidirler,

¢ Kontrolsiiz ¢ogalma 6zelligine sahiptirler,

¢ Yeni kan damarlari olusturabilirler (anjiyogenezis),

e Farkli dokulara saldirarak bir bolgeden digerine tasinabilirler (metastazis).

(Hanahan ve Weinberg, 2011).

2.3. Akciger Kanseri

Akciger kanseri, yirminci ylizyilin baglarinda nadir goriilen bir hastalik iken,
sigara icme aligkanlhigindaki artisa paralel olarak sikligi giderek artmis ve diinyada en
yaygin goriilen kanser tiirlerinden biri haline gelmistir (Spiro ve Porter, 2002). Tiim
diinyada akciger kanseri erkeklerde kanser olgularinin %14’{inii, bayanlarda ise %13 iinii
olusturur ve goriilme siklig1 agisindan yapilan siralamada her iki cinsiyet i¢in de ikinci
sirada yer almaktadir (Siegel vd., 2014). Akciger kanseri i¢in tanimlanan risk faktorleri
arasinda sigara tiiketimi, asbest gibi kimyasallara veya pasif i¢icilige maruz kalma,

radyasyon ve ailesel yatkinlik yer almaktadir (Clamon, 2015).

Akciger kanserlerinin siniflandirilmas: kanser hiicrelerinin mikroskop altindaki
gorliniimlerine gore yapilmaktadir. Buna gore akciger kanserleri kiigiik hiicreli ve
KHDAK olmak iizere iki ana gruba ayrilarak incelenmektedir. Goriilme sikligi olarak
kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri vakalarin yaklasik %85’ini olusturmaktadir (Dela Cruz

vd., 2011).

2.3.1. Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri

En sik goriilen akciger kanseri tiirii olmakla birlikte, kiigclik hiicreli akciger
kanserine gore daha yavas ilerler. Bu kanser tiirii kendi i¢inde adenokarsinom, biiyiik
hiicreli akciger karsinomu ve yassi (skuamoz) hiicreli karsinom olarak {ic ana gruba

ayrilmaktadir (De Waele ve Van Schil, 2012).
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2.3.1.1. Adenokarsinom

Adenokarsinom, kadinlar arasindaki en yaygin akciger kanseri tiliriidiir ve
genellikle sigara kullanmayanlar arasinda yaygindir. KHDAK vakalarmin yaklasik
%40’1inda goriiliir. Adenokarsinom, akcigerin disa yakin dokularinda baglar ve herhangi

bir belirti vermeden uzun stire varligini siirdiiriir (Langevin vd., 2014).

2.3.1.2. Biiviik hiicreli akciger karsinomu

Biiylik hiicreli akciger karsinomu mikroskop altinda biiyiik yuvarlak hiicreler
seklinde gozlendigi i¢in bu isimle adlandirilmaktadir. Diger kiiglik hiicreli dist akciger
kanseri ¢esitlerine gore daha hizli biiylimekte ve yayilmaktadir. Yine adenokarsinom gibi

belirti vermeden uzun siire varligini siirdiirdiigli bilinmektedir (Eldridge, 2013).

2.3.1.3. Skuamoz hiicreli karsinom

Skuamoz hiicreli karsinom, erkekler arasinda kadinlara gore daha yaygindir ve
sigara ile en cok iligkilendirilen kiiclik hiicreli dis1 akciger kanseri tiiridiir. Kanser
hiicreleri soluk borusuna yakin yerlere yerlestigi icin diger akciger kanseri cesitlerine

gore daha erken belirti verdigi bilinmektedir (Eldridge, 2013).

2.4. Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri Tedavisi

Gilinlimiizde uygulanan KHDAK tedavileri, uzun donem sag kalim oranlarindaki
diisiikliik nedeni ile yetersiz kalmaktadir. Tedavi i¢in en iyi se¢enek cerrahi miidahaledir
fakat hastaligin ilerlemis evrelerinde ve metastatik akciger kanseri hastalarinda cerrahi
miidahale uygun degildir. Bu nedenle, hastalara yaygin olarak kemoterapi ve radyoterapi
uygulanmaktadir (Liao vd., 2009). Kemoterapi ve radyoterapi gibi geleneksel tedaviler,
hastalara bir yili asmayan sag-kalim siiresi sunabilmektedir. Ayrica; kemoterapide
kullanilan ilaglarin g¢esitli yan etkilerinin olmasi1 ve hiicrelerin bu ilaglara karsi direng
gelistirmesi hastaligin etkili bir sekilde tedavi edilmesini zorlastirmaktadir (Ray vd.,

2010). Bu nedenle hastalarin sag-kalim siirelerini uzatabilmek i¢in son yillarda alternatif
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tedavilerin ve yeni biyolojik ajanlarin gelistirilmesi i¢in ¢ok fazla sayida calisma

yapilmaktadir (Mendez vd., 2011).

2.5. Sfingolipid Metabolizmasi

Sfingolipidler ilk kez 1876 yilinda JL.W. Thudichum tarafindan
kesfedilmislerdir. (Simons ve Ikonen, 1997). Okaryotik hiicrelerde membran lipidlerinin
kiigiik (%10-20) ancak ¢ok 6nemli bir kismini olusturmaktadirlar. Yapilarinda hidrofilik
bas grubuna bagl bir lipofilik kuyruk grubu bulunmaktadir. Lipid kisimlar1 18-20 karbon
ihtiva eden diiz zincirli bir amino alkol olan sfingoid bazi igermektedir. Memeli
hiicrelerinde bulunan sfingoid bazlari; sfingozin, sfinganin (dihidrosfingozin) ve 4-
hidroksisfinganin’dir. Sfingoid bazindaki amino grubuna uzun zincirli bir yag asidi amid
bagt ile baglanmistir (Holthuis vd., 2001). En temel sfingolipid tiirli seramid
molekiiliidiir. Seramid molekiiliinde primer alkol grubundaki hidrojen yerine, farkli
gruplarin gelmesiyle cesitli sfingolipid tiirleri olusmaktadir (Ogretmen ve Hannun, 2004).
Ornegin; glikosfingolipidlerde bu grup cesitli monosakkaritler iken, bir fosfosfingolipid
olan sfingomiyelinde ise fosfokolindir (Holthuis vd., 2001)(Sekil 2.3).

Sfingozin
OH
ANAANANAA, CHZO TR
NH
\/\/\/\/\/\/\/\/\n/ TERE.
O
Yag asidi
Sibstitient (R) Sfingolipid
H Seramid
Fosfokolin Sfingomiyelin
Seker(ler) Glikosfingolipid

Sekil 2.3. Sfingolipidlerin genel yapisi (Cazenave vd., 2002).

Uzunca bir siire sfingolipidlerin yalnizca membran yapisinda goérev aldiklar

diistiniilmiistiir. Yapilan arastirmalar sonucunda ise aralarinda seramid, sfingozin ve S1P
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bulundugu biyoaktif sfingolipid molekiillerinin bir¢ok sinyal iletim yolaklarinin

diizenlenmesinde gorev aldiklar1 belirlenmistir (Bartke ve Hannun, 2009).

Sfingolipid metabolizmasinda ikinci haberci olarak gérev yapan seramid ve S1P
hiicrelerde hiicre dongiisii ve apoptoz iizerindeki karsilikli etkilesimleri belirlenmistir.
Seramid molekiiliiniin hiicre 6liimiinii tetiklerken, S1P’1n ise hiicre sag-kalimini artirdigi,
apoptozdan kagisa neden oldugu ve ila¢ direncinin olusmasini sagladigi gézlenmistir. Bu
sebeple bu iki molekiiliin kanserli hiicrelerin ¢ogalmasi {iizerindeki etkilerinin
arastirilmasi giindeme gelmistir (Pettus vd., 2002). Yapilan ¢alismalarda kanserlesen
hiicrelerdeki seramidaz enzimi aktivasyonunun artigi; seramid diizeyini azaltirken, S1P
diizeyini arttirdigi belirlenmistir. Bu nedenle hiicre i¢i seramidaz enziminin diizeyi,
seramid ve S1P dengesinin korunmasi agisindan kanser tedavisinde olduk¢a 6nemli bir

yer tutmaktadir (Obeid vd., 1993)(Sekil 2.4).

Seramida Sfingozin Kinaz

Seramid _———»  gfingozin ———— S1P

Hiicre $liimii Hiicre ¢cogalmasi

Biiviimenin baskilanmasi Hiicre sayisinn artis1

Hiicre dongiisiiniin durmasi Hiicre gocii

Apoptosis Hiicrelerin transformasyonu

Hiicre farklilasmasi Yeni damar olusumu
Inflamasyon

AN

Sekil 2.4. Seramid/Sfingozin-1-fosfat Dengesi (Liu vd., 2009).
2.6. Seramid Molekiiliiniin Yapis1 ve Metabolizmasi

Seramid, bir sfingozin bazina ¢esitli uzunluklardaki bir yag asidi zincirinin amid
bagi ile baglanmasi sonucu olugmaktadir. Bu yag asitlerinin uzunlugu C4 ile Cy¢ arasinda
degismektedir (Perry ve Hannun, 1998). Seramid, hiicrede daha kompleks
sfingolipidlerin iiretiminde dnciil molekiil olarak kullanilmaktadir (Ogretmen ve Hannun,

2004).
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Genel olarak seramidler iki farkli mekanizma ile hiicrede iiretilmektedir.
Bunlardan birincisi de novo sentezi, ikincisi ise sfingomiyelin ve glikozilseramid gibi
sfingolipidlerin hidrolizi sonucu iiretilmesidir (Mandon vd., 1992). De novo yolakta
serin, palmitol-CoA ile serin palmitol transferaz enzimi araciligiyla birleserek 3-keto-
sfinganin olusur. 3-keto-sfinganin ise indirgenerek sfinganin (dihidrosfingozin) meydana
gelir. Sfinganin molekiiliniin de hemen ardindan uzun zincirli bir yag asidi ile
dihidroseramid sentaz enzimi yardimiyla N-agilasyonu sonucu dihidroseramid
olusturulmaktadir. Sonrasinda ise dihidroseramid molekiiliinde desatiiraz enzimi
araciligiyla 4-5 trans ¢ift bagin olusumu sonucunda seramid molekiilii olusmaktadir
(Yasuda vd., 2003). Seramid molekiiliiniin de novo sentezi ER’de gerceklesirken, daha
kompleks sfingolipidlere doniistim golgi cisimciginde meydana gelmektedir. Bunun i¢in
seramid molekiilii ya vezikiiler yolla ya da seramid transfer proteini (CERT) araciligiyla
ER’den golgi cisimcigine taginmaktadir (Levy ve Futerman, 2010). Hidroliz yolaginda
ise sfingomiyelinaz enzimi aracilifiyla sfingomiyelin hidrolize edilerek seramid ve
fosfokolin meydana gelir. Glikozilseramid molekiiliiniin serebrosidaz enzimi araciligiyla
hidrolize edilmesiyle de hiicrede yine seramid elde edilir (Senkal ve Obeid, 2015) (Sekil
2.5).

Hiicrelerde seramid molekiilii birikiminin 4 farkli yolla gergeklestigi

bilinmektedir;

a) Serin palmitol transferaz (SPT) ve seramid sentaz enzimleri aracilifiyla de
novo seramid sentezi (Hannun, 1996).

b) Sfingomiyelinin sfingomiyelinaz enzimi araciliiyla hidrolizi (Bielawska vd.,
1996)

c) Glikozilseramid molekiiliiniin serebrosidaz enzimi ile hidrolizinin uyarilmasi
ya da sentezinin baskilanmasi (Abe vd., 1995).

d) Seramid molekiiliiniin seramidaz enzimi ile hidrolizinin baskilanmasi

(Hannun ve Obeid, 2002).
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| Serin+palmitol CoA |

serin palmital transferaz

v

3-Ketosfinganin ‘

y

Yag-acil-CoA
e —\ dihidroseramid
sentaz

L]

\ Dihidroseramid \
‘ DAG

dihidroseramid Sfingomiyelin
desatiraz @ SMS
serebrosidaz %myenaz
(Gikoziseramia] ——  (Seramid)

i —eee
glikozilseramid
sentaz y

seramid sentaz seramidaz

‘ Laktozilseramid‘

Sfingozin
¥ A

Glikosfingolipid S1P fosfataz sfingozinkinaz

Sfingozin-1-fosfat

Sekil 2.5. Sfingolipid metabolizmasi, SMS: sfingomiyelin sentaz, PC: fosfokolin, DAG:
Diagil gliserol (Ogretmen ve Hannun, 2004).

Seramid molekiiliiniin hiicrelerdeki artist DNA hasari, hipoksi, stres ve apoptotik
molekiillerin indiiklenmesiyle gerceklesmektedir (Perry ve Hannun, 1998). Hiicrelerdeki
seramid miktarinin artmasi ise hiicre c¢ogalmasimnin baskilanmasi, apoptozun
indiiklenmesi, telomeraz aktivitesinin baskilanmasi ve yaslanmaya neden olmaktadir

(Ogretmen ve Hannun, 2004).
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2.7. Biyoaktif Sfingolipidlerin Kanser Tedavisinde Hedeflenmesi

2.7.1. Seramid

Birgok ¢alisma tarafindan seramid molekiiliiniin pro-apoptotik bir ajan olarak 6ne
stirlilmesinin iki sebebi vardir. Bunlardan birincisi apoptoz sinyalinin olugmasindan 6nce
saptanan seramid {iretimindeki artisidir (Grullich vd., 2000). Ikincisi ise hiicreye
disaridan seramid verilmesi sonucunda apoptozun indiiklenmesidir (Obeid vd., 1993).
Hiicrede artan seramid miktari; bir¢ok protein kinaz ve fosfatazin aktivasyonuna, kaspaz
kaskadmin aktiflesmesine, hiicrede bircok organelde fonksiyon bozukluguna ve bunun

sonucunda da apoptoza neden olmaktadir (Morales vd., 2007).

Arastirmacilar hiicre i¢ine girebilen sentetik kisa zincirli C2- ve C6-seramid gibi
seramid analoglarini1 deneysel amagh sentezlemislerdir (Morales vd., 2007). Obeid ve
arkadaslarinin C2-seramid molekiiliinii kullanarak yapmis olduklar1 ¢alismada ilk kez
seramid molekiiliiniin  hiicre icerisindeki artisinin  apoptoza neden oldugunu
belirlemiglerdir (Obeid vd., 1993). Farkli bir calismada ise C2- ve C6-seramid
molekiillerinin apoptoz ile karakterize edilen DNA fragmentasyonunu indiikledigi tespit

edilmistir (Kolesnick vd., 2000; Biclawska vd., 1993).

Seramid mitokondride hidroliz veya de novo sentez ile iiretilebilmektedir (Birbes
vd., 2001). Hem sfingomiyelinaz enziminin mitokondride asir1 ekspresyonuyla, hem de
TNF-o uyarimiyla mitokondriyal seramid birikiminin Bax translokasyonuna, sitokrom c
salinimma ve apoptoza neden oldugu belirlenmistir (Bionda vd., 2004). Bcl-2
molekiiliiniin seramid aracili apoptozu engellemesi (Smyth vd., 1996), ekzojen seramid
molekiillerinin mitokondriyal apoptozla iliskili oldugunu gostermektedir (Srinivasan vd.,
1996). Ekzojen C2- ve Cé6-seramid molekiillerinin bir¢ok hiicre hattinda mitokondriyal
apoptozu tetikledigi bilinmektedir. Genel olarak, hem ekzojen seramidler hem de seramid
iiretimine neden olan Oliim sinyalleri mitokondriyal fonksiyon bozukluguna, kaspaz

aktivasyonuna ve apoptoza neden oldugu gézlenmistir (Birbes vd., 2001).
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2.7.2. Seramidaz enzimi inhibitorleri

Seramidaz enzimlerinin seramid molekiiliinii parcalayarak sfingozin ve S1P
seviyelerini kontrol etme yeteneklerinden dolay1 hiicre sag-kaliminda rol oynayan 6énemli
diizenleyici molekiiller oldugu bilinmektedir. Seramidaz enziminin asit, notral ve alkalin

seramidaz olmak iizere {i¢ farkl ¢esidi vardir. (Mao ve Obeid, 2008).

Sfingolipid metabolizmasinda gorev alan enzimlerin molekiiler teshislerinin
yapilmasiyla bu metabolizmay1 kapsayan molekiiler yolaklarin gézlemleri kolaylagmustir.
Buna ek olarak, yapilan ¢alismalar sonucunda bu enzimlerin hiicrenin farkli bolgelerinde
gorev aldig1 gosterilmistir. Enzimlerin bu sekildeki lokalizasyonu sfingolipid
metabolizmasinin karmagikligin1 gostermektedir. Ayrica, bu enzimlerin hiicre igerisindeki
seviyelerinin kanser tiirlerine gore farklilik gostermesi sfingolipid metabolizmasindaki
enzimlerin karsinogenezde farkli gérevlerinin oldugunu ortaya koymaktadir (Merrill vd.,

1997).

Normal hiicrelere gore asit seramidaz enzim diizeyi 6zellikle prostat, melanoma
ve bas-boyun kanseri hiicrelerinde normal hiicrelere gore yliksek diizeyde bulunmustur
(Beckham vd., 2011; Proksch vd., 2011). Seramidaz enziminin baskilanmasinin prostat
kanseri hiicrelerinde apoptozu uyardig1 ve kanser biiyliimesini engelledigi gosterilmistir
(Holman ve Turner, 2008). Benzer sekilde bagirsak kanseri (Selzner vd., 2001) ve
melanoma (Bektas vd., 2005) hiicrelerinde de seramidaz enziminin baskilanmasinin
apoptozu uyardigi tespit edilmistir. Shah ve arkadaglar1 da biiylik graniillii lenfositli
16semi (LGL) hiicrelerinde seramidaz enzim diizeyinin arttigini1 ve seramidaz enziminin

baskilanmasinin ise hiicrelerde apoptozu uyardigini gostermislerdir (Shah vd., 2008).

Ayrica yapilan calismalarda seramidaz enzim diizeyi yiiksek olan kanserli
hiicrelerde kullanilan kemoterapotik ajanlara karsi daha kolay direng gelistigi
belirlenmistir. Karaciger kanseri hiicrelerinde yapilan bir c¢alismada seramidaz
aktivitesinin artmasina paralel olarak ila¢ direncinin arttigi belirlenmistir (Saad vd.,
2007). Prostat kanseri hiicrelerinde yapilan diger bir ¢alismada ise seramidaz enzim

artisinin apoptozu uyaran ilaglara (doxorubisin, etoposit, sisplatin, seramid analogu) karsi
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diren¢ olusumunu tetikledigi, enzimin aktivitesinin baskilanmasmin ise bu direnci

azalttig1 tespit edilmistir (Morales vd., 2006).

Bu bilgiler dogrultusunda aragtirmacilar seramidaz enzimini baskilayabilmek i¢in
cesitli inhibitdr molekiiller gelistirmislerdir. Ornegin; asit seramidaz inhibitdrii olan B13
prostat kanseri hiicrelerinde apoptozu uyardig: belirlenmistir (Hannun ve Linardic, 1993).
Kolon karsinoma hiicrelerinde seramid miktar1 saglikli hiicrelere gore daha az seviyede
bulunmus, ekzojen seramid ya da seramidaz inhibitorii B13 ile tedavi sonucu hiicre
icerisinde seramid miktar1 artirilarak apoptozun indiiklenmesi saglanmistir (Holman vd.,
2008; Selzner vd., 2001). Fibrosarkoma hiicre (L929) hattinda asit seramidaz enziminin
asirt ekpresyonunun TNF-a aracili apoptozu onledigi ve ekzojen seramid veya asit
seramidaz inhibitorii N-oleoylethanolamine ile tedavi sonucunda ise TNF-a direnci

ortadan kaldirdig1 belirlenmistir (R enert vd., 2009).

Seramidaz enzimi inhibitérlerinin nekrotik hiicre 6liimii ile baglantilarini arastiran
calisma sayis1 ¢ok azdir. Epitelyal akciger adenokarsinomu (A549) hiicre hatt1 ile yapilan
bir caligmada glikozilseramid sentaz inhibitérii (DL-PDMP) ve seramidaz inhibitorii (D-
NMAPPD) ile kombine verilmistir. Meydana gelen seramid artisina bagl lizozomal

bozulma sonucu hiicrelerde nekrozun gergeklestigi bildirilmistir (Yamane, 2015).
2.7.3. Seramidaz enzimi inhibitorii seranib-2
Seranib-2 yeni iiretilmis hiicresel seramidaz aktivitesini baskilayan bir ilagtir.

Molekiil formiilii 3-(3-(4-methoksifenil)asirilol)-4-fenilguinolin-2(1H)-1’dir (Draper vd.,
2011) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6. Seranib-2’nin kimyasal yapis1 (Draper vd., 2011).
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Seranib-2’nin insan ovaryum kanseri hiicrelerinde (SKOV3) seramidaz
aktivitesini baskiladigi, hiicre seramid diizeyini arttirdigi, S1P diizeyini azalttigi ve bu
sayede timor biiylimesini azalttifi ve hiicrelerin ¢ogalmasinmi baskiladiglr gosterilmistir
(Draper vd., 2011). Bir baska calismada ise H-Ras geniyle transforme edilmis rat
fibroblast (5RP7) hiicrelerinde seranib-2’nin sfingozin miktarim1 artirarak golgi
kompleksinde fragmentasyona neden oldugu ve bunun sonucunda hiicreyi apoptoza
stiriikledigi tespit edilmistir (Vejselova vd., 2014). Bir diger ¢alismada ise insan prostat
kanseri (DU145, LNCaP) hiicre hatlarinda seranib-2’nin diisilk dozlarinda anti-
proliferatif etkisinin oldugu ve apoptozu indiikledigi belirtilmistir (Kus vd., 2015). Tiim
bu calismalar degerlendirildiginde, seramidaz enzim aktivitesinin baskilanmasinin
kanserli hiicrelerde ilag direncinin kirilmasi ve apoptozun indiiklenmesi agisindan énemli

oldugunu gostermektedir.

Bu ¢alismada, seramidaz enzim inhibitorii olan seranib-2’nin iki farkli KHDAK
hiicre dizisinde hiicre canlilifi, morfolojisi, 0liimii ve gen ifadesi lizerindeki etkileri
arastiritlmistir. Ayrica akciger kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilmakta olan
karboplatin  ile  birlikte = kombine verilerek hiicre c¢ogalmasi iizerindeki

antagonistik/sinerjistik etkileri incelenmistir.
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Deneysel ¢aligmalarin tamami Eskisehir Osmangazi Universitesi, Fen- Edebiyat

Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Hiicresel Arastirma Laboratuvari’nda yapilmstir.

3.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasallar

Deneylerde kullanilan kimyasal ve sarf malzemeler Cizelge 3.1°de gdsterilmistir.

Cizelge 3. 1 Deneylerde kullanilan kimyasal malzemeler

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) Sigma
Fetal Bovine Serum (Fetal Dana Serumu, FBS) Sigma
Penisilin-Streptomisin Cozeltisi Hyclone
%0,25 Tripsin-EDTA Cozeltisi Sigma
Fosfat Tamponlu Tuz Cdozeltisi (Phosphate Buffered Saline, PBS) Sigma
Dimetil Siilfoksit (DMSO) Carlo Erba
3-(4,5-Dimetiltriazol-2-il)-2,5difeniltetrazolium bromid (MTT) Applichem
Tripan Mavisi Sigma
Hank'in Dengelenmis Tuz Cozeltisi (Hank's Balanced Salt Solution, .

HBSS) Sigma
Seranib-2 Cayman
Karboplatin Carbodex
RNA izolasyon Kiti Roche
cDNA Sentez Kiti Roche
Green Master Kiti Roche
Hiicre Oliimiinii Belirleme Kiti Roche

insan ASAH1 ELISA kiti

Cloud-clone
corp.
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%99.8°lik Etanol (C,;HsOH) Riedel de Haen
Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) Merck
Dithiothreitol (DTT) Invitrogen

3.2. Hiicrelerin Temini ve Cogaltilmasi

Calismada kiiclik hiicreli dist  akciger kanseri KHDAK c¢esitlerinden
adenokarsinom tiirii icin A549, biiyiik hiicreli akciger karsinomunu i¢in ise H460 hiicre
dizisi sec¢ilmistir. Secilen hiicre dizileri Amerikan Kiiltiir Koleksiyonu’ndan temin

edilmistir.

Hiicre kiltliri c¢alismalar1 steril kabin altinda gerceklestirilmis olup her
calismadan 6nce kabin, 30 dakika UV lamba ile steril edilmistir. Hiicreler %10’luk Fetal
Dana Serumu (FBS) ve %l penisilin-streptomisin antibiyotik soliisyonu igeren
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) igerisinde, 37 °C’de, % 5 CO, ve % 95
nem igeren ortamda dnce 25 cm”’lik, daha sonra 75 cm®’lik flasklarda inkiibe edilerek
cogaltilmistir. Kiiltiir kaplarindaki hiicreler ters 151k mikroskobu kullanilarak canlilik,
¢ogalma ve kontaminasyon bakimindan giinliik olarak takip edilmistir. Hiicrelerin besi

ortami ise rutin olarak iki glinde bir degistirilmistir.
3.3. Hiicre Ekimi ve Tla¢ Dozlarimin Uygulanmasi

Hiicre saymmu igin tripan mavisi canlilik boyas1 kullanilmigtir. Bu metodun temel
prensibi, canli hiicreler iglerine boyay1 almazken, olii hiicrelerin boyayr hiicre icine
almasidir. Tripan mavisi bu sayede sadece 0li hiicreleri boyamaktadir. Hiicreler tripan
mavisi ile oda 1sisinda 5 dakika muamele edildikten sonra hiicre sayim cihazinda (Cedex

XS, Innovatis) sayilmstir.

Hiicre sayimi1 sonucunda 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda her bir kuyucuga 100ul
hacimde 1x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmustir. Kiiltiir kaplari hiicrelerin tabana
yapismast i¢in 37 °C’de, % 5 CO, ve % 95 nem iceren inkiibatorde 24 saat siireyle inkiibe

edilmistir.
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Seranib-2 (Cayman) toz halinde temin edilerek, dimetil siilfoksit (DMSO) i¢inde
10 mM ana stok olacak sekilde ¢oziilmiistiir. Daha sonra ana stok soliisyon DMEM ile
diliie edilerek 1 uM’ dan 100 uM’ a kadar seranib-2 dozlar1 hazirlanmistir. Ayrica en
yiiksek iki doz olan 75 uM ve 100 uM icin sadece DMSO igeren ¢6ziicii kontrol grubu
deney gruplarma eklenmistir (Cizelge 3.2). Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklara
hazirlanan dozlar (100 pl) ilave edilerek hiicreler 24 ve 48 saat siire ile muamele
edilmistir. Tla¢ icermeyen kuyucuklara ise 100 pl besiyeri ilave edilerek kontrol grubu
olarak kullanilmistir. Her bir doz i¢in en az 8 kuyu kullanilmis ve deneyler 3 kez

tekrarlanmustir.

Cizelge 3. 2. Seranib-2 ve doz gruplari

Sira | Uygulanan doz

Kontrol grubu (sadece besiyeri uygulandi)

1 uM seranib-2 doz grubu

5 uM seranib-2 doz grubu

10 uM seranib-2 doz grubu

25 uM seranib-2 doz grubu

50 uM seranib-2 doz grubu

75 uM seranib-2 doz grubu

100 uM seranib-2 doz grubu

| L Q| | | Al W N ==

75 uM ¢oziicii kontrol (DMSO) doz grubu

[
(=)

100 uM ¢oziicii kontrol (DMSO) doz grubu

Karboplatin (Carbodex) flakon halinde temin edilmis, molaritesi 10 mM olacak
sekilde iizerine saf su eklenerek ana stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Daha sonra DMEM ile
diltie edilerek 1 ile 100 uM arasindaki karboplatin dozlar1 Cizelge 3.3’te gosterildigi gibi
hazirlanmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklara dozlar (100 pl) ilave edilerek
hiicreler 24 ve 48 saat siire ile muamele edilmistir. fla¢ igermeyen kuyucuklara ise 100 ul
besiyeri ilave edilerek kontrol grubu olarak kullanilmistir. Her bir doz i¢in en az 8 kuyu

kullanilmistir ve deneyler 3 kez tekrarlanmustir.
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Cizelge 3. 3. Karboplatin doz gruplar

Sira | Uygulanan doz

Kontrol grubu (sadece besiyeri uygulandi)

1 uM karboplatin doz grubu

5 uM karboplatin doz grubu

10 uM karboplatin doz grubu

25 uM karboplatin doz grubu

50 uM karboplatin doz grubu

75 uM karboplatin doz grubu

R | SN 0| A W N -

100 uM karboplatin doz grubu

3.4. Hiicre Morfolojilerinin Ters Isik Mikroskobunda Goriintiilenmesi

Seranib-2’nin farkli dozlarinin uygulandigr A549 ve H460 hiicre hatlarinda doza
ve zamana bagli olusan morfolojik degisimler ters 151k mikroskobunda (Nikon Eclipse,
TC100) incelenmistir. Doza ve zamana bagli olarak olusan hiicresel degisiklikler

Kameram 21 programi yardimiyla goriintiilenmistir.

3.5. Seranib-2’nin Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

Seranib-2’nin A549 ve H460 hiicre dizileri tizerindeki sitotoksik etkisi Mossmann
tarafindan tanimlanan 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT)

yontemi ile belirlenmistir (Mossman, 1983).

MTT yontemi, hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in sik¢a kullanilan pratik bir
kolorimetrik yontemdir. MTT boyasi, hiicrelere aktif olarak alinabilen ve mitokondriye
bagli bir reaksiyon ile renkli, suda ¢ozlinmeyen formazana indirgenen bir maddedir.
Hiicrelerin MTT indirgeme 6zelligi hiicre canliliginin 6l¢iitii olarak alinir ve MTT analizi
sonucunda elde edilen boya yogunlugu canli hiicre sayisi ile dogru orant1 gosterir (Abe ve

Matsuki, 2000).

Her deneyden once 5mg/mL MTT (Applichem), Hank’in dengelenmis tuz
solisyonu (HBSS, Sigma) icerisinde c¢oziilerek 0.2 pm’lik filtreden gecirilerek taze
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olarak hazirlanmistir. Muamele siireleri sonunda 20 pL MTT soliisyonu her bir kuyuya
eklenerek 37°C’de 4 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiir kabinin
icerigi uzaklastirilarak her bir kuyuya 100 uL DMSO eklendikten sonra karanlik ortamda
5 dakika bekletilmistir. Kiiltiir kaplart ELISA cihazinda (BioTek, Powerwave XS) 550
nm dalga boyunda mikroplate okuyucu ile spektrofotometrik olarak absorbans degerleri
Ol¢iilmiistiir. Deneyler en az 3 kez tekrarlanmistir. Kontrol grubunun absorbans degerine
gore kuyucuklardaki absorbans degerlerinin yiizdesi “Sitotoksisite (%) = Doz grubunun
absorbans1 x 100 / Kontrol grubunun absorbansi” formiiliine gore hesaplanmistir.
Ardindan elde edilen veriler IBM SPSS Statistics v22 programinda One-Way ANOVA
testiyle analiz edilmis ve anlamlilik dereceleri hesaplanmistir (* : p<0.05 , ** : p<0.01,
*#% : p<0.001). Kontrol grubuna goére % 50 oraninda hiicre 6liimiine neden olan doz

hesaplanarak, ICsy degeri olarak kabul edilmistir.

3.6. Karboplatinin Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

Karboplatin dozlar1 ile 24 ve 48 saat siire muamele sonunda her kuyuya 20 pL
MTT soliisyonu eklenerek 37°C’de 4 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda
kiiltiir kabinin igerigi uzaklastirilarak her bir kuyuya 100 L. DMSO eklendikten sonra
karanlik ortamda 5 dakika bekletilmistir. Kiiltiir kaplar1 ELISA cihazinda (BioTek,
Powerwave XS) 550 nm dalga boyunda mikroplate okuyucu ile spektrofotometrik olarak
absorbans degerleri dl¢iilmiistiir. Deneyler en az 3 kez tekrarlanmistir. Kontrol grubunun
absorbans degerine gore kuyucuklardaki absorbans degerlerinin yiizdesi “Sitotoksisite
(%) = Doz grubunun absorbansi x 100 / Kontrol grubunun absorbans1” formiiliine gore
hesaplanmistir. Ardindan elde edilen veriler IBM SPSS Statistics v22 programinda One-
Way ANOVA testiyle analiz edilmis ve anlamlilik dereceleri hesaplanmistir (* : p<0.05 ,
*E 5 p<0.01, ***:p<0.001). Kontrol grubuna gore % 50 oraninda hiicre 6liimiine neden

olan doz hesaplanarak, ICsy degeri olarak kabul edilmistir.
3.7. Seranib-2 ve Karboplatin Dozlarinin Kombine Olarak Uygulanmasi
Akciger kanserinin tedavisinde yaygin olarak kullanilmakta olan karboplatinin

seranib-2 ile birlikte kombine verildiginde iki ila¢ arasindaki antagonistik/sinerjistik

etkilesimleri her iki hiicre hattinda arastirilmistir.
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Seranib-2 ve karboplatinin ayn1 dozlarinin 24 ve 48 saat siire ile 1:1 oraninda iki
hiicre hattina kombine olarak verilmesi sonucunda olusan sitotoksik etki MTT yontemi
ile saptanmistir. Deneyler en az 3 kez tekrarlanmistir. Kontrol grubunun absorbans
degerine gore kuyucuklardaki absorbans degerlerinin yilizdesi “Sitotoksisite (%) = Doz
grubunun absorbanst x 100 / Kontrol grubunun absorbansi” formiiline gore
hesaplanmistir. Ardindan elde edilen veriler, IBM SPSS Statistics v22 programinda One-
Way ANOVA testiyle analiz edilmistir (* : p<0.05 , ** : p<0.01, *** :p<0.001).

Seranib-2 ve karboplatin arasindaki antagonistik/sinerjistik etkilesim ise “Ilag
etkilesimi katsayis1 “CDI= (Kombine doz absorbansi/ seranib-2 absorbansi x karboplatin
absorbansi) x100” formiiliine gore belirlenmistir. CDI< 1 i¢in sinerjistik etkilesim,

CDI>1 i¢in antagonistik etkilesim oldugu kabul edilmistir (Dalpu vd., 2014).

3.8. Apoptotik ve Nekrotik DNA Fragmentasyonunun ELISA Yéntemi 1le

Belirlenmesi

Apoptotik ve nekrotik DNA fragmentasyonunu kantitatif olarak belirlemek
amaciyla kolorimetrik bir ELISA kiti olan Hiicre Oliimii Belirleme ELISA Kiti (Roche)
kullanildi.

Bu deneyde her iki hiicre dizisi i¢in MTT yonteminden elde edilen sonuglar g6z
Oniine alarak {i¢ farkli doz secilmistir. Bu dozlar A549 hiicre dizisi i¢in 10, 25 ve 50
uM; H460 hiicre dizisi i¢inse 5, 10 ve 25 uM olarak belirlenmistir. Herhangi bir doz ilave

edilmeyen kuyucuklar kontrol grubu olarak kullanilmistir.

Hiicre sayimindan sonra, 96 kuyucuklu kiltir kaplarma 1x10* hiicre olacak
sekilde ekim yapilmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda se¢ilmis olan seranib-2
dozlariyla hiicreler 24 saat siireyle muamele edilmistir. Siire sonunda kuyucuklar ters 151k
mikroskobunda incelenerek her doz grubu ve kontrol grubu i¢in iki adet kuyu se¢ilmis ve
kiiltiir kab1 25 °C’de, 200 g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijiin ardindan segilen
kuyularin igerigi otomatik pipet ile ¢ekilerek nekrotik Oliimiin arastirilmasi amaciyla
eppendorf tiiplere etiketlenerek ayrilmistir. Ardindan apoptotik Oliimiin arastirilmasi

amaciyla icerigi ¢ekilen kuyulara 200 pL lizis tamponu eklenerek karanlik ortamda oda
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sicakliginda 30 dakika inkiibe edilerek hiicre lizatlar1 elde edilmistir. Inkiibasyon sonunda
96 kuyucuklu kiltir kab1 tekrar 25 °C’de, 200 g’de 10 dakika santrifiij edilmis ve
streptavidin kapl kiiltiir kabina nekroz igin siipernatant, apoptoz ig¢inse hiicre lizati
orneklerinin her birinden 20 puL eklenmistir. Anti-Histon Biotin, Anti-DNA POD ve
inkiibasyon tamponu bir eppendorf tiip icerisinde birlestirilerek 6rneklerin yiiklendigi her
kuyuya 80 pL eklenmis ve 2 saat boyunca karanlik ortamda inkiibasyona birakilmstir.
Inkiibasyon sonunda kuyularmn icerigi dokiilerek 300 pL yikama tamponuyla 3 kez
yikanmistir. Ardindan her bir kuyuya 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzthiazolin-6-siilfonik asit
(ABTS) substratindan 100 pL eklenmis ve 12 dakika boyunca 250 g’de calkalanarak
karanlik ortamda oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Siire sonunda her bir kuyuya ABTS
durdurma soliisyonundan 100 pL eklenmis ve hemen ardindan 405 nm dalga boyunda
spektrofotometre cihazinda okuma yapilmistir. Kontrol ve doz gruplarina ait DNA
fragmentasyon oranlar1 “Zenginlestirme faktorii= Doz grubu absorbansi/ Kontrol grubu
absorbans1” formiiliiyle hesaplanmistir. Ardindan elde edilen veriler IBM SPSS Statistics
v22 programinda t-testi ile analiz edilmis ve anlamlilik dereceleri Ol¢iilmiistir (* :

p<0.05).

3.9. Asit seramidaz aktivitesi olciimii

Calismada seranib-2’nin 5, 10 ve 25 uM dozlarinin seramidaz enzim aktivitesi
iizerindeki baskilayic1 etkisi Insan N-Agilsfingozin Amidohidrolaz 1 (ASAH 1) I¢in
Enzim Bagli Immunosorbent Deney Kiti (Cloud-Clone Corp.) ile H460 hiicre dizisi

kullanilarak arastirilmistir.

Sayimdan sonra 25 cm? lik kiltiir kaplarina 1x10° hiicre olacak sekilde hiicre
ekimi yapilmistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda seranib-2 dozlari kiiltiir kaplarina
ekilmistir. Bir giin sonra tripsinlenen hiicreler 4 °C’de, 1200 rpm’de, 5 dakika santrifiij
edilmistir. 1 mL PBS ile yikanan hiicreler tekrar 4 °C’de, 1200 rpm’de, 5 dakika santrifiij
edildikten sonra sivi azot igerisinde dondurulmus ve 1lik su igerisinde eritme islemine
tabii tutulmustur. Bu islem 3 kez tekrarlanarak hiicre zarlarmin kirilmasi ve hiicre
iceriginin disar1 ¢ikmasi saglanmustir. Ardindan drnekler 4 °C°de, 3000 rpm’de, 15 dakika

santrifiij edilmis ve siipernatantlar 1,5 mL’lik eppendorf tiiplere aktarilmistir.
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Kit icerisinden ¢ikan standart soliisyonundan (200 ng/mL) 8 adet her biri bir
oncekinin 2’ si oraninda ara dillisyonlar hazirlanmistir. (100 ng/ml, 50 ng/ml, 25 ng/ml,
12.5 ng/ml, 6.25 ng/ml, 3.12 ng/ml, 1.56 ng/ml, 0 ng/ml ). Kit igerisinden ¢ikan Biotin
bagli ASAHI1 antikoru kapl kiiltiir kabina standart diliisyonlar1 ve 6rneklerden 100 uL
eklenerek 2 saat boyunca karanlikta 37 °C’de inkiibe edilmistir. Siire sonunda kiiltiir kab1
ters cevrilerek icerigi dokiilmistiir. 100 pL belirleme reaktifi A’dan her bir kuyuya
eklenmis ve 1 saat boyunca 37 %C’de inkiibe edilmistir. Sonrasinda tim igerik ters
cevrilerek dokiilmiistiir. Yikama soliisyonundan her bir kuyuya 350 uL eklenerek 1
bekletilmis ve igerik uzaklastirilmistir. 3 kez yikama iglemi yapildiktan sonra belirleme
reaktif B’den 100 pL her bir kuyuya eklenmis ve 37 °C’de, 30 dakika boyunca inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda yikama islemi 5 kez yapilmistir. Her bir kuyuya 90
uL 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB) substrati soliisyonundan eklenmis ve karanlik
ortamda 37 °C’de 20 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Siire sonunda her kuyuya 50 pL
reaksiyon durdurma soliisyonundan eklenmistir. Son olarak 405 nm dalga boyunda
spektrofotometre cihazinda okuma yapilmistir. Doz gruplart kontrol grubuna gore
kiyaslanarak GraphPad Prism 6 programinda t-testi ile analiz edilmis ve anlamlilik

dereceleri dl¢iilmiistiir (* : p<0.05).

3.10. Seranib-2'nin CASP3, CASP9, BAX ve BCL-2 Genlerinin ifadesi Uzerindeki

Etkisinin Belirlenmesi

Seranib-2’nin farkli dozlar1 ile muamele edilen A549 ve H460 hiicre dizilerindeki
apoptotik hiicre 6liimiinde anahtar rol oynayan CASP3, CASPY9, BAX ve BCL-2 gen
ekspresyonlarinin diizeyleri kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

yontemi ile belirlenmistir.

Deneyde A549 hiicrelerinde seranib-2’nin segilen 10, 25 ve 50 uM dozlari, H460
hiicrelerinde ise 5, 10 ve 25 puM dozlan calisilmistir. Ayrica sadece besiyeri iceren

kontrol grubu olusturulmustur.

Hiicre sayiminin ardindan 25 cm? lik kiltir kaplaria 1x10° hiicre olacak sekilde
ekilmis ve 24 saat siire ile inkiibe edilmistir. Ardindan segilen seranib-2 dozlariyla

hiicreler 24 saat siire ile muamele edilmistir. Siire sonunda tripsin ile kaldirilan hiicreler
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santrifiij tlipline aktarilarak 4 °C’de, 1200 rpm’de, 5 dakika santrifiij edilmistir.
Stipernatant1 uzaklastirilan 6rnekler sonra 1 mL PBS igerisinde silispanse edilmis ve 4

0C’de, 1200 rpm’de, 5 dakika tekrar santrifiij edilmistir.

3.10.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in High Pure RNA Izolasyon Kiti (Roche) kullanilmistir.
Santrifiij edilen 6rneklerden PBS uzaklastirildiktan sonra her bir tiipe 400 pL olacak
sekilde liziz tamponu ilave edilerek vortekslenmistir. Kit igerisinden ¢ikan toplama
tiiplerine filtre tiipleri gegirilerek lizatlar filtre tiiplerine aktarilmis ve 4°C’de, 8000 g’de,
15 saniye santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonunda toplama tiipiinde biriken igerik
dokilmistiir. Her Ornek i¢in 10 pL DNase + 90 pL DNase inkiibasyon tamponu
hazirlanarak her bir tiipe 100 pL eklenmis ve 15 dakika inkiibe edilmistir. Siire sonunda
filtre tiiplerine 500 pL Yikama Tamponu I eklenmis ve 4°C’de, 8000 g’de, 15 saniye
santrifiij yapilmistir. Toplama tiipiindeki icerik dokiilmiis ve 500 pL Yikama Tamponu II
eklenerek 4°C’de, 8000 g’de, 15 saniye santrifiij yapilmstir. Tekrar toplama tiipiindeki
icerik dokiilmiis ve 200 uL Yikama Tamponu II eklenerek 4°C’de, 13000 g’de, 2 dakika
santrifiij yapilmistir. Filtre tlipleri steril 1,5 ml’lik eppendorf tiiplere gegirilmis ve 50 pL
Ayristirma Tamponu eklenerek 4°C’de, 8000 g’de, 1 dakika santrifiij yapilmistir.
Eppendorf tiiplerde toplanan tim RNA o&rneklerinin Nanodrop (Thermo) cihazinda
Olctimleri yapilmis ve cDNA sentezi i¢in 100 ng/ul RNA 6rnegi kullanilmistir.

3.10.2. cDNA sentezi

cDNA sentezi i¢in Transcriptor First Strand cDNA Sentez Kiti (Roche)
kullanilmustur. i1k olarak 1pg/10uL RNA 6rnegi, 1 uL random hekzamer ile karistirilarak
(toplam hacim 11 pL) gercek zamanli PZR cihazinda 65°C’de, 10 dakika inkiibe

edilmistir. Ardindan cDNA reaksiyon karigim1 hazirlanmistir.

Random hekzamer ile inkiibasyondan sonra her 6rnege 9 pL Cizelge 3.4°te
belirtilen ¢cDNA reaksiyon karisimindan eklenmis (toplam hacim 20 plL) ve PZR
cihazinda Cizelge 3.5’te belirtildigi gibi toplamda 1 saat 17 dakika inkiibe edilmistir.

cDNA sentezinin ardindan ornekler 1/5 oraninda sulandirilmistir.
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Malzemeler Final Konsantrasyon Miktar
5X Tampon 1,25X 4 uL
10mM dNTP ImM 2 uL
0,1 M DTT 0,1 M 1 uL
Ters transkriptaz enzimi 20 Unit 1 uL
RNase inhibitorii 40 Unit 1 uL
Cizelge 3. 5. cDNA sentezi protokolii
40 °C Ramp: 5 600 saniye
55°C Ramp: 5 3600 saniye
85°C Ramp: 3 420 saniye

3.10.3. Gercek zamanlh PZR yvontemi ile gen ekspresyonlarinin belirlenmesi

CASP3, CASPY, BAX ve BCL-2 genlerinin mRNA ifade diizeyleri, ger¢ek zamanl
PZR yontemi ile belirlenmistir. Referans (housekeeping) gen olarak HPRTI geni

kullanilmistir. Calismada kullanilan primerlerin listesi Cizelge 3.6’da verilmistir.

Calismada FastStart Essential DNA Green Master kiti (Roche) kullanildi. Toplam
10 uL hacim igerisinde; 2,5 ul cDNA, 0,5 pl forward primer, 0,5 pl reverse primer, 5 pl
Syber Green Master karisimi ve 1,5 pl apirojenik su kullanilarak reaksiyon karigimi
hazirlanmistir. Ardindan amplifikasyonlar Light Cycler (Roche) cihazi kullanilarak
gerceklestirildikten sonra (Cizelge 3.7) Ct degerleri elde edilmistir. Sonrasinda
housekeeping Ct degerinden hedef genlerin Ct degeri ¢ikartilarak (Cthousekeeping— Cthedef gen)
ACt degeri bulunmustur. Ardindan AACt hesaplamak icin ACt degerlerinden her genin
kendine ait kontrol grubunun ACt degeri ¢ikarilmistir (ACthedet srmek-ACthedef kontrol)- SON
olarak elde edilen AACt degerleri kullanilarak 22" degerleri hesaplamistir (Livak ve

2-AACt

Schmittgen, 2001). Istatistiksel analizler GraphPad Prism 6 programinda verileri

kullanilarak t-testi ile yapilmistir. (*:p<0.05).



Cizelge 3. 6. Calismada kullanilan primer dizileri

Primer Yonii (5°—3%) Uzunluk (bp) Dizi

Forward 18 5> CTGGTTTTCGGTGGGTGT 3’
CASP3

Reverse 23 5> CCACTGAGTTTTCAGTGTTCTCC 3’

Forward 20 5" GGAAGCCCAAGCTCTTTTTC 3’
CASPY

Reverse 19 5" AAGTGGAGGCCACCTCAAA 3°

Forward 18 5" CAAGACCAGGGTGGTTGG 3’

BAX

Reverse 18 5> CACTCCCGCCACAAAGAT 3°

Forward 18 5" TACCTGAACCGGCACCTG ¥’
BCL-2

Reverse 20 5> GCCGTACAGTTCCACAAAGG 3’

Cizelge 3. 7. Ger¢ek zamanli PZR yontemi protokolii

Denatiirasyon (1 dongii) 95°C Ramp: 5 600 saniye
95°C Ramp: 5 20 saniye
3 Asamah amplifikasyon (45 dongii) 60°C Ramp: 4 20 saniye
72°C Ramp: 5 45 saniye
0 .
Erime (Melting) (1 déngii) 650C Ramp: 4 60 e
95°C Ramp: 0,1 1 saniye
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4.BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Seranib-2’nin A549 ve H460 Hiicre Hatlarinda Hiicre Morfolojisi Uzerine

Etkilerinin Ters Isik Mikroskobunda Goriintiilenmesi

Calismada, uygulanan 1, 5, 10, 25, 50, 75 ve 100 uM seranib-2 dozlarinin insan
epitelyal akciger adenokarsinomu (A549) ve insan biiyiik hiicreli akciger karsinomu
(H460) hiicreleri tlizerindeki 24 ve 48 saatlik morfolojik etkileri ters 151k mikroskobu

yardimiyla incelenmistir.

24 ve 48 saat siire ile denenen seranib-2 dozlarinin A549 hiicre hattinda 1 pM
dozundan itibaren doza bagli olarak artan bir sekilde hiicre sayisinda azalmaya neden
oldugu gozlenmistir. Ayrica kontrol hiicreleri ile kiyaslandiginda doz artisina bagl olarak
hiicre morfolojisinde yuvarlaklasma ve hacimce kiigiilmenin gerceklestigi belirlenmigtir

(Sekil 4.1; Sekil 4.2).

H460 hiicre hattinda da seranib-2 ile 24 ve 48 saatlik muamele sonucunda A549
hiicre hattinda oldugu gibi doz artisina bagli olarak hiicre sayisinda azalma oldugu
belirlenmistir. Hiicre morfolojisi incelendiginde ise kontrol hiicrelerinin bir arada
kiimeler olustururken, seranib-2 dozlar1 uygulanan hiicrelerde bu 6zelligin doz artigina
bagli olarak ortadan kalktigi, yiiksek dozlarda ise hiicrelerin birbirinden tamamen

ayrildig1 gozlenmistir (Sekil 4.3; Sekil 4.4).

Benzer sekilde insan prostat kanseri (LNCaP) hiicrelerinde konfokal mikroskop
ile yapilan ¢alismada 10, 25, 50 uM seranib-2 ile muamele edilen hiicrelerde morfolojik
degisikliklerin oldugu, hiicrelerin hacimce kiiciildiigi ve birbirlerinden ayrildigi
gbzlenmistir (Kus vd., 2015). Konfokal mikroskop ile yapilan bir baska calismada ise
fibroblast (NIH/3T3) hiicrelerinde de 5 pM seranib-2 uygulanmasinin hiicre
membraninda biiziilmeye neden oldugu bu sebeple hiicrelerin normal morfolojilerini

kaybettikleri rapor edilmistir (Vejselova vd., 2014).
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Sekil 4.1. 24 saat siire ile uygulanan seranib-2 dozlarinin A549 hiicre hattindaki
morfolojik etkilerinin goriintiilenmesi (100x) (a:Kontrol; b: 1uM; ¢: 5 uM; d: 10 uM; e:
25 uM; f: 50 uM; g: 75 uM; h: 100 uM).
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Sekil 4.2. A549 hiicre hattina 48 saat siire ile uygulanan seranib-2 dozlarinin
morfolojik etkilerinin goriintiilenmesi (100x) (a:Kontrol; b: 1uM; c: 5 uM; d: 10 uM;
e: 25 uM; f: 50 uM; g: 75 uM; h: 100 uM).
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Sekil 4.3. H460 hiicre hattinda segilen seranib-2 dozlarmin 24 saat siireyle
uygulanmasi sonucunda kontrol grubuna kiyasla hiicrelerde meydana gelen morfolojik
degisimler (100x) (a:Kontrol; b: 1uM; c: 5 uM; d: 10 uM; e: 25 uM; f: 50 uM; g: 75
uM; h: 100 uM).



Sekil 4.4. H460 hiicre hattinda segilen seranib-2 dozlarinin 48 saat siireyle
uygulanmast sonucunda kontrol grubuna kiyasla hiicrelerde meydana gelen
morfolojik degisimler (100x)(a:Kontrol; b: 1uM; c: 5 uM; d: 10 uM; e: 25 uM; f: 50
uM; g: 75 uM; h: 100 uM).
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4.2. Seranib-2’nin Hiicre Canlihg: Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Calismada A549 ve H460 hiicre dizilerine 1, 5, 10, 25, 50, 75 ve 100 uM seranib-
2 dozlar ile en yiliksek dozlar olan 75 ve 100 pM i¢in sadece DMSO igeren ¢oziicli

kontrol dozlar1 24 ve 48 saat siire ile uygulanmstir.

A549 hiicre hattinda 24 saat siire ile denenen seranib-2 dozlarmnin % 12, 38, 45,
51, 54, 57 ve 58 oraninda hiicre canliliginda azalmaya neden oldugu tespit edilmistir
(p<0,001; Sekil 4.5). Kontrole gore % 50 oraninda hiicre 6liimiine neden olan doz olarak
ifade edilen ICsy degeri 24 saat i¢in 22 uM olarak hesaplanmistir. 48 saat siire ile denenen
seranib-2 dozlarinin % 20, 35, 44, 55, 56, 68 ve 70 oraninda hiicre yasam oraninda
azalmaya neden oldugu tespit edilmistir (p<0,001; Sekil 4.5). Kontrole gore % 50
oraninda hiicre 6liimiine neden olan doz olarak ifade edilen ICsy degeri ise 48 saat i¢in 18

uM olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4. 5. Seranib-2 dozlar1 ile 24-48 saat siire ile muamele edilen A549 hiicreleri
iizerindeki sitotoksik etkinin mitokondriyal aktivite bakimindan degerlendirilmesi. Kontrol

grubu %100 olarak kabul edilmistir (***: p<0,001).

Denenen seranib-2 dozlarinin H460 hiicre hattinda 24 saat siire ile uygulanmasi

sonucunda hiicre canliliginda sirasiyla % 16, 46, 52, 60, 63, 64 ve 65 oraninda azalmaya



38

neden oldugu belirlenmistir (p<0,001; Sekil 4.6). ICsy degeri ise 24 saat i¢in 8§ uM olarak
hesaplanmistir. 48 saatlik uygulama sonucunda ise hiicre canliliginin sirasiyla % 19, 70,

78, 83, 84, 85 ve 86 oraninda azaldig1 hesaplanmistir (p<0,001; Sekil 4.6). 48 saat icin

e T
W 24 Saat
48 saat
T 1

75DMS0  100DMSO

ICso degeri 3 uM olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.6. Seranib-2 dozlar ile 24-48 saat siire ile muamele edilen H460 hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkinin mitokondriyal aktivite bakimindan degerlendirilmesi.
Kontrol grubu %100 olarak kabul edilmistir (***: p<0,001).

Ayrica her iki hiicre hattinda hem 24 hem de 48 saatlik 75 ve 100 uM ¢oziici
kontrol uygulamalarinda kullanilan DMSO miktarinin hiicre yasam orani lizerinde

herhangi bir baskilayici 6zellik gostermedigi belirlenmistir (p>0,05; Sekil 4.5; Sekil 4.6).

Calismamizin sonuglar1 daha onceki ¢alismalardan elde edilen verilerle biiylik bir
benzerlik gostermektedir. Draper ve ark., yapmis olduklar1 ¢alismada da calismamizin
bulgulariyla benzer bir sekilde seranib-2’nin farkli dozlarinin insan ovaryum kanseri
(SKOV3) hiicrelerinde 72 saat siire ile muamelesi sonucunda hiicrelerin ¢ogalmasini
baskiladigi MTS yontemi ile gosterilmistir. Calismada 72 saat i¢in ICsy degeri 0.73 uM
olarak belirlenmistir (Draper vd., 2011). Diger bir g¢alismada ise H-Ras geniyle
transforme edilmis rat fibroblast (SRP7) hiicrelerinde seranib-2’nin 0.1 ve 20 puM

arasinda degisen dozlariyla 24 saat ile muamele edilmesi sonucunda hiicre canliligindaki
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azalis MTT yontemi ile tespit edilmis ve ICso degeri 3 uM olarak hesaplanmistir
(Vejselova vd., 2014). Benzer sekilde insan prostat kanseri (LNCaP, DU145) hiicre
dizileri ile yapilan baska bir ¢alismada ise MTT yoOntemiyle seranib-2’nin iki hiicre
hattinda da doza ve zamana bagl olarak hiicre canlilifin1 azalttig1 tespit edilmistir (Kus

vd., 2015).

KHDAK hiicreleri iizerinde (A549 ve H460) ilk defa denen seranib-2’nin benzer
sekilde daha once denenen farkli kanser hiicrelerinde oldugu gibi doz artisina bagli olarak
hiicre ¢ogalmasi iizerinde baskilayict bir etkiye neden oldugu ve bu etkinin siire artis1 ile
daha belirgin bir sekilde ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Iki hiicre hatt1 karsilastirildiginda
seranib-2’nin H460 hiicre dizisi iizerinde hiicre c¢ogalmasini daha diisiik dozlarda

baskiladigi belirlenmistir.

4.3. Karboplatinin Hiicre Canlihg1 Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Akciger kanseri tedavisinde platin analogu olan ilaglar yaygin olarak
kullanilmaktadir. Klinik kullanima sunulan ilk platin analogu sisplatindir. Karboplatin ise
sisplatine karboksisiklobutan eklenmesiyle {iiretilmis olan bir kemoterapotik ajandir.
Biyolojik aktiviteleri karsilagtirildiginda hem karboplatinin hem de sisplatinin DNA’ ya
esit miktarda capraz baglandigi ve esit etkinlikte olduklar1 anlagilmistir. Buna ek olarak
karboplatinin sisplatine gore yan etkilerinin daha az oldugu rapor edilmistir (Lokich ve

Anderson, 1998). Calismada bu nedenle karboplatin pozitif kontrol olarak secilmistir.

Karboplatin’in kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicre dizileri {izerindeki
sitotoksik etkisinin belirlenmesi amaciyla mitokondriyal aktiviteye dayali kantitatif
6l¢tim yapilmasini saglayan MTT yontemi kullanilmistir. Calismamizda, A549 ve H460
hiicre dizilerine 1, 5, 10, 25, 50, 75 ve 100 uM karboplatin dozlar1 24 ve 48 saat siire ile

uygulanmustir.

Yapilan deneylerin sonucunda A549 hiicre hattinda 1, 5, 10, 25 ve 50 uM
karboplatin dozlarmin 24 saatlik uygulamasi sonucunda hiicre canlilifi tiizerinde
cogalmay1 baskilayict bir etki gostermedigi (p> 0,05) belirlenmistir. 75 ve 100 uM

dozlarinin ise hiicre ¢cogalmasini kontrole gore sirastyla % 11 ve 13 oraninda azalttig
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tespit edilmistir (***:p<0,001; Sekil 4.7). Karboplatinin A549 hiicreleri ile 48 saat
muamelesi sonucunda ise 1, 5 ve 10 uM dozlarinda etki gézlenmezken (p> 0,05); 25, 50,
75 ve 100 uM dozlarinda hiicre yasam oranim sirasiyla yaklasik % 12, 16, 24 ve 30
oraninda azalttig1 tespit edilmistir (***:p<0,001; Sekil 4.7). Hem 24 hem de 48 saat icin

herhangi bir ICsy degeri hesaplanamamugtir.
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Sekil 4.7. Karboplatin dozlar1 ile 24-48 saat siire ile muamele edilen A549 hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkinin mitokondriyal aktivite bakimindan degerlendirilmesi.
Kontrol grubu %100 olarak kabul edilmistir (***: p<0,001).

H460 hiicreleri ile 24 saat karboplatin uygulamasinda 1, 5, ve 10 uM dozlarinda
hiicre ¢cogalmasini baskilayict bir etki gézlenmemesine ragmen (p> 0,05), 25, 50, 75 ve
100 uM dozlarinda hiicre yagam oranini kontrole gore sirasiyla % 7, 16, 25 ve 28
oraninda azalttig1 tespit edilmistir. (***:p<0,001; Sekil 4.8). 48 saatlik uygulamasi
sonucunda ise 1 ve 5 uM dozlarinda sitotoksik bir etki gézlenmezken (p> 0,05) diger
dozlarda sirastyla % 13, 31, 48, 57 ve 63 oraninda hiicre canliliginda azalma tespit
edilmistir (***:p<0,001; Sekil 4.8). ICs, degeri 24 saat i¢in bulunamazken, 48 saat i¢in 55

uM olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.8. Karboplatin dozlar1 ile 24-48 saat siire ile muamele edilen A549 hiicreleri

tizerindeki sitotoksik etkinin mitokondriyal aktivite bakimindan degerlendirilmesi.
Kontrol grubu %100 olarak kabul edilmistir (***: p<0,001).

Akciger kanseri ile yapilmis farkli ¢alismalarda da kullanilan maddelerin hiicre
cogalmasini baskilayict etkilerinin karsilastirilmast amaciyla karboplatin siklikla pozitif
kontrol olarak kullanilmaktadir. Ornegin; A549 hiicre hattinda yapilan bir calismada
karboplatinin 48 saat siire ile uygulanmasi sonucunda ICsy degeri 141 uM olarak
hesaplanmistir (Liu vd., 2013). A549 hiicre hattinda yapilan farkli ¢alismalarda ise 72
saatlik uygulama sonucunda karboplatinin ICsy degeri 72 ( Ye vd., 2009) ve 69 uM (Ye
vd., 2010) olarak belirlenmistir. ICsy degerleri arasindaki farkliliklarin uygulama siireleri,

deney kosullar1 ve hiicre sayilariin farkli olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Seranib-2 ve karboplatin uygulamasi sonuglar1 karsilastirildiginda her iki hiicre
hattinda da seranib-2’nin karboplatine gore daha diisiik dozlarda sitotoksik etki gosterdigi

ve hiicre ¢ogalmasini baskiladigi belirlenmistir.

4.4. Karboplatin ve Seranib-2’nin Kombine Olarak Uygulanmasi Sonucu Olusan

Antagonistik/Sinerjistik Etkinin Belirlenmesi

Bu ¢aligma i¢in seranib-2 ve karboplatin’in ayni konsantrasyonlardaki dozlar1 1:1
oraninda birlestirilerek 1, 5, 10, 25, 50, 75 ve 100 uM kombine (seranib-2-+karboplatin)
dozlar1 hazirlanmistir. A549 ve H460 hiicre hatlar1 24 ve 48 saat siire ile belirlenen dozlar

ile muamele edilmistir. MTT ydntemi sonucu elde edilen veriler kullanilarak seranib-2 ve
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karboplatin’in antagonistik/sinerjistik etkilesimleri ila¢ etkilesimi kat sayilar1 CDI=
(Kombine doz absorbansi/ seranib-2 absorbansi x karboplatin absorbansi) x100

formiiliiyle hesaplanarak belirlenmistir.

Yapilan deneylerin sonucunda A549 hiicre hattinda kombine tedavinin 24 saat
siireyle uygulanmasi sonucunda hiicre canliliginda sirasiyla % 10, 28, 41, 44, 45, 46 ve
55 oraninda azalma tespit edilmistir (p<<0,001). ICsy degeri 86 uM olarak hesaplanmistir.
Kombine tedavinin 48 saat siireyle uygulanmasi sonucunda ise hiicre canlilifinda
strastyla % 17, 34, 59, 64, 67, 77 ve 81 oraninda azalma tespit edilmistir (p<0,001). ICsg
degeri ise 48 saat i¢in 8 uM olarak hesaplanmistir (Sekil 4.9).

A549 hiicre hattinda 24 saatlik seranib-2, karboplatin ve kombine (seranib-
2-+karboplatin) uygulamalar1 karsilastirildiginda; seranib-2’ de ICso degeri 22 uM olarak
hesaplanmasina ragmen karboplatin uygulamasinda herhangi bir 1Csy degeri
hesaplanamamustir. iki ilag kombine halde ayn1 hiicre grubuna uyguladiginda ise ICs
degeri 86 uM olarak hesaplanmistir. Bu sonuglara gore karboplatin seranib-2 ile

kombine olarak uygulandiginda seranib-2’nin etkinligini belirgin bir sekilde azaltmistir.

110
100 -
90 -
80 -

T
-J'r-'s':ir
70 - P
60 - R s P,
5o - ==+ M 245aat
40 - T i s A8 saat
30 - e e
20 - g
10
D m T T T T T T T 1
K 1 5 10 25 50 75 100

Kombine fla¢ Dozlan (seranib-2 + karboplatin) (uM)

AS49 Hiiere Canhhg (%)

Sekil 4.9. A549 hiicrelerinde 24 ve 48 saatsiire ile uygulanan kombine tedavinin
sitotoksik etkisinin mitokondriyal aktivite bakimindan degerlendirilmesi. Kontrol grubu
%100 olarak kabul edilmistir (***: p<0,001).



43

A549 hiicre hattinda seranib-2, karboplatin ve kombine (seranib-2-+karboplatin)
uygulamalar1 karsilagtirildiginda ise; seranib-2’ de 48 saatlik uygulamada ICso degeri 18
UM olarak hesaplanmasina ragmen, karboplatin uygulamasinda herhangi bir I1Csy degeri
hesaplanamamistir. Kombine uygulanan grupta ise ICsy degerleri 8 pM olarak
bulunmustur. Bu sonuglara gore seranib-2’nin karboplatin ile birlikte 48 saat siire ile
kombine uygulanmasinin A549 hiicre hattinin ¢cogalmasi iizerinde daha toksik bir etkiye

neden oldugu belirlenmistir.

A549 hiicre hattinda ilag etkilesimi katsayis1 formiiliine gore yapilan hesaplama
sonucunda 24 saatte karboplatin ve seranib-2 arasinda antagonistik bir etkilesim
olusurken, 48 saatte 10 uM dozundan itibaren iki ilag birlikte caligsarak sinerjistik bir etki
gosterdigi hesaplanmustir (sinerjistik etki: CDI< 1, antagonistik etki: CDI>1) (Sekil 4.10).

A549 24 saat A549 48 saat

Seranib-2 Karboplatin Kombine | CDI Seranib-2 | Karboplatin | Kombine | CDI

Kontrol 100 100 100 Kontrol 100 100 100
1uM 88,36 93,97 50,01 1,08 1M 80,46 95,44 83,97 1,09
5 puM 62,35 33,01 72,2 1,24 5puM 65,3 92,36 66,63 1,10
10 pM 352 92,87 59,1 1,15 10 pM 56,06 91,36 41,16 0,80
25 M 45,61 92,72 56,38 1,23 25 M 45,28 88,33 36,91 0,92
50 uM 46,33 51,01 55,76 1,32|| 50pM 44,72 84,05 33,63 | 0,89
75pM 4317 89,95 54,46 1,40 75 M 32,34 76,13 23,36 0,95
100 pMm 42,83 87,3 45,24 1,21 || 100 pM 30,54 70,33 19,01 0,89

*CDI= (Kombine / Seranib-2x Karboplatin) x100

Sekil 4.10. A549 hiicre hattinda seranib-2, karboplatin ve kombine (seranib-
2+karboplatin) tedavi uygulamalarinin 24 ve 48 saatlik hiicre sagkalimi oranlar
(%),Kontrol grubu %100 olarak kabul edilmistir. CDI: lag etkilesimi katsayzsi.

Kombine tedavinin H460 hiicre hattinda 24 saat siireyle uygulanmasi sonucunda 1
uM dozunda etki goriilmezken (p>0,05) diger dozlarda hiicre canlilifinda sirasiyla %45,
60, 64, 65, 66 ve 67 oraninda azalma tespit edilmistir (p<<0,001). ICs, degeri 7 uM olarak
hesaplanmistir. 48 saatlik uygulama sonucunda ise hiicre canliliginda sirasiyla % 7, 59,
74, 80, 82, 84 ve 85 oraninda azalma tespit edilmistir (p<0,001). ICsy degeri ise 48 saat
icin 4 uM olarak hesaplanmistir (Sekil 4.11).
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H460 hiicre hattinda seranib-2, karboplatin ve kombine (seranib-2+karboplatin)
uygulandiginda ise; seranib-2’ de 24 saatlik uygulamada ICsy degeri 8§ puM olarak
hesaplanmasina ragmen, karboplatin uygulamasinda herhangi bir ICsy degeri
hesaplanamamistir. Kombine tedavi uygulanan grupta ise 1Csy degerleri 7 uM olarak
belirlenmistir. Bu sonuglara gore seranib-2’nin karboplatin ile birlikte 24 saat siire ile
kombine uygulanmasinin H460 hiicre ¢ogalmas iizerinde belirgin bir degisiklige neden

olmadig1 hesaplanmustir.
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Sekil 4.11. H460 hiicrelerinde 24 ve 48 saat siire ile uygulanan kombine tedavinin
sitotoksik etkisinin mitokondriyal aktivite bakimindan degerlendirilmesi. Kontrol grubu
%100 olarak kabul edilmistir (***: p<0,001).

Seranib-2, karboplatin ve kombine (seranib-2+karboplatin) uygulamalar1 48 saat
stire ile denendiginde H460 hiicre hattinda; seranib-2’ de 1Csy degeri 3uM, karboplatin
uygulamasi sonucunda ICsy degeri 55 uM ve kombine uygulanan grupta ise ICso degerleri
4 uM olarak belirlenmistir. Bu sonuglara gore seranib-2’nin karboplatin ile birlikte 48
saat siire ile kombine uygulanmasimnin H460 hiicre ¢ogalmasi {izerinde herhangi bir

degisiklige neden olmadig1 gozlenmistir.

H460 hiicre hattinda 24 saatte karboplatin ve seranib-2 arasinda yalnizca 10 ve 25
UM dozlarinda sinerjistik bir etkilesim olusurken, 48 saatte iki ila¢ arasinda antagonistik
bir etkilesim gozlenmistir (sinerjistik etki: CDI< 1, antagonistik etki: CDI>1) (Sekil
4.12).
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H460 24 saat H460 48 saat

Seranib-2 | Karboplatin | Kombine | CDI Seranib-2 | Karboplatin | Kombine | CDI

Kontrol 100 100 100 Kontrol | 100 100 100
1UM 84,62 98,98 9,23 | L17]| 1pMm 81,85 95,93 9399 |1,20
5 UM 54,56 96,93 5547 | L05|| SpM 20,92 93,93 4,03 |14
10 M 48,09 95,71 40,58 | 088 || 10pM | 22,69 87,83 264|132
M 40,26 93,12 620 (057 ]| Bum | 1758 69,39 20,20 | 166
50 iM 37,48 84,91 332 [ LIL|| sopm | 1687 52,21 1892 | 215
75 M 36,59 75,25 M5 [ L6 || 75uM | 1672 43,51 1658 | 228
00pM | 3581 72,95 3369 |[L29|| 100pM | 1516 37,56 155 [272

*(DI= (Kombine / Seranib-2x Karboplatin) x100

Sekil 4.12. H460 hiicre hattinda seranib-2, karboplatin ve kombine (seranib-
2+karboplatin) tedavi uygulamalarinin 24 ve 48 saatlik hiicre sag kalimi oranlar1 (%),
Kontrol grubu %100 olarak kabul edilmistir, CDI: lag etkilesimi katsayisi.

Yapilan literatiir taramasi sonucunda seranib-2’nin karboplatin ile birlikte
kombine olarak denendigi herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Bununla beraber
seranib-2’nin SKOV3hiicrelerinde ovaryum kanseri tedavisinde kullanilan paklitaksel ile
kombine olarak 72 saat siire ile muamele edildigi rapor edilmistir. Bu c¢aligmanin
sonucunda seranib-2 ve paklitaksel arasinda sinerjistik bir etkilesim oldugu ve seranib-
2’nin paklitakselin neden oldugu sitotoksik etkiyi artirdigi tespit edilmistir (Draper vd.,
2011). Farkli hiicre hatti ve farkli kemoterapotik ilaclar kullanilmasi nedeniyle

sinerjistik/antagonistik etkinin degisebilecegi goriilebilmektedir.

4.5. Apoptotik ve Nekrotik DNA Fragmentasyonunun Kantitatif Olarak ELISA

Yontemiyle Belirlenmesi

Farkli seranib-2 dozlar1 uygulanan A549 ve H460 hiicre hatlarindaki apoptotik
ve/veya nekrotik hiicre oliimii sonucunda olusan DNA fragmentasyonunu kantitatif

olarak belirlemek amaciyla Hiicre Oliimii Belirleme ELISA Kiti (Roche) kullanilmustir.

A549 hiicrelerine 10, 25 ve 50 uM, H460 hiicrelerine ise 5, 10 ve 25 uM seranib-

2 dozlar1 24 saat siire ile uygulanmistir. DNA fragmentasyon oranlar1 kit protokoliinde
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belirtilen formiile gore hesaplanmis olup, ila¢ uygulanmayan kontrol hiicrelerinin

zenginlestirme faktorli 1 (EFk:1) olarak kabul edilmistir.

AS549 hiicre hattinda secilen dozlar kontrol grubu ile kiyaslandiginda apoptotik
etkinin doza bagl olarak sirastyla 3,7; 5,9 ve 8,9 kat arttig1 hesaplanmistir (p<0,05).
Nekrotik etkinin ise sadece 50 uM dozunda 2,5 kat arttig1 (p<0,05), diger dozlarda ise
anlaml bir artig gézlenmedigi belirlenmistir (p>0.05; Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Seranib-2 dozlan ile 24 saat siire ile muamele edilen A549 hiicrelerinde
olusan apoptotik ve nekrotik DNA fragmentasyon oranlar1 (*: p<0,05). Kontrol grubunun
zenginlestirme faktorli 1 (EFk:1) olarak kabul edilmistir.

H460 hiicre hattinda segilen dozlar kontrol grubu ile kiyaslandiginda ise apoptotik
etkinin sirasiyla 6,5; 7,5 ve 8,2 kat arttig1, nekrotik etkinin ise sirasiyla 5,4; 5,5; 5,6 kat
arttig1 tespit edilmistir (p<0,05; Sekil 4.14).

Uygulanan seranib-2 dozlarinin her iki hiicre hattinda da nekroza kiyasla
apoptotik hiicre 6liimiinii daha fazla tetikledigi tespit edilmistir. Ayrica A549 hiicrelerine
gore H460 hiicrelerinde apoptotik DNA fragmentasyon oraninin doza bagli olarak daha

fazla artis gosterdigi gézlenmistir.
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Sekil 4.14. Seranib-2 dozlan ile 24 saat siire ile muamele edilen H460 hiicrelerinde
olusan apoptotik ve nekrotik DNA fragmentasyon oranlar1 (*: p<0,05). Kontrol grubunun
zenginlestirme faktorii 1 (EFk:1) olarak kabul edilmistir.

Raisovaa ve ark., HaCat keratinosit ve iki farkli seramid duyarli melanoma (A375
ve M186) hiicre dizilerinde seramidaz inhibitorii olan D-NMAPPD ile 24 saat boyunca
25 uM dozunu uygulamis ve HaCat keratinositlerinde kontrol hiicrelerine kiyasla 7,5 kat,
A375 hiicrelerinde 3,5 kat ve M186 hiicrelerinde 3 kat daha fazla apoptotik DNA
fragmentasyonu gozlemlemislerdir (Raisovaa vd., 2002). Furlong ve ark., T-16semi
(Jurkat ve CCRF-CEM) hiicreleri ile Lfcin B ve seramidaz inhibitorii D-erythro-2-(N-
myristoylamino)-1-phenyl-1-propanol’iin (MAPP) 25 ve 50 uM dozlarinin kombine
dozlar ile 12 saat muamele edilmesi sonucunda yalniz Lfcin B uygulamasina kiyasla
sitotoksik etkide ve apoptotik DNA fragmentasyonunda artis tespit etmislerdir (Furlong
vd., 2008). Farkli seramidaz inhibitorleri kullanilarak yapilan ¢aligmalarda da seramidaz
enziminin inhibe edilmesinin DNA’ya hasar verdigi ve apoptotik siireci baslattigi
goriilmektedir. Calismamizda kullanilan sermidaz inhibitdrii seranib-2’nin de benzer

sekilde etki gosterdigi gézlenmistir.

Hiicre igerisinde artan seramid miktarinin A20 B lenfoma, Jurkat T 16semi, fare
makrofaj (RAW 264.7), sican fibroblast (L929) ve fare epidermal tiimdr (JB6)
hiicrelerinde serbest radikal artisina bagl olarak apoptozun yani sira pogramli nekroza

neden oldugu da tespit edilmistir (Villena vd., 2008; Ardestani vd., 2013; Davis vd.,
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2000). Benzer sekilde ¢alismamizda da nekrotik bir etki gézlenmistir. Bu nekrotik etkinin

apoptotik etkiye oranla daha az oldugu hesaplanmistir.

4.6. Seranib-2’nin Asit Seramidaz Aktivitesi Uzerine Etkisinin ELISA yontemiyle

Belirlenmesi

Calismada secilen seranib-2 dozlarinin H460 hiicrelerinde asit seramidaz
aktivitesi iizerindeki etkisi Insan ASAH 1 ELISA Deney Kiti ile spektrofotometrik olarak
tespit edilmistir. Ayrica denenen dozlarin etkilerini kiyaslamak amaciyla sadece besiyeri

iceren kontrol grubu olusturulmustur.
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Sekil 4.15. H460 hiicre hattinda denenen seranib-2 dozlarinin asit seramidaz aktivitesi
tizerindeki degisimlerinin degerlendirilmesi (*: p<0.05).

Secilen seranib-2 dozlar1 ile H460 hiicreleri 24 saat siire ile muamele edilmis ve
ASAHI1 enziminin kontrole kiyasla doz gruplarinda sirasiyla % 29, 31 ve 44 oraninda

doza bagl olarak azalis gosterdigi hesaplanmistir. (Sekil 4.15).

Calismamizda goriildiigii gibi seranib-2 hiicre icerisindeki seramidaz enzimini
baskiladig gosterilmistir. Benzer bir sekilde Draper ve ark. da, SKOV3 hiicrelerini farkl
seranib-2 dozlar1 ile 24 saat siire ile muamele ettiklerinde asit seramidaz aktivitesinde 28

uM dozunda %50 oraninda azalis tespit etmislerdir (Draper vd., 2011).
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4.7. Seranib-2'nin CASP3, CASPY9, BAX ve BCL-2 Genlerinin ifadesi Uzerindeki
Etkisinin Kantitatif Gercek Zamanh PZR Yéntemi ile Belirlenmesi

A549 ve H460 hiicre hatlarinda 24 saat siireyle uygulanan farkli seranib-2
dozlarinda apoptotik hiicre 6liimiinde anahtar rol oynayan CASP3, CASP9, BAX ve BCL-
2 genlerinin mRNA ifade diizeyleri kantitatif gercek zamanli PZR yontemi kullanilarak
arastiritlmistir. Genlerin mRNA ifade diizeylerindeki relatif kat artiglari 2744 formiiliine
gore hesaplanmistir. Hedef genlerin ifade diizeyleri HPRT! geninin mRNA ifade

diizeyine gore normalize edilmistir.

AS549 hiicre hattinda uygulanan 10, 25 ve 50 uM seranib-2 dozlarinda CASP3
geninin mRNA ifade diizeyi kontrole gore kiyaslandiginda; 10 uM dozunda anlamli bir
artis goriilmemistir. 25 ve 50 uM dozunda ise doza bagl olarak sirasiyla 1,5 ve 1,7 kat
artis oldugu belirlenmistir (p<0.05; Sekil 4.16 a).

CASPY geninin mRNA ifade diizeyinde ise kontrole gore kiyaslandiginda 10 ve
25 uM dozlarinda anlamli bir artis goriilmezken (p>0,05), 50 uM dozunda ise 1,4 kat
artis oldugu hesaplanmistir (p<0.05; Sekil 4.16 b).

BAX geninin mRNA ifade diizeyi kontrol grubu ile karsilastirildiginda 10 ve 25
uM dozlarinda anlamli bir etki goriilmezken (p>0,05), 50 uM dozunda ise 2,4 kat artis
oldugu belirlenmistir (p<0.05; Sekil 4.16 c).

BCL-2 geninin mRNA ifade diizeyi kontrole gore kiyaslandiginda ise doz artisina
bagli olarak 10, 25 ve 50uM dozlarinda sirasiyla 0,7; 0,8 ve 0,9 kat azalis oldugu tespit
edilmistir (p<0.05; Sekil 4.16 d).
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Sekil 4.16. A549 hiicrelerinde seranib-2 uygulanmasi sonucu doza bagli olarak a:CASP3,
b: CASPY, c: BAX ve d: BCL-2 genlerinin relatif mRNA diizeylerinin oransal degisimi
(*:p<0.05).

H460 hiicre hattinda ise 5, 10 ve 25 puM seranib-2 dozlar1 24 saat siireyle
denenmistir. CASP3 geninin mRNA ifade diizeyi kontrole gore kiyaslandiginda sirasiyla
1,4; 1,5 ve 2,4 kat arttig1 hesaplanmistir (p<0.05; Sekil 4.17 a).

CASPY geninin mRNA ifade diizeyi kontrol grubu ile karsilastirildiginda 5 uM
dozunda anlaml1 bir artis goriilmezken (p>0,05), 10 ve 25 uM dozlarinda ise 1,4 ve 2,1
kat oldugu belirlenmistir (p<0.05; Sekil 4.17 b).

BAX geninin mRNA ifade diizeyi kontrole gore kiyaslandiginda 5, 10 ve 25 uM
dozlarinda sirasiyla 2,3; 3,3 ve 4,1 kat artis oldugu tespit edilmistir (p<0.05; Sekil 4.17 c).
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BCL-2 geninin mRNA ifade diizeyi doz gruplari kontrole gore kiyaslandiginda ise
doza bagli olarak 5, 10 ve 25 uM dozlarinda sirasiyla 0,5; 0,6 ve 0,7 kat azalis oldugu
bulunmustur (p<0.05; Sekil 4.17 d).
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Sekil 4.17. H460 hiicrelerinde seranib-2 uygulanmasi sonucu doza bagl olarak a: CASP3,
b: CASPY, c: BAX ve d: BCL-2 genlerinin mRNA diizeylerinin kontrol grubuna gore
oransal degisimi (*:p<0.05).

Soans ve ark., insan epitelyal akciger karsinomu (H1299) hiicre hattinda
sfingomiyelinaz enzimini aktiflestirerek hiicre igerisindeki seramid miktarini
artirmiglardir. Sonug olarak CASP3, CASP9 ve BAX ekspresyonunda artig belirlerken,
BCL-2 ekspresyonunda azalis tespit etmislerdir (Soans vd., 2014). Bir diger ¢alismada ise
Vethakanraj ve ark., meme kanseri adenokarsinomu (MCF-7 ve MDA-MB-231) hiicre
hatlarinda seranib-2 dozlarinin 24 saat siire ile muamele edilmesi sonucunda BAX
ekspresyonunda artis gozlemlerken, BCL-2 ekspresyonunda azalig belirlemislerdir
(Vethakanraj vd., 2015). Apoptotik siirecin ¢alismasinda kritik rol oynayan CASP3,
CASPY, BAX ve BCL-2 genlerinin mRNA ifadeleri iizerinde seranib-2’nin etkili oldugu

acik bir sekilde ¢alismamizin verileriyle de goriilmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Kanserli hiicrelerde, seramidaz enzim aktivitesinin baskilanmasi sonucunda
apoptotik siirecin indiiklenmesi ve olusan ilag¢ direncinin kirilmasinin kesfedilmesi ile
seramidaz enzim inhibitdrleri ile yapilan ¢alismalar 6nem kazanmistir. Bu nedenle bu
calismada seramidaz enzim inhibitorii olan seranib-2’nin epitelyal akciger
adenokarsinomu (A549) ve epitelyal bliyiik hiicreli akciger karsinomu (H460) hiicre
hatlarinda doza ve zamana bagli olarak hiicre canliligini azalttigit morfolojik ve
spektrofotometrik olarak belirlendi. Ayrica apoptotik DNA fragmentasyon oranini
artirdig1 hesaplandi. Apoptotik siiregte rol oynayan kaspaz-3, kaspaz-9 ve Bax genlerinin
ekspresyonunda artisa neden olurken, Bcl-2 geninin ekspresyonunda azalisa neden
oldugu gozlendi. Seranib-2 ve karboplatin uygulamasi sonuglart karsilastirildiginda her
iki hiicre hattinda da seranib-2’nin karboplatine gore daha diisiik dozlarda sitotoksik etki
gosterdigi ve hiicre ¢ogalmasimi baskiladigi belirlendi. Son olarak seranib-2’nin
kemotropdtik bir ajan olarak akciger kanserinin tedavisinde aktif olarak kullanilan
karboplatin  ile  birlikte kombine uygulanmasi sonucunda  olusturacaklar

sinerjistik/antagonistik etkilesim ilk kez incelendi.

Calismamizin akciger kanseri hiirelerinde yapilan ilk ¢alisma olmasi nedeniyle
verilerinin ileride yapilacak olan in vitro ve in vivo calismalara rehberlik edecegini
diistinmekteyiz. Arastirmamizdan elde ettigimiz veriler dogrultusunda, seranib-2’nin
KHDAK hiicrelerinin tedavisinde giiglii sitotoksik ve apoptotik etkilerinden dolay1 yeni
kemoterapotik ajanlarin tasarlanmasi ve gelistirilmesinde etkili bir ila¢ olacagina

inanmaktayiz.

Ayrica seranib-2’nin kanserli hiicrelerdeki etki mekanizmasi hakkinda yapilan
calismalarin sayis1 oldukga azdir. Ornegin; apoptotik siirecteki seranib-2’nin etki
mekanizmas1 hala tam olarak anlasilmis degildir. Bu nedenle siliregte gorev alan
molekiiller ve sinyal yolaklar1 ile olan iliskisinin detayli olarak caligilmasina ihtiyag

duyulmaktadir.
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Seranib-2’nin hiicre 6liim cesitlerinden biri olan otofajik 6lime neden olup
olmadig1 aragtirnlmamistir. Bu nedenle ileride yapilacak c¢alismalarda seranib-2’nin
otofaji ve otofaji mekanizmalarinda gorev alan molekiiller iizerinde herhangi bir etkisinin

olup olmadig1 incelenebilir.

Ayrica farkli kemoterapotik ajanlarla seranib-2’nin kombine etkilesimleri farkli

hiicrelerde calisilmaya agik diger bir konudur.

Sonug olarak seranib-2 KHDAK hiicreleri {lizerinde giiclii sitotoksik bir ajandir.
Kanser hiicrelerinin apoptoza yonlendirilmesinde etkili olabilecek ajanlarin tasarlanmasi

ve gelistirilmesine imkan saglayacagi diistiniilmektedir.
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