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OZET

BCL-2 INHIiBiTORU NAVITOCLAX VE HSP27 INHIiBiTORU J2
MOLEKULLERININ AKCiGER ADENOKARSINOM KANSERi UZERINDE iN
VITRO SINERJiISTIK ANTIKANSER ETKIiLERININ iNCELENMESI

Mine OZ

Yiiksek Lisans Tezi
Erzincan Binali Yildirim Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Biyoloji Anabilim Dah
Damisman: Do¢. Dr. Mehmet KUZUCU
II. Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Murat GUNAY
2026, 68 sayfa

Kigiik hiicreli dist akciger kanseri (NSCLC), akciger kanserlerinin en yaygin alt tiplerinden
biri olup tedavi direnci ve apoptotik mekanizmalarin baskilanmasi ile karakterize edilen, agresif
oneme sahip bir malignitedir. Bu ¢alismada, Bcl-2 inhibitorii Navitoclax ve HSP27 inhibitorii
J2 molekiillerinin kiiciik hiicreli dis1 akciger kanserinde in vitro sinerjik antikanser etkilerini
arastirmak amactyla A549 hiicre hatt1 model sistem olarak kullanilmistir. Hiicre canliligt MTT
yontemiyle, ilag etkilesimleri CompuSyn ve Bliss bagimsizlik modeli ile, doz-yanit iligkileri
ise Yanit Yiizey Yontemi (YY) ile degerlendirilmistir. Ayrica BCL2, BAX, APAF-1, CTNNBI
ve CASP9 gen ekspresyon diizeyleri RT-qPCR ile, Bax, Bcl-2 ve Casp-3 protein diizeyleri ise
ELISA yontemiyle analiz edilmistir. Bliss analizine gore ters orantili kombinasyonda en
belirgin sinerjik etki 0,625 pM Navitoclax + 10 uM J2 dozunda saptanmis; dogru orantilt
kombinasyonda ise 0,625 uM Navitoclax + 0,156 uM J2 dozunda saptanmistir. Bulgular,
kombinasyonun A549 hiicrelerinde daha secici antiproliferatif etki gosterebilecegini
desteklemektedir.

Anahtar Kelimeler: HSP27, J2 molekiilii, Navitoclax, A549



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE IN VITRO SYNERGISTIC ANTICANCER EFFECTS OF
THE BCL-2 INHIBITOR NAVITOCLAX AND THE HSP27 INHIBITOR J2 ON
LUNG ADENOCARCINOMA
Mine OZ

Master’s Thesis
Erzincan Binali Yildirim University, Institute of Science and Technology,
Department of Biology
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Mehmet KUZUCU
Co-advisor:Assit. Prof. Dr. Ogr. Uyesi Murat GUNAY
2026, 68 pages

Non-small cell lung cancer (NSCLC) is one of the most common subtypes of lung cancer and
represents an aggressive and clinically significant malignancy characterized by treatment
resistance and the suppression of apoptotic mechanisms. In this study, the A549 cell line was
used as a model system to investigate the in vitro synergistic anticancer effects of the Bcl-2
inhibitor Navitoclax and the HSP27 inhibitor J2 in NSCLC. Cell viability was assessed using
the MTT assay, drug interactions were evaluated using CompuSyn and the Bliss independence
model, and dose-response relationships were analyzed through response surface methodology
(RSM). In addition, the expression levels of the BCL2, BAX, APAF-1, CTNNBI, and CASP9
genes were determined by RT-qPCR, while Bax, Bcl-2, and Caspase-3 protein levels were
analyzed using ELISA. According to the Bliss analysis, the most pronounced synergistic effect
in the inversely proportional combination was observed at 0.625 uM Navitoclax + 10 uM J2,
whereas in the directly proportional combination, it was detected at 0.625 uM Navitoclax +
0.156 uM J2. These findings suggest that the combination may exert a more selective
antiproliferative effect on A549 cells.

Keywords: HSP27, J2 molecule, Navitoclax, A549
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
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1. GIRIS

1.1. Arastirmanin Amaci

Akciger kanseri, yiiksek mortalite orani ve tedaviye direng gelistirme egilimi nedeniyle
giliniimiizde 6nemli bir saglik problemi olmaya devam etmektedir. Kiiciik hiicreli dis1 akciger
kanseri olgularinda HSP27’nin ifade diizeyinin artti§i Onceki c¢alismalarda gosterilmistir.
Navitoclax, KHDAK’da ifade diizeyi artti§i bilinen Bcl2 protein ailesinin spesifik bir
inhibitoriidiir. Bcl2 protein ailesi iiyelerinin kanser hiicresini apoptosisten kurtarmaya

caligmasima HSP27 saperon proteininin katkisinin bulundugu bilinmektedir.

Bu bilgiler dogrultusunda, ¢aligmamizin temel amaci; klinik gelistirme siireci devam eden
BCL-2 inhibitérii Navitoclax ile preklinik asamada giicli bir HSP27 inhibitorii olarak
tanimlanan J2 molekiiliiniin, Kiiciik hiicreli dig1 akciger kanseri modeli olarak kullanilan A549
hiicre hatt1 lizerindeki kombinasyon etkilerinin in vitro kosullarda arastirilmasidir. Bu
kapsamda, her iki ajanin birlikte uygulanmasinin hiicre canlilii, proliferasyon ve dzellikle
apoptoz mekanizmalar1 iizerindeki etkilerinin ortaya konulmasi hedeflenmistir. Ayrica,
Navitoclax ve J2 kombinasyonunun sinerjik etki olusturup olusturmadiginin belirlenmesi ve bu
etkinin molekiiler diizeyde agiklanmasi amaglanmig; bu dogrultuda apoptoz ile iligkili gen ve
protein belirtecler iizerinden detayli analizler gergeklestirilmistir. Bu ¢alismanin, KHDAK
tedavisinde kombinasyon temelli yaklagimlara katki saglayabilecek potansiyel mekanizmalarin

anlagilmasina 1s1k tutmasi beklenmektedir.

1.2. Arastirmanin Onemi

Kigiik hiicreli dis1 akciger kanserinde mevcut tedavi yaklagimlarina ragmen hastalarda istenilen
terapotik basartya her zaman ulagilamamakta, bu durum yeni ve daha etkili tedavi stratejilerinin
gelistirilmesini gerekli kilmistir. Ozellikle kanser hiicrelerinde apoptoz mekanizmalarmnin
baskilanmasi, tiimdr hiicrelerinin hayatta kalmasma katki saglayan temel faktorlerden biri
olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bu tiir yeni tedavi kombinasyonlarinin kesfi, akciger kanseri gibi tedavi

edilmesi gii¢ hastaliklar i¢in daha iyi hedeflenmis ve etkili tedavi alternatiflerinin



gelistirilmesine yol acabilecek, bdylece hem tedavi basarisini artirabilecek hem de tedaviye

kars1 gelisebilecek direng mekanizmalarinin 6niine gegebilecektir.

1.3. Varsayimlar

Navitoclax ve J2 kombinasyonunun etkisinin, uygulanan dozlarm birbirleriyle olan
oranina ve inkiibasyon siiresine bagli olarak degisiklik gosterecegi; 6zellikle uygun doz
kombinasyonlarinda tekli uygulamalardan elde edilen etkilerin toplamindan daha
yiiksek bir hiicre oliimii meydana gelecegi diisiiniilmektedir. Bu kapsamda dogru
orantili ve ters orantili kombinasyon uygulamalarinin farkli hiicresel yanitlar
olusturacagi, bazi kombinasyon noktalarinda sinerjistik etkinin belirginlesecegi, bazi
yiiksek doz uygulamalarinda ise gozlenen canlilik azalmasmin ger¢ek bir sinerjiden
ziyade ajanlarin bireysel toksik etkilerinden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Kombinasyonun A549 kanser hiicreleri iizerindeki etkisinin saglikli HGF-1 hiicrelerine
kiyasla daha belirgin olacagi ve bu durumun tedavi acisindan secici bir antiproliferatif
etkiye isaret edecegi diisiiniilmektedir. Kanser hiicrelerinde Bcl-2 ve HSP27 aracili
hayatta kalma mekanizmalarinin daha aktif olmasi nedeniyle bu hiicrelerin, iki farkli
molekiiler mekanizmanin es zamanl olarak baskilanmasina daha duyarli olacagi; buna
karsilik saglikli hiicrelerin belirli doz araliklarinda canliliklarini daha yiiksek oranda

koruyacag1 6ngoriilmektedir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE VE ILGILI CALISMALAR

2.1. Akciger Kanseri

Akciger kanseri giiniimiizde kanserle ilgili liimlerin baglica sebepleri arasinda yer almakta ve
bu hastaliga bagli 6liim sayilarinin ilerleyen senelerde artis gosterecegi beklenmektedir (Sung
H., 2020). Akciger kanserine ait timorlerin siniflandirmasi ve tanimlanmasi yillar igerisinde
degisiklik gostermis olup bu hastaligin etiyolojisinin belirlenmesi tip alaninda 6nemli katkilar
saglamistir (Cruz C vd., 2011). Brons kanseri olarak da bilinen bu hastalik, hiicre dongiistinii
diizenleyen genetik ve molekiiler mekanizmalarin bozulmasi sonucunda hiicrelerin normal
biiylime, farklilagma ve programli hiicre 6liimii siireclerinden kagmarak siirekli boliinmesi,
birikmesi ve c¢evre dokulara yayilmasiyla karakterize edilen tiimér olarak karsimiza

cikmaktadir.

2.1.1. Akciger Kanseri Epidemiyolojisi

Akciger kanseri, 20. yiizyilin ortalarindan itibaren tiitiin ve tiitiin iirinlerinin kullanimindaki
artigin etkisiyle goriilme siklig1 giderek artan, erken tani ve tedavi yontemlerine ragmen, yiiksek
mortalite oranlar1 ve tedavi slirecindeki zorluklar sebebiyle ciddi saglik kayiplariyla sonuglanan
kanser tiirlerinden biri olarak 6ne g¢ikmaktadir (Jemal A vd., 2011). Diinya saglik orgiitii
verilerine gore 2022 senesinde akciger kanseri yaklasik 2,5 milyon yeni vaka ile diinya
genelinde en sik tani konulan kanser tiirii olmus ve tim kanser vakalarinin %12,4’linii
olusturmus olup kolorektal kanser (%9,6), prostat kanseri (%7,3) ve mide kanseri (%4,9) ni
geride birakmig genellikle diistik sagkalim oranlar1 ve kotii prognoz ile karakterize edilen bir
hastaliktir (Bray F vd., 2024). Akciger kanseri, diinya genelinde cinsiyet ve cografi bolgelere
gore farkli epidemiyolojik 6zellikler sergilemektedir (Huang vd., 2022). Son yillarda akciger
kanserinin erkeklerde insidans ve mortalite agisindan en sik goriilen kanser tiirii oldugu,
kadinlarda ise meme kanserinden sonra ikinci sirada yer aldigir goriilmektedir. Aymi yil
icerisinde yasa gore standardize edilmis insidans orani erkeklerde 100.000°de 32,1; kadinlarda
ise 16,2 olarak hesaplanmis olup diinya genelinde yaklasik 2,2 milyon yeni vaka ve 1,8 milyon

olim rapor edilmistir (Ferlay J vd., 2024).



2020'de her iki cinsiyet, her yastan yeni vaka sayisi

Akciger
41 264 (17.6%)

Meme

24175 (10.3%)
Diger kanserler

114 078 (48.8%) Kolorektal
21191 (9.1%)
Prostat
19 444 (8.3%)
Tiroid
13 682 (5.9%)

Toplam: 233 834

Sekil 2.1. Ulkemizde tiim yas gruplarindaki ve cinsiyetlerdeki en sik goriilen bazi kanser
tlirlerinin ylzdelik dagilimlar1 (WHO)

Diinya genelinde uluslararasi kanser aragtirmalar1 ajansi verilerine gore akciger kanseri 185
iilkede goriilmekte olup bu iilkeler arasinda basta Cin, Amerika Birlesik Devletleri, Japonya,
Hindistan ve Dogu Avrupa iilkeleri yer almaktadir. Asya iilkelerinde, 6zellikle Dogu Asya
bolgesinde, son yillarda akciger kanseri insidansinin 6énemli 6l¢iide arttigi bildirilmektedir
(Forman D vd., 2014). Diinya genelinde en yiliksek yeni akciger kanseri vaka sayisina sahip
ilke Cin olup, hastalik insidansinin hem erkeklerde hem de kadinlarda hizla arttig
bildirilmektedir. Afrika kitas1 ise diger bolgelere kiyasla daha diisiik akciger kanseri oranlarina
sahip olmasina ragmen, son yillarda vaka sayilarinda kademeli bir artis gozlenmektedir (Ervik
M vd., 2024). Ulkemizde ise bu durum &zellikle erkek niifusta sigara kullanimina bagl olarak
yiiksek risk olusturmus ve yakin gelecekte bu oranin artmasi beklenmektedir. Sekil 2.1°de
Ulkemizde tiim yas gruplarindaki ve cinsiyetlerdeki en yiiksek mortaliteye sahip kanser

tlirlerinin oranlar1 verilmistir.



Cinsiyet basina yasa gore standartlastirilmis insidans oranlari, ilk 10 kanser

Il Erkekler [ Kadinlar
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Sekil 2.2. Cinsiyet basina yasa gore standartlandirilmis insidans ve 6liim oranlari (WHO)

Erkeklerde akciger kanseri insidans orani 100.000 kisi basina 74,8 olarak belirlenirken,
kadinlarda bu oran 12,0 olarak saptanmistir. Bu durum, akciger kanserinin erkeklerde kadinlara
kiyasla belirgin sekilde daha yiiksek oranlarda goriildiigiinii gostermektedir. Bu bulgular
akciger kanserinin yiiksek 6liim oranlar1 ve kotii prognozu ile iliskili oldugunu gostermektedir.
Meme ve prostat kanserleri yiiksek insidans oranlarma sahip olmalarina ragmen mortalite
oranlarinin akciger kanserine kiyasla daha diisiik oldugu dikkat ¢ekmektedir. Ayrica kolorektal
kanserin hem insidans hem de mortalite acisindan 6nemli bir yiik olusturdugu goriilmektedir

(WHO).



2.1.2. Akciger Kanseri Cesitleri

Akciger kanseri olgularinin biiylik bolimii sigara kullanimi ile iligkilendirilmekte olup,
hastaligin gelisiminde tiitlin tirlinleri 6nemli risk faktorleri arasinda yer almaktadir. Erkeklerde
goriilen vakalarin yaklasik %80’i ve kadinlarda goriilen vakalarm %90°1 sigara kullanimiyla
baglantili olan akciger kanseri histolojik Ozelliklerine gore kiigiik hiicreli akciger kanseri
(KHAK), kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) ve karsinoid tiimorler olarak
siiflandirilmaktadir (Rothschild SI vd., 2015). Tiim akciger kanseri olgularinin yaklasik %80—
85’ini kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserleri olusturmakta olup bu grup adenokarsinom, skuaméz
hiicreli karsinom ve biiylik hiicreli karsinom alt tiplerini kapsamaktadir. KHAK ise vakalarin
yaklasik %15’ini olusturmasma ragmen hizli proliferasyon kapasitesi ve erken metastatik

yayilim 6zelligi nedeniyle kotii prognoz ile iliskilendirilmektedir (Travis WD vd., 2015).

fleri evre KHDAK olgularinda 5 yillik sag kalim orani %6,1 olmak iizere oldukea diisiik bir
diizeydedir. Buna ragmen hastaligin lokalize ya da bolgesel diizeyde sinirli oldugu 5 yillik sag
kalim oranlarinin belirgin bir sekilde yiikseldigi ve %61,4 ve %34,5 oldugu rapor edilmistir.
Son yillarda adenokarsinom insidansinda artig goriiliirken, skuamdz hiicreli karsinom ve kiigiik

hiicreli akciger kanseri olgularinda azalma oldugu bildirilmektedir.

Gilinlimiizde en yaygin goriilen akciger kanseri alt tipi adenokarsinom olarak kabul edilmektedir
(Lewis DR vd., 2014). 20.ylizy1l donemine ait veriler incelendiginde, akciger kanseri histolojik
alt tiplerinin dagiliminda degisiklik oldugu goriilmektedir. Epidermoid karsinom sikliginda
azalma gozlenirken, adenokarsinom oranlarinda belirgin artis saptanmistir. Kiiciik hiicreli
kanser oranlarmin ise bilyiik 6l¢iide benzer kaldigi bildirilmistir (Koktiirk N vd., 2004). Tedavi
basaristm1 artirmak ve ilag direnci gelisimini smirlamak amaciyla KHDAK’de farkli
kemoterapo6tik ajanlarin birlikte kullanimi tercih edilebilmektedir. Bu dogrultuda Cisplatin veya
Carboplatin gibi platin temelli ilaglarin Paclitaxel ya da Pemetrexed ile kombine edilmesi,
klinik uygulamalarda 6ne ¢ikan tedavi yaklagimlar arasinda yer almaktadir. Bu durum,
KHDAK tedavisinde tek bir mekanizmaya odaklanmak yerine birden fazla biyolojik siirecin
birlikte hedeflenmesinin tedavi yanitini giiglendirebilecek 6nemli bir yaklagim oldugunu ortaya

cikarmaktadir (Sandler A vd., 2006).



2.1.3. Akciger Kanseri Etiyolojisi

Akciger dokusunda meydana gelen genetik ve epigenetik degisiklikler, hastaligin olusum ve
ilerleme siirecinde 6nemli rol oynamaktadir (Alberg AJ vd., 2013). Sigara tiiketim siiresi ve
giinliik kullanim miktarindaki artisin, hastalik gelisim riski ile dogrudan iliskili oldugu
bilinmektedir ( Wataru M vd., 1984). Tiitlin tirtinleri kullanimi, akciger kanseri olusumunda en
onemli Onlenebilir risk etkenlerinden biri olarak degerlendirilmektedir. Sigara dumaninda yer
alan polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), N-nitrozaminler ve benzen gibi karsinojenik

bilesiklerin DNA hasarina neden olarak tiimdr gelisim siirecini baglatabildigi bilinmektedir.

Akciger kanseri gelisiminde ¢evresel faktorlerin yam sira genetik yatkinligin da etkili oldugu
bilinmektedir. Kanser olusumu, hiicre genomunda meydana gelen genetik degisikliklerin
birikimi sonucunda gelismektedir. Ozellikle onkogenler ve tiimér baskilayici genlerde olusan
hasarlar, hiicresel proliferasyonun kontrolsiiz hale gelmesine neden olmaktadir. Bu
degisiklikler; hiicre dongiisii, apoptoz ve diferansiyasyon gibi temel biyolojik siirecleri
etkileyerek tiimor gelisimine katkida bulunmaktadir (Corn PG vd., 2002). Genetik faktorler;
bireyin sigara maruziyetine karsi duyarliligi, belirli akciger kanseri alt tiplerinin ortaya ¢ikisi
ve biyolojik tedavilere verilen yanit {izerinde rol oynayabilmektedir (Spitz MR vd., 2007).
Erken yasta ortaya ¢ikan ailesel akciger kanseri vakalarinin, kalitsal duyarlilik ile iliskili
molekiiler ve genetik mekanizmalar agisindan 6nemli bir belirteg olabilecegi diistiniilmektedir

(Cassidy A vd., 2008).

Akciger kanseri olgularinin 6nemli bir boliimii 65 yas ve iizerindeki bireylerde goriilmekte olup,
tam1 anindaki ortalama yasin 70’in {izerinde oldugu bildirilmektedir. Ozellikle
olgularinin %31,1°1 65-74 yas, %29’u 75-84 yas ve %8,3’1i ise 85 yas ve iizerindeki bireylerde
rastlanilmaktadir (Wingo PA vd., 2003). Bu yas grubundaki hasta sayisinin 2050 yilina kadar
belirgin sekilde artarak yaklasik dort katina ulasacagi ongoriilmektedir (Blanchard EM vd.,
2010). Bu yaklasimlar arasinda erken evre hastalarda cerrahi tedavi, ileri evre olgularda ise tek

ajan kemoterapi uygulamalar1 yer almaktadir (Gridelli C vd., 2007).

Kanser olusumunda etkili fiziksel faktorler arasinda radyasyon, yiiksek sicaklik ve mekanik
etkiler yer almaktadir. Ozellikle iyonize radyasyon tiirleri (X 1sinlar1, gama 1sinlari, ultraviyole
isinlar ve niikleer emisyonlar), biyolojik makromolekiiller iizerinde dogrudan hasar

olusturabilecek enerjiye sahiptir (Heynick L.N vd., 2003).



2.2. Bcl-2 Protein Ailesi

Bcl-2 protein ailesi iiyeleri, apoptozun diizenlenmesinde gorev alan temel molekiiler yapilardir.
Bu aile, pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerden olusmakta olup hiicre yasamui ile hiicre
Olimii arasindaki dengeyi kontrol etmektedir. Baslatici uyarana bagli olarak apoptozun
aktivasyonunu saglayan farkli hiicre i¢i sinyal iletim yolaklar1 bulunmaktadir. Bu siiregte Bcl-
2 ailesine ait proteinler basta olmak iizere mitokondriler, sitokrom c ve kaspazlar, apoptotik
sinyal iletim mekanizmalarinin temel ve kritik bilesenleri olarak gorev yapmaktadir. Ozellikle
anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin artmis ekspresyonu, tiimor hiicrelerinin hayatta kalmasini
destekleyerek kanser gelisimi ve progresyonunda rol oynamaktadir. Bcl-2’nin tedavi
direncindeki temel rolii, mitokondriyal apoptoz yolunu baskilamasidir. Bel-2, Bax ve Bak gibi
proapoptotik proteinlerin etkinligini sinirlandirarak mitokondri dis zarmin gegirgenlesmesini
onler. Bcl-2 ailesine ait antiapoptotik proteinlerin inhibe edilmesinin, tedaviye direncli tiimor
hiicrelerinde apoptotik siirecin yeniden etkinlesmesine katki saglamaktadir (Carneiro BA vd.,
2020).

Bcl-2 ailesi proteinleri, son yirmi yil icinde domein yapilar1 ve fonksiyonlarina gore
siniflandirilmigtir. Kisa korunmus sekans bolgeleri olan BCL-2 homoloji (BH) motifleri ile
karakterize edilen bu proteinler, BCL-2 ve BCL-XL ile temsil edilen anti-apoptotik/pro-
survival proteinler, BAX ve BAK ile temsil edilen pro-apoptotik proteinler ve BAD ile BID
tarafindan temsil edilen yalnizca BH3 domeni i¢eren pro-apoptotik proteinlerden olusan ii¢ ana

gruba ayrilmaktadir (Campbell KJ vd., 2018).

Pro-apoptotik BAX/BAK alt ailesi iiyeleri dort BH domeni (BH1-BH4) kapsamaktadir. inaktif
durumda bu proteinlerin yapisi, BCL-2 pro-survival proteinleri ile yiiksek benzerlik
gostermektedir. Bununla birlikte, BAX ve BAK apoptoz siirecinde belirgin konformasyonel
degisiklikler gecirerek aktif hale gecmektedir. Bu proteinler, farkli derecelerde olmak iizere
BCL-2-benzeri pro-survival proteinlerle etkilesime girerek bu proteinler tarafindan inhibe
edilebilmektedir (Suzuki M vd., 2000).

BH3-only olarak adlandirilan pro-apoptotik protein grubu (BIM, PUMA, BID, BAD, BIK,
BMF, NOXA ve HRK), hem kendi aralarinda hem de daha uzak iligkili proteinlerle yalnizca
BH3 domeini lizerinden benzerlik gostermektedir. Bu proteinler genellikle serbest halde

belirgin bir {i¢ boyutlu yap1 sergilemezken, BCL-2 ailesinin pro-survival iiyeleri ile etkilesime



girdiklerinde a-helikal konformasyon kazanmaktadir. Bu genel yapisal 6zelligin istisnasi BID
proteinidir; BID, baslangigta inaktif bir dnciil protein olarak sentezlenmekte ve kaspaz-8 aracil

proteolitik kesim sonucunda aktif tBID (truncated BID) formuna doniismektedir.

BCL-2, ilk kez folikiiler B-hiicreli lenfomada proto-onkogen olarak tanimlanmistir. Bu
hiicrelerde BCL-2 geninin, 18. ve 14. kromozomlar arasindaki translokasyonun kirilma
noktasinda bulundugu ve immiinoglobulin agir zincir intron enhancer bolgesinin kontrolii altina
girdigi gosterilmigtir. Bu durumun BCL-2 ekspresyonunu artirarak hiicre oliimiiniin

baskilanmasinda rol oynadigi ifade edilmektedir (Tsujimoto Y vd., 1985).

Yaklasik 230 kb uzunlugunda olan BCL?2 geni, basta mitokondri i¢ membrani olmak {izere daha
sinirh diizeyde hiicre membranlarinda da bulunan 24-26 kDa agirliginda bir proteinin
sentezlenmesini saglar. Bu proteinin ve ayni1 ailede yer alan diger anti-apoptotik {iyelerin fazla
eksprese edilmesi, tiimor hiicrelerinin apoptozu baslatabilecek stres kosullarina karsi daha

direncli hale gelmesine katkida bulunur (Tan TT vd., 2008).

Timor hiicrelerinde BCL-2 protein ekspresyon diizeylerinin normal hiicrelere kiyasla daha
yiiksek olmasi, bu proteini hedefleyen inhibitorlerin saglikli hiicreler iizerindeki etkisinin
gorece daha siirli olmasia yol agmaktadir. Bu nedenle, anti-apoptotik BCL-2 aktivitesinin
baskilanmasi yoluyla tiimér hiicrelerinde apoptoza karsi gelisen direng mekanizmasinin ortadan
kaldirilmasi, tiimor patogenezine dayali yeni bir tedavi stratejisi olarak degerlendirilmektedir

(Luna-Vargas MPA vd., 2016).

Cesitli galismalar, BCL2’nin agir1 iiretiminin akciger tiimorlerinde kemoterap6tik ajanlara kars
diren¢ mekanizmasinda rol oynadigin1 gostermektedir. Antikanser ilag gelistirme
caligmalarinda bir¢ok Bcl-2 ailesi inhibitorii degerlendirilmis ve navitoclax bu grupta 6ne ¢ikan
ajanlardan biri olmustur. Yapilan ¢alismalarda, navitoclax’in antiapoptotik proteinlerin BH3
bolgesine baglanan molekiillerle olan etkilesimini engelleyerek timor hiicrelerinde apoptozu

baslattig1 ortaya cikarilmistir (Han, Z vd., 2019).



2.3. Navitoclax’in Antikanser EtKkisi

Navitoclax (ABT-263) (Sekil 2.3), anti-apoptotik BCL-2 ailesi proteinlerini hedefleyen kiigiik
molekiillii bir inhibitdrdiir. Bel-2 ekspresyonunun artmasi, timdr hiicrelerinde apoptozdan
kacisa ve kemoterapiye diren¢ gelisimine zemin hazirlayabilmektedir. Navitoclax, BH3
baglanma bdlgesi lizerinden Bcl-2’nin anti-apoptotik fonksiyonunu engelleyerek kanser
hiicrelerinin apoptoza daha duyarl hale gelmesini saglayabilir. Ancak apoptotik esik yalnizca
Bcl-2 diizeyiyle iliskili degildir; hiicresel stres yanit sistemleri de bu siirecin diizenlenmesinde

onemli rol oynamaktadir (Rudin CM vd., 2012).

Cl

Sekil 2.3. Navitoclax'in molekiiler yapisi
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Sekil 2. 4. BCL-2 aracili mitokondriyal apoptoz yolaginin sematik gosterimi.

Navitoclax’in anti-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri {izerindeki baskilayici etkisi, tiimor
hiicrelerinde sagkalimi destekleyen molekiiler dengenin bozulmasina neden olabilmektedir. Bu
durum, kanser hiicrelerinin hiicre 6limiinden kacinma kapasitesini azaltarak apoptotik
stireclerin yeniden etkinlesmesine zemin hazirlamaktadir. Apoptoz ise hiicrenin kontrollii,
diizenli ve fizyolojik bir mekanizma araciligiyla ortadan kaldirildig1r programlanmis hiicre

O0lumi siireci olarak tanimlanmaktadir.

Apoptoz siirecinde hiicreler, belirli molekiiler sinyaller araciligiyla kontrollii bir degisim
stirecine girer. Bu siirecin erken donemlerinde kaspaz adi verilen enzimler aktive olur. Sistein
proteaz yapisindaki kaspazlar, hiicre icinde baslangigta inaktif 6nciil formlar halinde bulunur

ve apoptotik siirecin ilerlemesinde temel gorev istlenir. Aktive olan kaspazlar, hiicredeki
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onemli proteinleri parcalayarak apoptoza 6zgili biyokimyasal ve morfolojik degisikliklerin

ortaya ¢ikmasina neden olur (Portt L vd., 2011).

Kaspazlar, hiicrenin yapisal biitiinliigiinii saglayan hiicre iskeleti proteinleri, niikleer proteinler
ve DNA onarim enzimleri gibi temel bilesenleri hedef alarak pargalayabilir. Ayrica niikleazlar
ve proteazlar gibi diger yikici enzimlerin aktivasyonunda da rol oynayabilirler (Galluzzi L vd.,
2010). Bu mekanizma genel olarak ekstrinsik yolak, yani 6liim reseptdrii yolu ve intrinsik yolak,

yani mitokondriyal yol olmak iizere iki temel baslik altinda incelenmektedir.

Ekstrinsik ve intrinsik yolaklar, apoptozun yiiriitiicii evresini aktive ederek kaspaz-3 lizerinden
hiicre 6liim siirecini baslatir. Bu siireg DNA parcalanmasi, hiicre iskeleti ve niikleer proteinlerin

yikimi, apoptotik cisimciklerin olusumu ve fagositoz ile sonuglanir (Martinvalet D vd., 2005).

Ligandin TNFR1 reseptore baglanmasinin ardindan hiicre iginde kaspazlara bagli sinyal
kaskad1 hizla aktive olmaktadir. Reseptdrde bulunan 6liim domaini, Casp-8 ve Casp-10’un da
icinde yer aldig1 apoptotik proteinlerin ilgili bolgeye yonlendirilmesini saglar. Mitokondri,
intrinsik apoptotik yolun diizenlenmesinde merkezi bir rol iistlenmektedir. intrinsik apoptotik
stirecte mitokondriler; Smac/DIABLO, apoptoz indiikleyici faktor ve sitokrom c gibi hiicre

olimiinii destekleyen proteinlerin kaynagi olarak gorev yapmaktadir (Brenner C vd., 2006).

Hiicresel stres, serbest radikal hasarn veya biiylime faktorii eksikligi gibi durumlarda Bcl-2
ailesine ait pro-apoptotik proteinler aktive olmaktadir. Bu siire¢, mitokondri membran
gecirgenliginin artmasina ve mitokondriden sitokrom c ile AIF gibi apoptozu destekleyen
proteinlerin sitoplazmaya salinmasina neden olur. Sitokrom c’nin hiicre icine salinmasi ise
apoptozom kompleksinin olugumunu baglatarak intrinsik apoptotik yolun ilerlemesine katki
saglar. Apoptozom kompleksinin olugmasiyla birlikte Casp-9 aktive olur ve bu aktivasyon,

devaminda Casp-3’iin devreye girmesini saglayarak apoptotik siirecin ilerlemesine yol agar.

Mitokondri, yalnizca intrinsik yolakta degil, ekstrinsik apoptotik yolun ilerleyisinde de etkili
olabilmektedir. Oliim reseptdrlerinin uyarilmasiyla Casp-8 aktive olur ve bu kaspaz, pro-
apoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerinden Bid’in aktivasyonunu saglayarak mitokondri aracili

apoptotik siireci destekler (Brunelle JK vd., 2009).

Apoptozun farkli yolaklari, siirecin ilerleyen asamalarinda yiiriitiici kaspazlarin aktive oldugu
ortak bir basamakta birlesmektedir. Bu asamada Casp-3, Casp-6 ve Casp-7 temel yiiriitiicii
kaspazlar olarak gorev alir. Aktive olan bu kaspazlar, sitoplazmik endoniikleazlarin devreye

girmesini saglar; hiicre iskeleti proteinleri ve PARP gibi 6nemli hiicresel yapilari pargalayarak
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apoptotik hiicrelerde karakteristik morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerin olusmasina

katkida bulunur.

2.4. HSP27’nin Terapotik Onemi

HSP27, kiigiik molekiil agirlikli 1s1 soku proteinleri grubunda yer alan ve yaklasik 12-43 kDa
araliginda bulunan bir proteindir. HSP27, baslangicta 1s1 soku yanit1 ile iligkili bir protein olarak
tanimlanmis; ilerleyen ¢aligmalarda ise hasar goren proteinlerin yeniden katlanmasina destek

olan bir saperon gorevi {istlendigi belirtilmistir (Rogalla T vd., 1999).

HSP’ler, kanser gelisiminde rol alan onkoproteinlerin katlanmasini ve stabilitesini
diizenleyerek farkli onkojenik yolaklarla iliski kurar. Bu nedenle HSP hedefli yaklagimlar,
timor progresyonunda etkili olan ¢esitli proteinlerin ve yolaklarin birlikte baskilanmasi

bakimindan avantaj saglamaktadir (Xia Y vd., 2012).

HSP27’nin sadece 1s1 sokunda degil, oksidatif ve kimyasal stres gibi farkli stres kosullarinda da
hiicresel yanita katildigi bildirilmistir (Moran L vd., 1978). Oksidatif stres sirasinda HSP27,
glutatyon diizeyini artirip hiicre i¢i demir miktarini azaltarak ROS olusumunun kontrol altinda

tutulmasina yardimeci olur (Mehlen P vd., 1997).

Kimyasal stres durumunda HSP27, apoptozla iliskili farkli yolaklar iizerinde etkili olarak hiicre
Oliimiinlin azalmasma katki saglayabilir. Bu etki hem mitokondriye bagl siire¢lerde hem de
mitokondriden bagimsiz mekanizmalarda goriilebilmektedir. Ozellikle kaspaz bagimli
apoptozu baskilamasi, HSP27’nin programlanmis hiicre 6liimiine karsi koruyucu roliinii
gostermektedir (Concannon ve ark., 2001). Bu nedenle HSP27’nin anti-apoptotik 6zelligi,
doksorubisin ve gemsitabin gibi baz1 kemoterapi ilaglarina verilen hiicresel yanit1 etkileyebilir.
Bunun yaninda HSP27’nin stres kosullarinda aktin hiicre iskeletinin diizenlenmesinde de gorev
aldigi, aktin polimerizasyonunu destekledigi ve aktin uglarini kapatict bir protein gibi

davranabildigi belirtilmektedir.

Is1 sok proteinleri (HSP’ler), hiicresel stres kosullarinda protein katlanmasin stabilize ederek
ve apoptotik sinyalleri baskilayarak hiicre sagkalimini destekleyebilmektedir (Garrido C vd.,
2006). Kiigiik 1s1 sok proteinleri ailesinin dnemli bir {iyesi olan HSP27 (HSPB1), sitokrom c’nin
sitozole salimimini engelleyerek ve kaspaz aktivasyonunu baskilayarak mitokondriyal apoptozu

inhibe edebilmektedir (Concannon CG vd., 2001).

Ayrica HSP27’nin, Bax translokasyonunu engelleyerek ve apoptotik sinyallemeyi agagi akimda

bloke ederek tedaviye direng gelisimine katki sagladig bildirilmistir (Bruey JM vd., 2000). Bu
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nedenle navitoclax ile hedeflenen mitokondriyal apoptotik yolun, HSP27 ekspresyon diizeyi
veya fosforilasyon durumu tarafindan fonksiyonel olarak etkilenebilecegi diisiiniilmektedir
(Parcellier A vd., 2003).

Stres yanitiyla iligkili HSP’ler arasinda en fazla incelenen proteinler arasinda yer alan HSP90
ve HSP70’tir. Bu proteinlerin ekspresyonu ya da aktivitesi kanser hiicrelerinde normalin
izerinde seyretmekte, ayrica farkli hiicre 6liimii uyaranlarina maruz kalindiginda bu diizeylerin
daha da artmaktadir. HSP90, HSP70 ve HSP27 giiclii anti-apoptotik 06zellik gostererek
apoptozda gorev alan temel molekiillerle etkilesir ve hiicre Oliimiinii ¢esitli asamalarda

baskilayabilir (Joly AL vd., 2010).

Preklinik diizeyde yapilan ¢aligmalar, HSP’lerin yiiksek ekspresyonunun tiimor biiytimesini ve
yayillim kapasitesini artirmasinin yan1 sira kemoterapiye direng gelisiminde de rol
oynayabilecegini gostermistir. Bu kapsamda HSP90, HSP70 ve/veya HSP27’nin inhibisyonu,
kanser tedavisinde alternatif bir hedefleme yaklasimi olarak 6ne ¢ikmaktadir. HSP70’in
azaltilmasi, Ozellikle kanserlesmis/transforme hiicrelerde belirgin bir sitotoksik etki
olustururken, normal hiicrelerde veya primer hiicrelerde benzer bir etki goriilmemektedir

(Schmitt E vd., 2003).

HSP70, apoptoz mekanizmasinda 6liim reseptdrlerinden baglayan sinyal iletiminden hiicre
olimiinii gerceklestiren son basamaklara kadar bir¢cok noktada etkili olabilmektedir. Bu siirecte
mitokondriye bagli apoptotik olaylarin 6ncesinde ve sonrasinda rol oynayabilir. Ayrica
HSP70’in Bid bagimli apoptotik yolakla da iliskili oldugu belirtilmektedir. HSP70, TNF-o’nin
neden oldugu hiicre Oliimiinii azaltirken, Bid geninin homozigot olarak c¢ikarildigt MEF
hiicrelerinde bu koruyucu etkinin goriilmedigi bildirilmistir. Bununla birlikte HSP70, aktif
Casp-8’in Bid’i parcalamasini da engelleyebilir (Hui-qing X vd., 2008). Bir diger énemli 1s1
soku proteini olan HSP90, kanser hiicrelerinde bir¢ok onkoproteinin yapisal olarak
korunmasimnda ve hiicre sagkalimmin siirdiirilmesinde gorev almaktadir. HSP90, ATP
kullanarak gorev yapan bir molekiiler saperon olup insan hiicrelerinde baslica HSP90a ve
HSP90p izoformlariyla temsil edilmektedir. Bu protein yapisal olarak iki alt birimden olusan
homodimer bir diizen gosterir. HSP90’1n fonksiyonel yapisi ii¢ temel bolge iizerinden agiklanir.
N-terminal kissm ATP baglanmasi ve hidroliziyle iliskiliyken, orta bdlge ko-saperonlar ve
istemci proteinlerle etkilesimde gorev alir. C-terminal boliim ise HSP90’in dimerlesmesini

saglayan bolge olarak tamimlanmaktadir (Sreedhar AS vd., 2004). Bu proteinin istemci
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proteinlerinin 6nemli bir kismi, kanserle iliskili sinyal yolaklarinda merkezi rol oynayan

onkoproteinlerden olusur (Hanahan D vd., 2011).

Factors

Apoptosis
inhibition

Sekil 2.5. Is1 sok proteinlerinin apoptoz ve hiicre sagkalim yolaklarindaki diizenleyici rolii

HSP27’yi hedefleyen ve kimyasal olarak 5-hidroksi-2-metil-7-(tiiran-2-ilmetoksi) kromen-4-
on adiyla tanimlanan J2 inhibitdriidiir. HSP27 nin saperon islevini azaltarak kanser hiicrelerinin
stres altinda hayatta kalma kapasitesini sinirlayabilir. Bu yoniiyle J2, kemoterapi ve
radyoterapiye karsi gelisen direncin azaltilmasinda umut vadeden bir aday olarak goriilmektedir.
J2 bilesigi, HSP27’nin oligomerizasyonunu bozarak fonksiyonel aktivitesini inhibe eden ve
apoptotik sinyallemeyi gii¢clendirdigi bildirilen bir inhibitérdiir HSP27’nin farmakolojik
inhibisyonunun, pro-apoptotik proteinlerin serbestlesmesini kolaylastirdigi ve kaspaz
aktivasyonunu artirdigi deneysel modellerde gosterilmistir. Bu nedenle navitoclax ile
mitokondriyal apoptotik yolun farmakolojik olarak aktive edilmesi ve es zamanli olarak J2
araciligtyla HSP27°nin baskilanmasi, anti-apoptotik diren¢ mekanizmalarinin ¢ift yonlii
kirllmasina olanak  saglayabilecek rasyonel bir kombinasyon stratejisi olarak

degerlendirilmektedir (Tse C vd., 2008).
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Sekil 2.6. HSP27 Inhibitdrii J2 molekiilii

OH
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3. MATERYAL VE YONTEM

Tez caligmast kapsaminda yiiriitiilen tiim deneysel uygulamalar, Erzincan Binali Yildirim
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii biinyesinde yer alan Molekiiler Biyoloji
Arastirma Laboratuvari’'nda ve Temel Bilimler Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde
gergeklestirilmistir. Deneysel siirecler, ilgili laboratuvarlarin teknik altyapi olanaklarn ve
standart ¢aligma protokolleri dogrultusunda yiiriitiilmiis olup, tiim analizler kontrollii kosullar
altinda uygulanmistir. Kullanilan yontemler literatiirle uyumlu sekilde secilmis ve elde edilen

verilerin dogrulugunu saglamak amaciyla gerekli tekrarlar yapilmistir.

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan aletler ve cihazlar

Biyogiivenlik kabin : Bil-ser B2 Class II
Buzdolab1 . Argelik

CO2 inkiibatorii : Niive EC 160
Derin dondurucu (-80 °C) : Haer Medical
ELISA : Epoch Biotek
ELISA yikama : ELx50, BioTek
Gli¢ kaynag1 : Thermo EC 300 XL

Hassas terazi

Jel goriintiileme cihazi
Kabin

Kar makinesi
Magnetik karistirict
Mikrodalga firin
Mikroskop

Mini spin

Otoklav

Otomatik pipet

PCR cihaz1

pH metre

Real-time PCR cihazi

: Shimadzu ATX224
: ChemiDoc Imaging System (Bio-Rad)

: Bil-ser B2 Class 11
: Scotsman AF-20

: Heidolph MR Hei-Standart

: Arzum
: Nikon Eclipse Ti2-U Inverted
: IKA mini G

: Zealway GR110DR

: Socorex

: Bio-Rad C1000 Touch

: Radiometer meterlab PHM 210
: Qiagen Rotor Gene 6flex
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Saf su cithazi : Niive

Santrifiij : Hettich Santrifiij 220, Hettich 220R, Beckman
Su banyosu : Memmert

Sarjli otomatik pipet : Isolab

Yatay Elektroforez tanki : Thermo Owl Easycast B2-BP

Vorteks : Heidolph Reaxtop

3.1.2. Kullamlan Kimyasal Malzemeler

Aquaguard-1 : Vivacell Bioscience
Aquaguard-2 : Vivacell Bioscience
Bradford Reagant : Sigma

BAX ELISA kit : Cusabio

BCL-2 ELISA kit : Cusabio

CASP3 ELISA kit : Cusabio

cDNA sentez kiti : iScript™ cDNA Kit, Biorad
Cell Proliferation Kit (MTT) : Biological Industries
Dulbecco®s Phosphate Buffered Saline : Capricorn scientific

Fetal Bovine Serum : Biological Industries
Minimum Essential Medium : Biowest

L-Glutamin : Serena
Penisilin-Streptomisin : HyClone

RNA izolasyon Kiti : Thermo Scientific
RT-qPCR Kit : SYBR Green PCR Master Mix, Qiagen
Tris base : Sigma

Tripsin-EDTA : Serana

3.1.3 Hiicre Hatt1

Calismada kullanilan A549 (insan akciger adenokarsinomu hiicre hattr) ve HGF-1 (Insan
gingival fibroblast hiicre hatt1) ATCC’den ticari olarak tedarik edilmistir.

RNA izolasyonu ve cDNA sentezi (Katalog No: 4368814) islemleri, {iretici firmanin sagladigi
protokoller dogrultusunda Thermo Scientific (ABD) iiriinleri kullanilarak gerceklestirilmistir.
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Navitoclax (ABT-263) ve J2 (S3404) Selleckchem’den satin alinmistir. Her iki bilesik de
DMSO’da ¢oziilmiis ve stok soliisyonlar —80°C’de saklanmustir.

Insan BAX (Katalog numarasi: BTLAB-E4813Hu), CASP-3 (Katalog numarasi: BTLAB-
E4804Hu), BCL-2 (Katalog numarasi: BTLAB-E4811Hu) ve HER2 (Katalog numarasi:
BTLAB-E4809Hu) ELISA kitleri Bioassay Technology Laboratory (BT Lab, Shanghai, China)

firmasindan satin alinmigtir.

Diger tiim kimyasal reaktifler Merck ve Sigma Aldrich’ten temin edilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirii ¢alismalar kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri A549 (Adenokarsinom hiicre hatt1)
ve HGF-1 hiicre hatt1 %5 FBS (fetal sigir serumu), %1 glutamin, %1 sodyum piriivat ve %1
pensilin streptomisin iceren Minimum Essential Medium (MEM) igerisinde gerekli fizyolojik

kosullart saglamak tizere 37°C ‘de %5 CO: oraninda inkiibe edilmistir.

Hiicre kiiltiirii calismalarinin tamami, kontaminasyon riskini en aza indirmek amaciyla aseptik
tekniklere uygun olarak yiriitilmiis olup inkiibatér ortaminda mikrobiyal kontaminasyonu
onlemek amaciyla steril hava dolagimi saglanmis, ayrica i¢ ortamin dis atmosfer ile etkilesimini
en aza indirmek amaciyla izole edici cam bariyer sistemi kullanilmistir. Kabinin
sterilizasyonunu saglamak amaciyla kullanim Oncesi ve sonrasinda ultraviyole (UV) 151k
kaynag1 yaklasik 15 dakika siireyle uygulanmis ve her kullanimda %70’lik etanol ile uygun

sekilde temizlenerek kontaminasyon riskinin 6niine gecilmistir.

Hiicrelerin, uygun besiyeri ve inkiibasyon sartlarinda kontrollii bir sekilde gelisim ve ¢ogalma
gosterdigi gozlenmis ve hiicreler 75 cm? T-flask yiizeyinde yaklasik %90 konfluens diizeyine
ulastiginda, hiicre yogunlugunu kontrol altina almak amaciyla pasajlanmigtir. T-flask
icerisindeki mevcut besiyeri uzaklastirilmis, ardindan hiicrelerin ayrilmasi i¢in 5 ml (%0.25
tripsin, %0.02 EDTA) igeren Tripsin-EDTA ¢6zeltisi eklenmis ve 7 dakika siireyle inkiibatorde
bekletilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda tripsin aktivitesinin inhibe edilmesi icin elde edilen
hiicre siispansiyonu %10 Fetal Bovine Serum, L-glutamin ve penisilin-streptomisin igeren

MEM (Minimum Essential Medium) besiyerine aktarilmistir.
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Hiicre siispansiyonu 800 g’de 5 dakika siireyle santrifiij edilerek hiicrelerin c¢okelmesi
saglanmig bu iglem sonrasi olusan hiicre pelletinin lizerindeki slipernatant uzaklastiriimigtir.
Hiicrelerin yogunluguna gore 2 ya da 3’e boliinmesine karar verilmistir. %1 L-glutamin, %1
Pen-Strep ve %10 FBS iceren MEM 20 ml falcon tiipiine eklenerek serolojik pipet ile homojen
hale gelinceye kadar pipetaj yapilmistir. Hiicre slispansiyonu 75 cm? T-flasklara esit hacimlerde
dagitilmis ve %90 konfluens diizeyine ulasincaya kadar diizenli araliklarla besiyeri degisimi

yapilmigtir. Hiicreler yeterli sayiya ulastiklarinda ¢alismalarda kullanilmistir.

Yeterli konfluens ve proliferasyon diizeyine ulasan hiicreler, ileri deneysel uygulamalarda
kullanilmak tizere siv1 azot kosullarinda stoklanmaistir. Hiicre dondurma isleminde T-flasklarda
pasajlanan hiicreler 800 xg’de 5 dakika santrifiij edilerek ¢Oktiiriilmiis ve siipernatant aspire
edilmistir. Stoklanacak kriyo tiip sayisina bagl olarak, her bir tiip icin 900 puL Fetal Bovine
Serum {izerine 100 uL DMSO eklenerek 1 mL’lik kriyoprezervasyon ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Hazirlanan hiicre stoklar1 hizli bir sekilde -80°C’de muhafaza altmma alinmis ve sonraki

kullanimlar i¢in saklanmustir.

Sekil 3.1. A549 Hiicre hattinin mikroskobik goriintiisii
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Tez calismasit kapsaminda dondurulmusg hiicreler ihtiya¢ olmasi durumunda yeniden kiiltiire
alimmigtir. Hiicreler kullanim 6ncesinde -80°C’den ¢ikarilarak ¢ozdiiriilmiis Aseptik kosullar
saglanarak falcon tiipiine transfer edilen hiicreler, 15 ml MEM igerisinde 800 xg’de 5 dakika
santrifiij edilerek DMSO’nun sitotoksik etkilerinden uzaklastirilmigtir. Hiicre c¢okeltisi
icerisine %1 L-glutamin, %1 Pen-Strep ve %10 FBS ihtiva eden 8 ml MEM eklenerek pipetaj
yapilmis, bu islemin ardindan elde edilen hiicre siispansiyonu 75 cm? T-flasklara aktarilmis ve

uygun inkiibasyon kosullarinda inkiibe edilmistir.

Hiicreler yeterli proliferasyon diizeyine ulastiktan sonra deneysel ¢aligmalarda uygulanmak
iizere, mevcut besiyerinin uzaklagtirilmasinin ardindan hiicrelerin T-flask yiizeyinden ayrilmasi

amaciyla 5 ml %0,25 Tripsin-%0,02 EDTA ¢dzeltisi uygulanmis 7 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda %10 FBS (Fetal Bovine Serum), %1 L-glutamin, %1 penisilin
streptomisin bulunan MEM (Minimum Essential Medium) steril falcon tiipii igerisine 10 ml
konulmus ve inkiibatorden ¢ikarilan tripsin-EDTA (%0.25 Tripsin,%0.02 EDTA) bulunan

hiicreler falcon tiipii icerisine serolojik pipet ile aktarilarak santrifiij yapilmistir.

Santrifiij islemini takiben olusan hiicre peleti 5 ml MEM ile siispanse edilmis, pipetaj yapilarak
homojen bir hiicre slispansiyonu hazirlanmis olup elde edilen siispansiyondan 10 pL alinarak
kontrollii bir sekilde thoma lamina aktarilmis ve Invert mikroskopta incelenerek hiicre sayimi
gergeklestirilmistir. Hiicre sayisi, sayim yapilan karede belirlenen hiicre sayisinin besiyeri

miktar1 ve 10* katsayis ile ¢arpilmasi yoluyla hesaplanmigtir.

21



Sekil 3.2. In vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda steril kosullar altinda hiicre ekimi ve
deneysel uygulama siirecinin gerceklestirilmesi

3.2.2 Sitotoksik Etki Arastirilmasi

BCL-2 inhibit6rii olan Navitoclax (ABT-263) vial igerisinde bulunan 10 mg’lik formuna 1,026
mL DMSO ilave edilerek ¢oziindiiriilmiis ve homojenizasyon amaciyla vortekslenmistir. 1 mg
miktarindaki HSP27 inhibit6rii J2 (Kat. No: PC-63191), 378 pL DMSO ile ¢oziindiiriilerek 0,01

M konsantrasyonda ana stok ¢ozeltisi hazirlanmistir.

3.2.3 Hiicre Canhlik testi

A549 (Akciger kanseri hiicre hatt1) ve HGF-1 (Human Gingival Fibroblast ) hiicreleri, her bir
kuyucukta 2 x 10* hiicre olacak bigimde yogunluklari ayarlanarak, 96 kuyucuklu hiicre
kiiltiirtine uygun (TC-treated) plakalara %1 L-glutamin, %1 penisilin streptomisin bulunan
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MEM (Minimum Essential Medium) bulunan besiyeri igerisinde 200 pL hacimde ekilmistir.
Ekimi yapilan hiicreler %5 CO: igeren nemlendirilmis kosullar altinda 37 °C sicaklikta 24 saat

siireyle inkiibe edilmistir.

Konsantrasyon ve zamana bagli olarak sitotoksik etkilerin incelenmesi amaciyla,
A549(Akciger kanseri hiicre hatti) ve HGF-1 (Human Gingival Fibroblast ) hiicre hatlarinda
BCL-2 ‘nin inhibit6rii olan Navitoclax ve HSP27°nin inhibitorii olan J2 molekiilii’niin bireysel,
kombine ve tersine kombine olacak sekilde konsantrasyon etkilerinin analiz edilmesi ile ilgili
bir ¢aligma yapilmistir. Navitoclax ve J2 molekiiliiniin konsantrasyona ve zamana bagl
degisimlerini incelemek tizere 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siirelerinde Navitoclax i¢in (40, 20,
10, 5, 2.5, 1.25, 0.625 uM), J2 molekiilii i¢in (10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125, 0.156 uM) gesitli
konsantrasyonlar ii¢lii tekrarlar seklinde 96 kuyucuklu TC-treated plaklar icerisinde
gergeklestirilmistir. Birinci plaka A549 hiicre hattina ait olup, Navitoclax, J2, Navitoclax—J2
kombinasyonu ve ters kombinasyon uygulamalarini igerecek sekilde tekrarli olarak
tasarlanmistir. Ikinci plaka ise HGF-1 hiicre hatt1 icin ayn1 deneysel diizeni yansitacak bigimde
hazirlanmigtir. Tanimlanan zaman araliklarinin sonunda, hiicre canliliginin tespit edilebilmesi
icin tim kuyucuklara 100 pL MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium
Bromide) eklenmis ve %5 CO: igeren nemlendirilmis kosullar altinda 37 °C sicaklikta 2,5 saat
inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda izopropanol ile hazirlanan
solvent kullanilarak formazan kristalleri ¢dziindiiriilmiis ve hiicre canliligi 570 nm’de ELISA

mikroplaka okuyucusu kullanilarak degerlendirilmistir.
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Tablo3.1. Navitoclax ve J2’nin uygulanan dogru orantili konsantrasyon araliklari

Konsantrasyon Navitoclax (uM) J2 (uM) Kombinasyon
1 40 10 40+ 10

2 20 5 20+5

3 10 2,5 10+2.5

4 5 1,25 5+1.25

5 2,5 0,625 2,5+ 0,625

6 1,25 0,3125 1,25 +0,3125

7 0,625 0,156 0,625 + 0,156

Dogru orantili kombinasyonlarin yani sira, ajanlarin farkli doz dagilimlarindaki etkilerini

degerlendirmek amaciyla ters orantili kombinasyonlar da hazirlanmis ve uygulanan

konsantrasyon araliklar1 Tablo 3.2’de sunulmustur.

Tablo 3.2. Navitoclax ve J2’nin uygulanan ters orantili konsantrasyon araliklar

Konsantrasyon Navitoclax (uM) J2 (uM) Kombinasyon
1 40 10 40 + 0,156

2 20 5 20 +0,3125

3 10 2,5 10 + 0,625

4 5 1,25 5+1,25

5 2,5 0,625 2,5+2,5

6 1,25 0,3125 1,25+5

7 0,625 0,156 0,625+ 10

Konsantrasyon ve zamana bagli deneysel verilerin hiicre canlilik analizi sonucunda elde edilen

ICso degerleri CompuSyn programi iizerinden hesaplanmistir. ICso degeri en iyi sinerjik etkiyi

24 saatlik siire igerisinde 2,5 uM konsantrasyonda gostermistir. Gergeklestirilen analiz

dogrultusunda, sonraki hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 bu veriler temel alinarak siirdiiriillmiistiir.
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3.2.4 RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

A549 ve HGF-1 hiicre hatlarinda, belirlenen konsantrasyon ve inkiibasyon siirelerinin ilgili
genlerin ekspresyon diizeyleri iizerindeki etkisini degerlendirmek amaciyla hiicrelerden total
RNA izolasyonu ger¢eklestirilmistir. Yiiriitiilen c¢aligma steril kabin igerisinde TC-treated
petrilerde kontroller de dahil olmak {izere her bir deney grubu igin petrilere 3 x 10° hiicre
ekilmis hiicrelerin yiizeye tutunmasi amaciyla uygun inkiibasyon kosullar1 altinda 24 saat
bekletilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda belirlenen konsantrasyonlarda faz 3 ¢alismalar
gergeklestirilen Navitoclax ile j2 molekiilii ve bunlarin kombinasyonu petrideki hiicrelere
uygulanmis ardindan hiicreler aym1 kosullar altinda inkiibasyona devam ettirilmistir.
Inkiibasyon siiresinin tamamlanmasinin ardindan hiicrelerden RNA saflastiriimasi, Thermo
Scientific RNA izolasyon kiti kullanilarak standart prosediirlere uygun olacak bi¢imde

gergeklestirilmistir.

e Petri kaplarinda kiiltive edilen hiicreler steril cell scraper ile buzun iizerinde yilizeyden
ayrilmig, besiyeri ile falcon tiiplerine transfer edilerek maksimum xg’de 10 dakika
boyunca santrifiij yapilarak hiicre peleti elde edilmistir.

e Siipernatant santrifiij islemi sonras1 aspire edilerek uzaklastirilmis ve hiicre sedimenti
PBS ile yikanarak eppendorf igerisine alinmistir.

e Eppendorf tiiplerine alinan numuneler 500 xg’ de 5 dakika santrifiij edilmis santrifiij
isleminin ardindan siipernatant atilarak 600 pL lizis tamponu ile 300 pL proteinaz K
eklenerek her numune vortekslenmis bir sekilde isleme devam edilmistir.

e Numuneler 14.000 xg’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant yeni bir tiipe
transfer edilmis, ardindan 360 pL saf etanol ilavesiyle 12.000 rpm’de yeniden santrifiij
edilmistir.

e Siipernatanttan 700 pL alinarak QIAshredder kolona aktarilmis ve 12.000 rpm’de 1
dakika santrifiij edilerek numunenin kolonda tutulmasi saglanmistir. Santrifiij ardindan
olusan siipernatant uzaklastirilmis, kalan silipernatanttan 600 pL alinarak ayni
kosullarda yeniden santrifiij edilerek siipernatant atilmistir.

e Her bir kolona 700 pL wash buffer eklenerek 1 dakika 12.000 rpm’ de santrifiij edilerek

siipernatant uzaklastirilmistir.
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e Her bir kolona 600 pL. wash buffer 2 eklenerek 1 dakika 12.000 rpm’de santrifiij
yapilarak siipernatant atilmigtir.

e Tiim kolonlar bos bir sekilde 1 dakika boyunca maksimum xg’de santrifiij edilmistir.

e Maksimum santrifiij isleminin ardindan eppendorf icerisine 100 pL niikleaz icermeyen

ultra safsu eklenilmis 12.000 rpm’de santrifiij yapilarak RNA elue edilmistir.

RNA saflastirma islemini takiben, gen ekspresyon analizlerinde kullanilmak iizere iScript
cDNA Synthesis kiti kullanilarak ters transkripsiyon yoluyla cDNA sentezi gerceklestirilmistir.
Elde edilen cDNA numuneleri, RT-qPCR analizlerinde kullanilmak iizere -80°C’de muhafaza

edilmistir.

Tablo 3.3. cDNA Sentezi i¢in Reaksiyon Icerigi

Dongii Ada Sicakhik Siire
Primer baglanmasi 25°C 5 dk
Ters transkripsiyon 46 °C 20 dk
RT inaktivasyonu 95 °C 1 dk

3.2.5 RNA ve ¢cDNA’min Spektrofotometrik Analizi

cDNA numunelerinin konsantrasyon ve saflik diizeyleri gen ekspresyon ve analizlerinin
giivenilirligi agisindan tespit edilmistir. cDNA numunelerinin konsantrasyon ve saflik tayini,
farkl dalga boylarinda 6l¢iilen absorbans degerleri esas alinarak yapilmis olup, 260 nm niikleik
asit miktarini, 280 nm protein kontaminasyonunu ve 320 nm ise niikleik asitlere ait olmayip
partikiillerin varhigin1 yansitmaktadir. Niikleik asit Orneklerinin konsantrasyon ve saflik
analizleri, ELISA mikroplate okuyucu cihazina entegre edilen Take3 mikro hacim plakasi

araciligryla belirlenmistir. Elde edilen degerlerin literatiirde kabul edilen araliklar icerisinde
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olmasi, drneklerin yiiksek saflikta oldugunu ve RT-qPCR gibi ileri molekiiler analizlerde

kullanilmaya uygun oldugunu gdstermistir.

Tablo 3.4. Niikleik Asit Saflik Degerlendirmesinde Kullanilan Oranlar

Niikleik asit A260/A280 Oram Degerlendirme

RNA >2.0 Yiiksek saflik

RNA <1.8 Protein kontaminasyonu
DNA ~ 1.8 Yiiksek saflik

DNA <1.7 Protein kontaminasyonu

3.2.6 RT-qPCR Yontemi ile Gen Ekspresyon Diizeylerinin Analizi

Tez ¢aligmas1 kapsaminda A549 ve HGF-1 hiicre hattinin ICs¢ degerinde navitoclax ve J2
molekiilleri i¢in ters orantili kombinasyonda 0,625 pM Navitoclax + 10 pM J2 dozunda,
konsantrasyonda gosterdigi belirlenmis bu faktdrler belirtilen hiicre hatlarinda kiiltiire alinarak
belirlenen konsantrasyonlarda RNA saflagtirmasi yapilmis ardindan ters transkripsiyonla
cDNA sentezlenmistir. Bu arastirmada hiicresel apoptotik siireclerin ve sinyal yolaklarinin
degerlendirilmesi amaciyla BAX, BCL2, CASP9, CTNNBI1 ve APAF-1 genlerinin ekspresyon
diizeyleri analiz edilmistir. RT-qPCR analizlerinde elde edilen verilerin normalize edilmesinde

referans gen olarak ACTB tercih edilmistir.

Primerlerin hedef DNA dizisine 6zgiil baglanmasi ve PCR’nin verimli ger¢eklegmesi igin temel
tasarim kurallarina uyulmustur. Primerlerin uzunlugu 18-25 baz ¢ifti olacak sekilde segilmis,
GC igeriginin %40 ile %60 arasinda olmasina 6zen gosterilmistir. Forward ve reverse erime
sicakliklariin birbirine yakin olmasi 6nem tasimakta olup, annealing sicakligi bu degerlere
gore optimize edilmistir. Diisiik annealing sicakliklarinda primerlerin non-spesifik baglanma

egilimi artarak hedef digi amplifikasyon iiriinlerinin olugsmasina sebep olurken, yiiksek

27



annealing sicakliklarinda primer—sablon etkilesiminin azalmasi amplifikasyon etkinligini
siirlamaktadir. Genellikle annealing sicakligi, primerlerin Tm degerinden 3—5°C daha diisiik

olacak bicimde secilmistir.

Reaksiyon veriminin diismemesi adma primerler arasinda primer-dimer yapilarinin
olusmamasina dikkat edilmis boylece yanlis iiriin olusmasinin 6niine gegilmistir. RT-qPCR
calismalarinda, amplicon uzunlugunun genellikle 100-300 baz cifti araliginda olmasinin
reaksiyon etkinligini arttirmistir. Primer dizileri, Homo sapiens’e ait gen sekanslar1 referans
alinarak NCBI GenBank veri tabanindan elde edilen bilgiler dogrultusunda olusturulmus ayrica

tez calismasinda kullanilan primerler Metabion firmasindan temin edilmistir

Tablo 3.5. Hedef genlere ait primer dizileri

Gen Forward Primer Reverse Primer Erisim
numarasi
BAX AGCAGATCATGAAGACAGGG GAAGTTGCCGTCAGAAAACA NM 138764
CASP-9 CTGTTCAGGCCCCATATGAT  CCACTGGGGTAAGGTTTTCT NM 001229.5
BCL2 TATCTGGGCCACAAGTGAAG  ATTCGACGTTTTGCCTGAAG NM 000657

CINNBI CTGAGGAGCAGCTTCAGTC CAGAGAAGGAGCTGTGGTAG NM_001098209.2
ACTB CACCATGGATGATGATATCGC GAATCCTTCTGACCCATGCC NM 001101
APAF1 TCTTCCAGTGTAAGGACAGT  AACCGTGTGCAAAGATTCTG NM 001160.3

Calismada kullanilan genler i¢in uygun annealing sicakliginin belirlenmesi amaciyla gradient
PCR yontemi uygulanmis, farkli sicaklik degerlerinde elde edilen amplifikasyon sonuglari
analiz edilerek en yiiksek Ozgiillik ve verimli sicaklik degeri belirlenmistir. Bu sicaklik
degerleri uygulanarak RT-qPCR degerlendirmesi yapilmistir. RT-qPCR analizinin sonucunda
BAX, BCL-2, ACTB primerlerinin annealing sicakligi 56°C, CAS9, APAF-1 ve CTNNBI i¢in
45°C belirlenmistir.
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Tablo 3.6. RT-qPCR sicaklik dongiisii

Dongii adx Sicaklik Siire Dongii sayisi
Baglangi¢ denatlirasyonu 95 °C 1 dk 1
Denatiirasyon 95 °C 20 sn -

Baglanma 45-50°C 30 sn 34

Uzama 72°C 45 sn -

Bekleme 4°C 0 10

3.2.7 Protein ekstraksiyonu

Calisma kapsaminda, belirtilen hiicre hatlarinda sinerjik etkinin en belirgin oldugu
konsantrasyonlarda BAX, BCL-2 ve CASP3 proteinlerinin miktarlar1 degerlendirilmistir. Steril
caligma ortaminda TC-treated petri kaplarina kontrol gruplan da dahil edilerek her bir deney
grubu i¢in 3 x 10° hiicre inokiilasyonu gergeklestirilmis; Hiicreler uygun inkiibasyon
kosullarinda inkiibe edildikten sonra belirlenen konsantrasyonda ilag uygulanmis 24 saatin

sonunda protein ekstraksiyonu belirtilen protokole uygun sekilde ger¢eklestirilmistir.

e TC-treated petri kaplarinda aseptik sartlar altinda steril cell scraper kullanilarak protein
biitiinliigliniin korunmasi i¢in buz iizerinde yiizeyden dikkatlice ayrilmis; ardindan elde
edilen hiicre siispansiyonu maksimum xg’de 10 dakika santrifiij yapilarak hiicre
sedimenti elde edilmistir.

e Santrifiij sonras1 {ist faz (siipernatant) uzaklastirilmig, hiicre ¢okeltisi PBS ile
yikandiktan sonra Eppendorf tiiplerine transfer edilmis ve 500 xg’de 5 dakika santrifiij

edilmigtir.
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e Santrifiij sonras1 PBS uzaklastirilmis ve hiicre pelletine 1000 uL. T-PER (Tissue Protein
Extraction Reagent) tamponu eklenmistir. Hiicre lizisinin etkin sekilde ger¢eklesmesi
amaciyla drnekler pipetaj yapilmis ardindan steril siringa ile 10 defa ¢ek-birak islemine
tabi tutulmustur.

e Lizis isleminin ardindan 6rnekler 14.000 xg’de 10 dakika santrifiij edilmis ve iist fazda
bulunan siipernatant kism1 toplam protein fraksiyonu olarak ayrilmistir.

e Flde edilen protein numuneleri Eppendorf tiiplerinde aliquetlenerek protein

analizlerinde kullanilmak iizere uygun kosullarda saklanmistir.

Sekil 3.3. In vitro hiicre kiiltiirii deneylerinde kullanilan kontrol ve ilag¢ uygulama gruplarinin
hazirlanmasi.

3.2.8 ELISA

Protein ekstraksiyonu sonrasinda elde edilen siipernatant fraksiyonlari, toplam protein
iceriginin belirlenmesi amaciyla Bradford protein tayini yontemiyle kantitatif olarak analiz
edilmis ardindan elde edilen sonuglara gore 6rnekler standardize edilerek Bax, Bcl-2 ve Casp-
3 protein diizeylerinin belirlenmesi amaciyla ELISA analizi uygulanmistir. Hazirlanan 6rnekler,
iiretici firma protokoliine uygun olarak Bax, Bcl-2 ve Casp-3’e 6zgii BT Lab firmasina ait

ELISA kitleri kullanilarak analiz edilmistir. Standartlar ve 6rnekler ilgili kuyucuklara ilave
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edilmis, inkiibasyon ve yikama basamaklari tamamlandiktan sonra substrat ¢ozeltisi ilave
edilmistir. Reaksiyon stop soliisyonu ile sonlandirilmis ve absorbans degerleri microplate
reader cihazi kullanilarak 450 nm dalga boyunda 6l¢iilmiistiir. Elde edilen OD degerleri standart
egri lizerinden degerlendirilerek protein diizeyleri belirlenmistir.

4. BULGULAR

4.1. Canhlik Testi

Navitoclax ve J2’nin ayr1 ayr1 kombinasyon ve tek basina uygulamasi, A549 ve HGF-1 hiicre
hatt1 {izerinde, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siiresi igerisinde MTT canlilik testi yapilarak
gergeklestirilmigtir. 570 nm’de absorbans elde edilen veriler ile “hiicre canlilik ylizdeleri”
hesaplanmis ve bu hesaplamalar sonucunda Sekil 4.1, Sekil 4.2 Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te yer
alan grafiklerdeki bulgular elde edilmistir.
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Sekil 4.1. A549 hiicre hattinda dogru orantili ve ters orantili Navitoclax—J2 kombinasyonlarinin
24 saatlik inkiibasyon sonrasinda hiicre canlilig1 iizerindeki etkileri
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Sekil 4.2. A549 hiicre hattinda dogru orantili ve ters orantili Navitoclax—J2 kombinasyonlarinin
48 saatlik inkiibasyon sonrasinda hiicre canlilig1 tizerindeki etkileri
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Sekil 4.3. HGF-1 hiicre hattinda dogru orantili ve ters orantili Navitoclax—J2
kombinasyonlarinin 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda hiicre canlilig1 iizerindeki etkileri
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Sekil 4.4. HGF-1 hiicre hattinda dogru orantili ve ters orantili Navitoclax—J2
kombinasyonlarinin 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda hiicre canlilig1 {izerindeki etkileri

4.2. Kombinasyonel Etki Degeri
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A549 ve HGF-1 hiicre hatlarina uygulanan Navitoclax, J2 ve bu ajanlarin kombinasyonlarina

ait 24. ve 48. saat absorbans degerleri kullanilarak CompuSyn programi ile kombinasyon etki

indeksi (CI) belirlenmistir (Bkz. Tablo 4.1, Bkz. Tablo 4.2, Bkz. Tablo 4.3, Bkz. Tablo 4.4)

Tablo 4.1. 24. Saat A549 hiicre hatt1 {izerine Navitoclax, J2 ve dogru orantili kombinasyon
uygulamasi sonucu hesaplanan CI degerleri

N+J2 (uM) CI Etki

40+ 10 0,239 Giiglii sinerjik etki

20+5 0,413 Sinerjik etki

10+2.5 3,057 Antagonistik etki

5+1.25 16,471 Cok giiclii antagonistik etki
2,5+ 0,625 4,249 Antagonistik etki

1,25 +0,3125 2,196 Antagonistik etki

0,625+ 0,156 0,359 Giglii sinerjik etki

& nav
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Sekil 4.5. A549 hiicre hattinda 24 saatlik Navitoclax, J2 ve kombinasyon tedavilerine ait doz-
etki egrileri temelinde kombinasyon indeks (CI) degerlerinin degerlendirilmesi
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Tablo 4.2. 48. Saat A549 hiicre hatt1 lizerine Navitoclax, J2 ve dogru orantili kombinasyon
uygulamasi sonucu hesaplanan CI degerleri

N+J2 (uM) CI Etki
40+ 10 0.487 Sinerjik etki
20+5 0.622 Sinerjik etki
10+2.5 1.237 Antagonistik etki
5+1.25 6.143 Antagonistik etki
2,5+ 0,625 3.848 Antagonistik etki
1,25 +0,3125 1.191 Antagonistik etki
0,625 + 0,156 0.381 Giclii sinerjik etki
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Sekil 4.6. A549 hiicre hattinda 48 saatlik Navitoclax, J2 ve kombinasyon tedavilerine ait doz-
etki egrileri temelinde kombinasyon indeks (CI) degerlerinin degerlendirilmesi
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Tablo 4.3. 24. Saat HGF-1 hiicre hatt1 lizerine Navitoclax, J2 ve dogru orantili kombinasyon
uygulamasi sonucu hesaplanan CI degerleri

N+J2 (uM) CI Etki
40+ 10 0.058 Cok giiclii sinerjik etki
20+5 0.285 Giglii sinerjik etki
10+2.5 0.569 Sinerjik etki
5+1.25 2.499 Antagonistik etki
2,5+ 0,625 3.528 Antagonistik etki
1,25+ 0,3125 0.713 Sinerjik etki
0,625+0,156 0.492 Giclii sinerjik etki
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Sekil 4.7. HGF-1 hiicre hattinda 24 saatlik Navitoclax, J2 ve kombinasyon tedavilerine ait doz-
etki egrileri temelinde kombinasyon indeks (CI) degerlerinin degerlendirilmesi
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Tablo 4.4. 48. Saat HGF-1 hiicre hatt1 izerine Navitoclax, J2 ve dogru orantili kombinasyon
uygulamasi sonucu hesaplanan CI degerleri

N+J2 (uM) CI Etki

40+ 10 0.050 Cok giiclii sinerjik etki
20+5 0,308 Sinerjik etki

10+2.5 0.224 Giglii sinerjik etki

5+1.25 40,56 Cok giiclii antagonistik etki
2,5+ 0,625 48.80 Cok giiclii antagonistik etki
1,25 +0,3125 6.223 Antagonistik etki

0,625 + 0,156 39.16 Cok giiclii antagonistik etki
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Sekil 4.8. HGF-1 hiicre hattinda 48 saatlik Navitoclax, J2 ve kombinasyon tedavilerine ait doz-
etki egrileri temelinde kombinasyon indeks (CI) degerlerinin degerlendirilmesi
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4.3 Kombinasyon uygulamalariin yanit yiizey yontemi analizi

A549 ve HGF-1 hiicre hatlarinda Navitoclax ve J2’nin dogru orantili ve ters orantil
kombinasyon uygulamalarina baglh hiicre canlilig1 degisimleri, 24 ve 48 saatlik inkiibasyon
stirelerinde response surface methodology (YY) ile degerlendirilmistir. Olusturulan quadratic
response surface modelleri ile doz seviyesi ve inkiibasyon siiresinin hiicre canlilig1 iizerindeki
etkileri analiz edilmis olup, elde edilen response surface ve contour plot grafikleri Sekil 4.9,

Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15 ve Sekil 4.16°da

gosterilmistir.
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Sekil 4.9. A549 hiicre hattinda Navitoclax ve J2’nin dogru orantili kombinasyonlarinin 24
saatlik uygulamalarina ait response surface grafigi. Doz seviyesi ve inkiibasyon siiresine bagl
hiicre canlilig1 degisimleri gosterilmistir.
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Sekil 4.10. A549 hiicre hattinda Navitoclax ve J2’nin ters orantili kombinasyonlarinin 24
saatlik uygulamalarma ait response surface grafigi. Doz seviyesi ve inkiibasyon siiresine bagli

hiicre canlilig1 degisimleri gdsterilmistir.
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Sekil 4.11. A549 hiicre hattinda Navitoclax ve J2’nin dogru orantili kombinasyonlarmin 48
saatlik uygulamalarina ait response surface grafigi. Doz seviyesi ve inkiibasyon siiresine bagh
hiicre canlilig1 degisimleri
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Sekil 4.12. A549 hiicre hattinda Navitoclax ve J2’nin ters orantili kombinasyonlarmin 48
saatlik uygulamalarina ait response surface grafigi. Doz seviyesi ve inkiibasyon siiresine bagh
hiicre canlilig1 degisimleri gosterilmistir.
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Sekil 4.13. HGF-1 hiicre hattinda Navitoclax ve J2’nin dogru orantili kombinasyonlarinin 24
saatlik uygulamalarina ait response surface grafigi. Doz seviyesi ve inkiibasyon siiresine bagli
hiicre canlilig1 degisimleri gosterilmistir.

ou

120 - 50
100
40
> 80+
3
(1] 4
£ 60- 30
8 40-
{20
20
0.
0 10
0

Navitoclax (uM)

Sekil 4.14. HGF-1 hiicre hattinda Navitoclax ve J2’nin ters orantili kombinasyonlarinin 24
saatlik uygulamalarina ait response surface grafigi. Doz seviyesi ve inkiibasyon siiresine bagl
hiicre canlilig1 degisimleri gosterilmistir.
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Sekil 4.15. HGF-1 hiicre hattinda Navitoclax ve J2’nin dogru orantili kombinasyonlarinin 48
saatlik uygulamalarina ait response surface grafigi. Doz seviyesi ve inkiibasyon siiresine bagl
hiicre canlilig1 degisimleri gosterilmistir.
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Sekil 4.16. HGF-1 hiicre hattinda Navitoclax ve J2’nin ters orantili kombinasyonlarmin 48
saatlik uygulamalarina ait response surface grafigi. Doz seviyesi ve inkiibasyon siiresine bagli

hiicre canlilig1 degisimleri gdsterilmistir.
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Sekil 4.17. A549 hiicre hattinda Navitoclax ve J2 nin dogru orantili kombinasyonlarinin 24 ve
48 saatlik uygulamalarina ait contour plot grafigi. Doz seviyesi ve inkiibasyon siiresine bagli
hiicre canlilig1 degisimleri gdsterilmistir.
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Sekil 4.18. A549 hiicre hattinda 24 saatlik dogru orantili kombinasyon doz seviyelerine bagl
hiicre canlilig1 degisimini gésteren quadratic dose-response egrisi
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Sekil 4.19. A549 hiicre hattinda 48 saatlik dogru orantili kombinasyon doz seviyelerine bagl
hiicre canlilig1 degisimini gdsteren quadratic dose-response egrisi
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Sekil 4.20. A549 hiicre hattinda Navitoclax ve J2’nin ters orantili kombinasyonlarinin 24 ve 48
saatlik uygulamalarina ait contour plot grafigi. Doz seviyesi ve inkiibasyon siiresine bagli hiicre
canlilig1 degisimleri gosterilmistir

42



Time (h)

Dose Level

Sekil 4.21. HGF-1 hiicre hattinda Navitoclax ve J2’nin dogru orantili kombinasyonlarinin 24
ve 48 saatlik uygulamalarina ait contour plot grafigi. Doz seviyesi ve inkiibasyon siiresine bagl
hiicre canlilig1 degisimleri gosterilmistir.
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Sekil 4.22. HGF-1 hiicre hattinda 48 saatlik dogru orantili kombinasyon doz seviyelerine bagl
hiicre canlilig1 degisimini gosteren quadratic dose-response egrisi
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Sekil 4.23. HGF-1 hiicre hattinda 24 saatlik dogru orantili kombinasyon doz seviyelerine bagl
hiicre canlilig1 degisimini gdsteren quadratic dose-response egrisi
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Sekil 4.24. HGF-1 hiicre hattinda Navitoclax ve J2’nin ters orantili kombinasyonlarinin 24 ve

48 saatlik uygulamalarina ait contour plot grafigi. Doz seviyesi ve inkiibasyon siiresine baglh
hiicre canlilig1 degisimleri gdsterilmistir.
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Sekil 4.25. A549 hiicre hattinda 24 ve 48 saatlik dogru orantili Navitoclax—J2

kombinasyonunun Bliss sinerji analizi
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Sekil 4.26. A549 hiicre hattinda 24 ve 48 saatlik ters orantili Navitoclax—J2 kombinasyonunun

Bliss sinerji analizi
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4.4 Gen ifade diizeyleri

Calismada en yiiksek sinerjik etkiye sahip CI degerinin elde edildigi A549 ve HGF-1 hiicre
hattinda BAX, BCL2, CASP9, CTNNBI1 ve APAF-1 gen ifade diizeyleri analiz edilmistir.
Referans gen olarak ACTB (f-aktin) kullanilmistir. Elde edilen bulgulara ait grafikler Sekil 4.29,
Sekil 4.30, Sekil 4.31, Sekil 4.32 ve Sekil 4.33’te verilmistir.

20 4

0,

0,

2-AACt
5 S 2 5
(
K y [
.
/
/
_
[
e _

)\ \ 8 \
‘_\\ \\ P \\C‘ \*7
& 4\ SO\ QN
TS & ka %‘\.;\? & \4\;\5
< % ,e.

Sekil 4.29. Navitoclax, J2 ve kombinasyon uygulamalarinin A549 ve HGF-1 hiicre hatlarinda
BCL-2 gen ifadesi lizerindeki etkileri
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Sekil 4.30. Navitoclax, J2 ve kombinasyon uygulamalarinin A549 ve HGF-1 hiicre hatlarinda
BAX gen ifadesi iizerindeki etkileri
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Sekil 4.31. Navitoclax, J2 ve kombinasyon uygulamalarinin A549 ve HGF-1 hiicre hatlarinda
APAF-1 gen ifadesi iizerindeki etkileri
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Sekil 4.32. Navitoclax, J2 ve kombinasyon uygulamalarinin A549 ve HGF-1 hiicre hatlarinda
CTNNBI gen ifadesi iizerindeki etkileri
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Sekil 4.33. Navitoclax, J2 ve kombinasyon uygulamalarinin A549 ve HGF-1 hiicre hatlarinda
CASP-9 gen ifadesi iizerindeki etkileri

4.5 Protein seviyeleri
Calismada en giiclii sinerjik CI degerinin elde edildigi A549 ve HGF-1 hiicre hattinda Casp-3,
Bcl-2 ve Bax protein diizeylerine olan etkiler belirlenmistir. Elde edilen sonuglara ait grafikler

Sekil 4.34, Sekil 4.35 ve Sekil 4.36’da sunulmustur.
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Sekil 4.34. Navitoclax, J2 ve kombinasyon uygulamalarinin A549 ve HGF-1 hiicre hatlarinda
bax protein miktar iizerindeki etkileri
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Sekil 4.35. Navitoclax, J2 ve kombinasyon uygulamalarinin A549 ve HGF-1 hiicre hatlarinda
cas3 protein miktari lizerindeki etkileri
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Sekil 4.36. Navitoclax, J2 ve kombinasyon uygulamalarinin A549 ve HGF-1 hiicre hatlarinda
bcl2 protein miktari iizerindeki etkileri
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Tablo 4.5. A549 hiicre hattinda Bax, Casp-3 ve Bcl2 protein seviyeleri

Bax Casp-3 Bcl-2
(ng/mg) (ng/mg) (U/mg)
Kontrol 2.4 0,2 19,5
Navitoclax 4.5 0,417 27
12 4,2 0,410 21,5
Dogru orantili kombinasyon 5,6 0,6 32,1

A549 hiicre hattinda belirlenen protein diizeylerinin ardindan, uygulamalarin saglikli hiicreler
iizerindeki etkisini karsilagtirmak amaciyla HGF-1 hiicre hattina ait Bax, Casp-3 ve Bcl-2

protein seviyeleri de degerlendirilmis ve sonuglar Tablo 4.6’da sunulmustur.

Tablo 4.6. HGF-1 hiicre hattinda Bax, Casp-3 ve Bcl-2 protein seviyeleri

Bax Casp-3 Bcl-2

(ng/mg) (ng/mg) (U/mg)
Kontrol 6,7 0,65 27,5
Navitoclax 5.9 0,54 34,2
12 5,7 0,59 25,6
Dogru orantili kombinasyon 5.2 0,62 32,7
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5. SONUC ve TARTISMA

Tez calismasi kapsaminda BCL-2 inhibitérii Navitoclax ile HSP27 inhibitorii olan J2
molekiiliiniin, kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri modeli olarak kullanilan A549 hiicre hatt1 ve
saglikli fibroblast hiicre hatti olan HGF-1 hiicreleri lizerindeki doz-zaman iligkili etkileri ortaya
konulmustur. Ayrica Navitoclax ve J2 kombinasyonunun hiicresel etkileri de

degerlendirilmistir.

MTT analizi kapsaminda elde edilen hiicre canlilig1 sonuglari, 24. ve 48. saat olmak {izere iki
farkli zaman noktasinda degerlendirilmistir. Bu degerlendirme, Navitoclax ve J2’nin dogru
orantil1 ve ters orantili kombinasyon uygulamalari izerinden ayr1 ayr1 yapilmistir. MTT analizi,
belirli konsantrasyon noktalarinda hiicre canliligina iliskin dogrudan 6l¢iim verileri sunarken;
YYY analizi, bu doz-yanit iligkisinin daha genis ve siirekli bir ylizey {lizerinde incelenmesine
olanak saglamistir. Bu nedenle YYY, MTT ile elde edilen noktasal verilerin desteklenmesi ve
uygulanmayan ara konsantrasyonlardaki olasi hiicresel yanitlarin tahmin edilmesi amaciyla
kullanilmustir. ilaglar arasindaki etkilesim karakterinin degerlendirilmesinde ise Bliss analizi

esas alimmugtir,

24 saatlik dogru orantili kombinasyon uygulamasinda A549 hiicrelerinde, hiicre canliliginda en
belirgin azalma 40 pM Navitoclax + 10 pM J2 kombinasyonunda gozlenmis ve bu
konsantrasyonda hiicre canlilig1 %12,88 olarak belirlenmistir. Bunu sirastyla 20 uM Navitoclax
+ 5 puM J2 kombinasyonunda %23,77 ve 10 uM Navitoclax + 2,5 uM J2
kombinasyonunda %71,08 hiicre canlilig1 degerleri izlemistir. Ayrica 0,625 uM Navitoclax +

0,156 uM J2 kombinasyonunda hiicre canlilig1 %85,84 olarak saptanmuistir.

24 saatlik ters orantili kombinasyon uygulamasinda ise en diisiik hiicre canliligi 40 pM
Navitoclax + 0,156 uM J2 kombinasyonunda %22,44 olarak tespit edilmistir. Bu degeri 20 pM
Navitoclax + 0,3125 uM J2 kombinasyonunda %39,08 ve 0,625 uM Navitoclax + 10 uM J2
kombinasyonunda %58,98 hiicre canlilig1 oranlari takip etmistir. Ayrica 5 uM Navitoclax +

1,25 uM J2 kombinasyonunda hiicre canlilig1 %82,75 olarak belirlenmistir.

48 saatlik dogru orantili kombinasyon uygulamasinda A549 hiicrelerinde, 24 saate kiyasla
hiicre canliligindaki azalmanin daha belirgin hale geldigi gortilmistiir. Bu grupta en diisiik
hiicre canliligi 40 uM Navitoclax + 10 uM J2 kombinasyonunda %38,7 olarak belirlenmistir.
Bunu sirastyla 20 uM Navitoclax + 5 uM J2 kombinasyonunda %18,9 ve 10 uM Navitoclax +
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2,5 uM J2 kombinasyonunda %46,4 hiicre canlilig1 degerleri izlemistir. Ayrica 0,625 uM

Navitoclax + 0,156 uM J2 kombinasyonunda hiicre canlilig1 %81,3 olarak saptanmustir.

48 saatlik ters orantilt kombinasyon uygulamasinda A549 hiicrelerinde en diisiik hiicre canlilig
40 uM Navitoclax + 0,156 uM J2 kombinasyonunda %28,2 olarak belirlenmistir. Bu degeri 20
UM Navitoclax + 0,3125 uM J2 kombinasyonunda %43,6, 0,625 uM Navitoclax + 10 uM J2
kombinasyonunda %53,6 ve 10 uM Navitoclax + 0,625 uM J2 kombinasyonunda %64,1 hiicre

canlilig1 oranlan takip etmistir.

24 saatlik dogru orantili kombinasyon uygulamasinda HGF-1 hiicrelerinde en diisiik hiicre
canliligt 40 pM Navitoclax + 10 pM J2 kombinasyonunda goézlenmis ve bu dozda hiicre
canliligt %14,2 olarak belirlenmistir. Bunu swrasiyla 20 uM Navitoclax + 5 uM J2
kombinasyonunda %?23,09 ve 10 uM Navitoclax + 2,5 uM J2 kombinasyonunda %#45,5 hiicre
canlilig1 degerleri izlemistir. Daha diisiik doz kombinasyonlarinda ise hiicre canliliginin daha
yiksek diizeylerde korundugu goriilmiis; 5 uM  Navitoclax + 1,25 uM ]2
kombinasyonunda %89,5, 2,5 uM Navitoclax + 0,625 uM J2 kombinasyonunda ise %98,9

hiicre canlilig1 saptanmustir.

24 saatlik ters orantili kombinasyon uygulamasinda HGF-1 hiicrelerinde en diisiik canlilik
degeri 40 uM Navitoclax + 0,156 uM J2 kombinasyonunda %40,96 olarak tespit edilmistir. Bu
degeri 20 uM Navitoclax + 0,3125 uM J2 kombinasyonunda %51,24 hiicre canlilig1 takip
etmistir. Buna karsilk 10 pM Navitoclax + 0,625 puM J2 kombinasyonunda hiicre
canliligr %90,38, 1,25 pM Navitoclax + 5 pM J2 kombinasyonunda %86,03 ve 0,625 uM
Navitoclax + 10 uM J2 kombinasyonunda %83,42 olarak belirlenmistir.

48 saatlik dogru orantili kombinasyon uygulamasinda HGF-1 hiicrelerinde en diisiik hiicre
canlilig1 40 uM Navitoclax + 10 uM J2 kombinasyonunda %7,07 olarak belirlenmistir. Bunu
strastyla 20 uM Navitoclax + 5 uM J2 kombinasyonunda %8,15, 10 pM Navitoclax + 2,5 uM
J2 kombinasyonunda %15,2 ve 1,25 uM Navitoclax + 0,3125 uM J2 kombinasyonunda %52,03

hiicre canlilig1 degerleri izlemistir.

48 saatlik ters orantili kombinasyon uygulamasinda HGF-1 hiicrelerinde en diisiik hiicre

canlilig1 40 pM Navitoclax + 0,156 pM J2 kombinasyonunda %17,5 olarak saptanmistir. Bunu
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1,25 uM Navitoclax + 5 uM J2 kombinasyonunda %28,7, 20 uM Navitoclax + 0,3125 uM J2
kombinasyonunda %41 ve 5 uM Navitoclax + 1,25 uM J2 kombinasyonunda %53,8 hiicre

canlilig1 degerleri takip etmistir.

Kombinasyon etkisinin degerlendirilmesinde CompuSyn programi kullanilmistir. CompuSyn
analizi, Chou-Talalay yaklasimina dayali olarak kombinasyon indeksini hesaplayan ve
ozellikle sabit doz oranina sahip kombinasyonlarda ila¢ etkilesimini degerlendirmeye olanak
saglayan bir yontemdir. Bu nedenle c¢alismada CompuSyn analizi, dogru orantil
kombinasyonlarin yorumlanmasinda kullanilmistir. Bu kapsamda CompuSyn analizi ile
Navitoclax ve J2 kombinasyonlarmin etkilesim karakteri CI degerleri iizerinden
degerlendirilmistir. CI degerinin 1’in altinda olmasi sinerjistik etkiyi, 1’e yakin olmas1 additif
etkiyi, 1’in ilizerinde olmasi ise antagonistik etkiyi gostermektedir. Bu kapsamda, her
kombinasyon grubunda en diisiik CI degerleri dikkate almarak sinerjistik etki diizeyi

yorumlanmugtir.

A549 hiicre hattinda 24 saatlik dogru orantili kombinasyon uygulamasinda en diisiik CI degeri
40 uM Navitoclax + 10 uM J2 kombinasyonunda belirlenmis olup CI degeri 0,239 olarak
hesaplanmistir. Bu deger giiclii sinerjistik etkiyi gostermektedir. Bunu sirasiyla 0,625 uM
Navitoclax + 0,156 uM J2 kombinasyonu 0,359 CI degeri ile ve 20 uM Navitoclax + 5 uM J2
kombinasyonu 0,413 CI degeri ile takip etmistir. 48 saatlik dogru orantili kombinasyon
uygulamasinda ise en diisiik CI degeri 0,625 uM Navitoclax + 0,156 uM J2 kombinasyonunda
0,381 olarak belirlenmis ve giiclii sinerjistik etki olarak degerlendirilmistir. Bunu 40 pM
Navitoclax + 10 uM J2 kombinasyonu 0,487 CI degeri ile ve 20 uM Navitoclax + 5 uM J2

kombinasyonu 0,622 CI degeri ile izlemistir.

HGF-1 saglikl1 hiicre hattinda 24 saatlik dogru orantili kombinasyon uygulamasinda en diisiik
CI degeri 40 uM Navitoclax + 10 pM J2 kombinasyonunda 0,058 olarak hesaplanmis ve ¢ok
giiclii sinerjistik etki olarak degerlendirilmistir. Bunu 20 pM Navitoclax + 5 puM J2
kombinasyonu 0,285 CI degeri ile ve 0,625 uM Navitoclax + 0,156 pM J2 kombinasyonu 0,492
CI degeri ile takip etmistir. 48 saatlik dogru orantili kombinasyon uygulamasinda en diisiik CI
degeri 40 uM Navitoclax + 10 uM J2 kombinasyonunda 0,050 olarak belirlenmis ve ¢cok giiclii
sinerjistik etki olarak degerlendirilmistir. Bunu 10 uM Navitoclax + 2,5 uM J2 kombinasyonu
0,224 CI degeri ile takip etmistir. Tabloda 20 uM Navitoclax + 5 uM J2 kombinasyonu igin

verilen CI degeri kontrol edilmelidir; deger 0,308 ise bu kombinasyon da sinerjistik etki
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gosteren tigilincii en diisiik CI degeri olarak degerlendirilebilir. Buna gére HGF-1 hiicrelerinde
48 saatlik dogru orantili kombinasyonlarda sinerjistik etkinin 6zellikle yiiksek ve orta doz

kombinasyonlarinda belirginlestigi goriilmektedir.

Bliss analizi, MTT ile belirlenen hiicre canliligi azalmasinin yalnizca sitotoksik etkiye bagl
olup olmadiginmi degil, iki ajanin birlikte kullaniminda beklenen bagimsiz etkinin {izerinde bir
yanit olusup olusmadigini degerlendirmek amaciyla kullanilmistir. Bu nedenle Bliss sonuglart,
MTT verileriyle birlikte yorumlanmais; sinerjik ve antagonistik etki gosteren kombinasyonlar
doz oranlar1 ve hiicre hattina bagli yanit farkliliklar1 dikkate alinarak degerlendirilmistir. Bliss
analizi, her bir kombinasyon noktasim1 kendi icinde degerlendirerek iki ajanin birlikte
olusturdugu etkinin beklenen bagimsiz yanittan sapip sapmadigini gostermesi agisindan bu
calisma icin tamamlayici bir yaklasim saglamistir. Ozellikle ters orantili kombinasyonlarda doz
orani sabit olmadigi i¢in Bliss analizi, her doz ¢iftinin ayr1 ayr1 yorumlanmasina olanak tanimis
ve bu yoniiyle CompuSyn analizinin smirli kaldigi noktayr desteklemistir. Bu yaklasim
sayesinde, MTT analizinde diisiik hiicre canlilig1 olusturan her kombinasyonun gergek anlamda
sinerjistik kabul edilemeyecegi; baz1 yiiksek doz kombinasyonlarinda gozlenen etkinin daha

cok doz kaynakli sitotoksisiteyle iligkili olabilecegi goriilmiistiir.

A549 hiicre hattinda bliss analizi dogrultusunda 24 saatlik dogru orantili kombinasyon
uygulamasinda en belirgin sinerjistik etki yaklasitk 10 uM Navitoclax + 2,5 pM J2
kombinasyonunda gozlenmis olup, bunu 0,625 uM Navitoclax + 0,156 uM J2 ve 20 uM
Navitoclax + 5 pM J2 kombinasyonlari izlemistir. Buna karsilik 40 uM Navitoclax + 10 uM J2
kombinasyonunda CompuSyn analizinin sinerjistik etki gdstermesine ragmen Bliss analizinde
aynt yonde bir yamitin desteklenmemesi, bu dozda MTT ile gozlenen belirgin canlilik
azalmasinin gergek bir kombinasyon avantajindan ziyade yiiksek konsantrasyon kaynakli
sitotoksisiteyle iliskili olabilecegini diisiindiirmektedir. Benzer sekilde 10 uM Navitoclax + 2,5
uM J2 kombinasyonunun Bliss analizinde sinerjik yonde degerlendirilmesine karsin
CompuSyn analizinde ayni diizeyde desteklenmemesi, bu dozda bagimsiz etki beklentisine gore
bir artis olsa da sabit doz-oran modelinde gii¢lii bir kombinasyon indeksi olusmadigini
gostermektedir. 24 saatlik ters orantili kombinasyon uygulamasinda ise sinerjistik etkinin
ozellikle diisik Navitoclax ve yiiksek J2 iceren dozlarda belirginlestigi gorilmistiir. Bu
kapsamda 0,625 uM Navitoclax + 10 uM J2 kombinasyonu en dikkat ¢ekici sinerjistik yanit
olusturmusgtur. Ayrica 5 uM Navitoclax + 1,25 uM J2, 2,5 uM Navitoclax + 2,5 uM J2 ve 1,25
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UM Navitoclax + 5 uM J2 kombinasyonlar1 da sinerjistik etki gdstermistir. Buna karsilik yiiksek

Navitoclax ve diisiik J2 iceren ilk dozlarda antagonistik etki izlenmistir.

A549 hiicrelerinde 48 saatlik dogru orantili kombinasyon uygulamasinda ise CompuSyn ve
Bliss sonuglart arasindaki uyumun 24 saate kiyasla daha sinirli oldugu goriilmiistiir. CompuSyn
analizinde 0,625 uM Navitoclax + 0,156 pM J2, 40 uM Navitoclax + 10 uM J2 ve 20 uM
Navitoclax + 5 uM J2 kombinasyonlarinda CI degerlerinin 1’in altinda bulunmasi, bu dozlarin
sabit doz-oran modeli agisindan sinerjistik etki olusturdugunu gostermektedir. Ancak Bliss
analizinde sinerjik yanitin daha ¢ok 10 uM Navitoclax + 2,5 uM J2 ve 1,25 uM Navitoclax +
0,3125 pM J2 kombinasyonlarinda belirginlesmesi, 48 saatlik uygulamada bagimsiz etki
beklentisine goére oOne ¢ikan dozlarin CompuSyn ile belirlenen dozlarla tam olarak
ortiismedigini ortaya koymaktadir. Ozellikle MTT analizinde hiicre canliligin1 en fazla azaltan
yiiksek doz kombinasyonlariin Bliss analizinde belirgin sinerjik yanit olusturmamasi, bu
etkinin sinerjistik etkilesimden ¢ok doz ve siireye bagli sitotoksik baskilanma ile iligkili
olabilecegini diisiindiirmektedir. A549 hiicre hattinda 48 saatlik ters orantili kombinasyon
uygulamasinda da benzer bir egilim goézlenmistir. Yiikksek Navitoclax ve diisiik J2 igeren
kombinasyonlarda antagonistik etki baskinken, J2 konsantrasyonunun yiikseldigi ve Navitoclax
konsantrasyonunun azaldig1 dozlarda sinerjistik etki ortaya ¢ikmustir. Ozellikle 0,625 uM

Navitoclax + 10 pM J2 kombinasyonu 48 saatlik uygulamada da sinerjistik etki gostermistir.

HGF-1 hiicre hattinda 24 saatlik ters orantili kombinasyon uygulamasinda, A549 hiicrelerinde
en belirgin sinerjik etki gosteren 0,625 pM Navitoclax + 10 uM J2 kombinasyonunun HGF-1
hiicrelerinde sinerjistik bir yanit olusturmamasi énemlidir. Bu dozda HGF-1 hiicre canliliginin
daha yiiksek diizeyde korunmasi kombinasyonun kanser hiicresine kars1 daha segici bir
antiproliferatif etki gosterebilecegini diisiindiirmektedir. 48 saatlik ters orantili kombinasyon
uygulamasinda ise genel olarak antagonistik etkinin daha baskin oldugu goriilmiistiir. A549
hiicrelerinde sinerjistik yanit olusturan bazi ters orantili dozlarin HGF-1 hiicrelerinde
antagonistik yonde etki gostermesi, ilag etkilesiminin hiicre hattina bagli olarak degistigini

gostermektedir.

YYY analizi dogrultusunda dogru orantili kombinasyon uygulamasi degerlendirildiginde,
hiicre canlilig1 iizerindeki degisimin agirlikli olarak Navitoclax konsantrasyonuna bagli olarak
sekillendigi goriilmiistiir. Bu kombinasyon diizeninde J2 konsantrasyonunun Navitoclax ile

birlikte azalmasi veya artmasi, hiicre canlilig izerinde bagimsiz ve belirgin bir etki olusturacak
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diizeyde ayirt edilememistir. Ozellikle doz-yanit yiizeyinde canlihk azalmasinin yiiksek
Navitoclax konsantrasyonlarmin bulundugu bdlgelerde yogunlagsmasi, dogru orantilt
kombinasyonlarda antiproliferatif etkinin temel belirleyicisinin Navitoclax oldugunu
diistindiirmektedir. Bu nedenle J2’nin dogru orantili kombinasyon i¢indeki katkisi sinirl

diizeyde degerlendirilmistir.

A549 hiicre hattinda Navitoclax ve J2’nin dogru orantili kombinasyonlarina ait YY'Y contour
plot grafigi degerlendirildiginde, en diisiik hiicre canliliginin doz seviyesi 1’e karsilik gelen 40
uM Navitoclax + 10 uM J2 kombinasyonunda ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Grafikte en yogun
diisiik canlilik bolgesi yaklasik 47. saat civarinda belirginlesmekte olup, bu zaman noktasinda
hiicre 6liimiiniin en yiiksek diizeye ulastig1 degerlendirilebilir. Ters orantil1 YY'Y analizine gore
en diisiik hiicre canliligi, yaklagik 24-25. saat araliginda ve 40 uM Navitoclax + 0,156 uM J2
kombinasyonuna karsilik gelen 1. doz seviyesinde gozlenmistir. Grafikte diisiik canlilik
bolgesinin bu alanda yogunlagmasi, etkinin 6zellikle yiiksek Navitoclax konsantrasyonu ile
iligkili oldugunu gostermektedir. J2 nin yiiksek oldugu diisiik Navitoclax dozlarinda ise hiicre

canlilig1 tizerindeki baskilayici etkinin daha sinirli kaldigr goriilmektedir.

HGF-1 hiicre hattinda dogru orantili YY'Y analizine gore en diisiik hiicre canliligi, yaklasik 45.
saat araliginda ve 40 uM Navitoclax + 10 uM J2 kombinasyonuna karsilik gelen 1. doz
seviyesinde goriilmektedir. Grafikte canliligin diisiik oldugu alanin yiiksek doz bolgesinde
yogunlagmasi, dogru orantili kombinasyonda HGF-1 saglikli hiicrelerinin de 6zellikle yiiksek

Navitoclax + yiiksek J2 dozlarinda etkilendigini gostermistir.

HGF-1 hiicre hattinda ters orantil1 YY'Y analizine gore en diisiik hiicre canliligi, yaklagik 47—
48. saat araliginda ve 40 pM Navitoclax + 0,156 pM J2 kombinasyonuna karsilik gelen 1. doz
seviyesinde goriilmektedir. Buna karsilik saglikli hiicre canliligmin en iyi korundugu bdlge
yaklagik 24-26. saat araliginda, 2,5 uM Navitoclax + 2,5 uM J2 ile 1,25 pM Navitoclax + 5
uM J2 doz seviyeleri arasinda yogunlagsmaktadir. Bu durum, ters orantili kombinasyonda HGF-
1 hiicrelerinin yliksek Navitoclax iceren dozlarda daha fazla etkilendigini, Navitoclax azaldikca

saglikli hiicre canliliginin daha iyi korundugunu gostermektedir.

Navitoclax + J2 kombinasyonu sonrasinda BCL2 gen ifade diizeyi A549 hiicrelerinde negatif
kontrole gore yaklasik %65 oraninda azalmistir. Bu azalma, kombinasyon uygulamasinin A549

kanser hiicrelerinde anti-apoptotik BCL2 yamtim baskilayarak apoptotik siireci
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destekleyebilecegini diisiindiirmektedir. Buna karsilik HGF-1 hiicrelerinde BCL2 gen ifade
diizeyi yaklagik %80 oraninda artmistir. A549 hiicre hattinda BCL-2 ekspresyon diizeylerinde
gozlenen baskilanma, Navitoclax ve J2 uygulamalarmin anti-apoptotik mekanizmalari
baskiladigini gostermektedir. BCL-2 ailesi proteinlerinin mitokondri aracili apoptozda sitokrom
¢ salmimii diizenledigi bilinmekte olup, BCL-2 diizeyindeki azalmanin BAX/BAK aracili
apoptotik sinyali kolaylastirabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle kombinasyon grubunda
belirlenen diisiikk BCL-2 seviyeleri, intrinsik apoptotik yolun aktivasyonu ile iligkili olabilecegi
ortaya cikmistir. Buna karsilik HGF-1 hiicre hattinda BCL-2 diizeylerinin daha yiiksek
seyretmesi, sagliklt hiicrelerde apoptotik yanitin daha smirh diizeyde gergeklestigini

diistindiirmektedir (Sun C vd., 2007).

BAX gen ifade diizeyi negatif kontrol ile karsilagtinldiginda, A549 hiicrelerinde Navitoclax
uygulamasinda yaklasik %20, Navitoclax + J2 kombinasyonunda ise yaklasik %30-35 oraninda
artis gozlenmistir. J2 uygulamasinda ise BAX ekspresyonu negatif kontrole yakin diizeyde
kalmis veya hafif azalma gostermistir. Bu sonuglar, oOzellikle Navitoclax + J2
kombinasyonunun A549 hiicrelerinde pro-apoptotik BAX yanmitin1 gii¢lendirebilecegini
diistindiirmektedir. HGF-1 hiicrelerinde ise Navitoclax, J2 ve kombinasyon uygulamalarinda
BAX gen ifade diizeyinin negatif kontrole gore azaldig1 goriilmektedir. Kombinasyon grubunda
yaklasik %70-75 diizeyinde izlenen azalma, saglikli hiicre hattinda pro-apoptotik yanitin
baskilandigin1 ve ters kombinasyonun AS549 hiicrelerinde daha belirgin apoptotik etki

olusturabilecegini gostermektedir (Leonardi E vd., 1992).

APAF-1 gen ifade diizeyi negatif kontrol ile karsilastirildiginda, A549 hiicrelerinde Navitoclax,
J2 ve Navitoclax + J2 uygulamalarinda artis gostermistir. En belirgin artis Navitoclax + J2
kombinasyonunda izlenmis olup, APAF-1 ekspresyonu negatif kontrole gore yaklasik %90-95
oraninda yiikselmistir. A549 hiicre hattinda APAF-1 ekspresyon diizeylerinde saptanan artis,
Navitoclax ve J2 uygulamalarinin mitokondri iligkili apoptotik yolak {izerinde etkili oldugunu
gostermektedir. Ozellikle kombinasyon grubunda gozlenen yiiksek APAF-1 ekspresyonu,
sitokrom c aracili apoptozom olusumunun ve devaminda kaspaz bagimli apoptotik siirecin
aktive edildigini desteklemektedir. HGF-1 hiicre hattinda ise APAF-1 ekspresyonunun daha
diisiik diizeyde gozlenmesi, kombinasyon uygulamasinin kanser hiicrelerinde daha segici bir

apoptotik etki olusturdugunu gostermektedir (Manabe N vd., 2004).
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CTNNBI gen ifade diizeyi negatif kontrol ile karsilastirildiginda, A549 hiicrelerinde Navitoclax,
J2 ve Navitoclax + J2 uygulamalarinda azalma gdstermistir. Bu azalma Navitoclax grubunda
yaklasik %15-20, J2 grubunda yaklasik %60—-65 ve kombinasyon grubunda yaklasik %3540
diizeyindedir. A549 hiicre hattinda p-katenin ekspresyon diizeylerinde gozlenen azalma,
Navitoclax ve J2 uygulamalarinin proliferasyon ile iligkili sinyal mekanizmalarini baskiladigini
gostermektedir. Ozellikle kombinasyon grubunda saptanan diisiik p-katenin seviyeleri, Wnt/p-
katenin sinyal yolunun inhibisyonu ile iliskili olup hiicresel proliferasyonun baskilanmasini
desteklemektedir. Buna karsilik HGF-1 hiicre hattinda B-katenin ekspresyonunun daha yiiksek
diizeyde seyretmesi, saglikli hiicrelerde proliferatif sinyal mekanizmalarinin daha siirh

diizeyde etkilendigini géstermektedir (Bi X vd., 2014).

CASP-9 gen ifade diizeyi pozitif kontrol ile karsilastirildiginda, A549 hiicrelerinde Navitoclax,
J2 ve Navitoclax + J2 uygulamalarinda artis gostermistir. En belirgin artis kombinasyon
grubunda izlenmis olup, CASP-9 ekspresyonu pozitif kontrole gore yaklasik %70—75 oraninda
yiikselmistir. CASP-9 ekspresyonunda saptanan ylikselis, Navitoclax ve J2 uygulamalarinin
intrinsik apoptotik yolak iizerinde aktive edici etki olusturdugunu gostermektedir. Ozellikle
A549 hiicre hattinda kombinasyon grubunda saptanan yiiksek CASP-9 diizeyleri, mitokondri
kaynakli apoptotik sinyallemenin gii¢lendigini ve kaspaz aracili hiicre 6lim mekanizmalarinin
uyarildigin1 desteklemektedir. Buna karsin HGF-1 hiicre hattinda ekspresyon seviyelerinin
azalma egilimi gostermesi, kombinasyon uygulamasinin apoptotik yanit1 kanser hiicrelerinde

daha belirgin sekilde olusturdugunu ortaya koymaktadir (Grebenova D vd., 2003).

Navitoclax ve J2 uygulamalarinin A549 hiicre hattinda mitokondri aracili intrinsik apoptotik
mekanizmay1 aktive ettigini gostermektedir. Pro-apoptotik sinyal proteinleri ile iligkili gen
ekspresyonlarinin desteklenmesi ve anti-apoptotik regiilasyonda gdrev alan mekanizmalarin
baskilanmasi, apoptosom olusumu ile iliskili kaspaz kaskadinmin uyarildigini ortaya
koymaktadir. Ayrica B-katenin iliskili proliferatif sinyal yolaklarinin baskilanmasi, hiicresel
proliferasyon ve tiimor progresyonuna yonelik molekiiler mekanizmalarin inhibe edildigini

desteklemektedir.
HGF-1 hiicre hattinda ise apoptotik ve proliferatif yolaklarla iliskili molekiiler degisimlerin

daha minimal diizeyde tespit edilmesi, kombinasyon uygulamasinin biyolojik etkilerinin kanser

hiicrelerinde daha segici olarak ortaya ¢iktigini gostermektedir.
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ELISA analizlerinden elde edilen Bax verileri, Navitoclax ve J2 uygulamalarinin A549 hiicre
hattinda pro-apoptotik molekiiler yanit1 gii¢lendirdigini gostermektedir. Kombinasyon
grubunda saptanan yiiksek Bax protein diizeyleri, mitokondri kaynakli apoptotik sinyallemenin
aktive oldugunu desteklemektedir. HGF-1 hiicre hattinda ise protein diizeylerindeki
degisimlerin daha diisiik diizeyde seyretmesi, uygulamanin apoptotik etkisinin kanser

hiicrelerinde daha belirgin oldugunu gostermektedir (Stark AM vd., 2007).

Navitoclax ve j2 kombinasyonunun Casp-3 aktivasyonu {iizerindeki rolii, Navitoclax ve J2
uygulamalarinin A549 hiicrelerinde apoptotik mekanizmay1 aktive ettigini gostermektedir.
Ozellikle kombinasyon grubunda belirlenen yiiksek Casp-3 diizeyleri, kaspaz bagimh hiicre
Olimiintin uyarildigimi desteklemektedir. HGF-1 hiicre hattinda ise protein diizeylerindeki
degisimlerin azalma gdstermesi, uygulamanin apoptotik etkisinin kanser hiicrelerinde daha

belirgin oldugunu gdstermektedir (Kaufmann SH vd., 1993).

Bcl-2 ELISA incelendiginde kombinasyon grubunda gozlenen yiiksek protein diizeyleri, anti-
apoptotik aktivitenin siirdiiglinii dogrudan gostermemekle birlikte apoptotik uyaranlara maruz
kalan hiicrelerde Bcl-2 proteininin ekspresyonunun korunabildigi ancak fosforilasyon,
asetilasyon, ubikuitinasyon, proteolitik parcalanma ve konformasyonel degisiklikler gibi post-
translasyonel —modifikasyonlar sonucunda fonksiyonel aktivitesinin baskilanabildigi
bildirilmektedir. Ozellikle Navitoclax’in BH3-mimetik yapisi sayesinde Bcl-2 proteinine
baglanarak pro-apoptotik proteinler iizerindeki inhibitor etkisini ortadan kaldirdigi
bilinmektedir. Bu nedenle toplam Bcl-2 protein diizeyi yiiksek saptanmasina ragmen,
mitokondriyal apoptotik sinyallemenin devam edebildigi disiiniilmektedir. Nitekim A549
hiicre hattinda Bax ve Casp-3 diizeylerinde gozlenen artislar, kombinasyon uygulamasinin
intrinsik apoptotik yolak aktivasyonunu destekledigini ortaya koymaktadir (Ruvolo PP vd.,
1999).

Elde edilen bulgular dogrultusunda, kombinasyon uygulamalarinin hedefe yonelik kanser
tedavileri acisindan dikkat cekici avantajlar saglayabilecegini gdstermistir. Ozellikle diisiik
dozlarda go6zlenen sinerjistik etkiler, daha etkili ve diisiik toksisiteli tedavi stratejilerinin
gelistirilebilecegini diigiindiirmektedir. YY'Y analizleri kombinasyonlarin doz ve zamana bagli
etkilerini ortaya koyarak optimum etki bolgelerinin belirlenmesine katki saglarken, gen
ekspresyon diizeylerinde goézlenen degisimler de kombinasyon uygulamalarinin hiicresel

mekanizmalar {izerinde etkili oldugunu desteklemistir. Calisma sonucunda elde edilen veriler,
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olusturulan hipotezleri destekler nitelikte olup, ileri in vitro ¢aligmalar ile bu etkilerin daha

ayrintili olarak arastirilmasi gerektigini ortaya koymaktadir.
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