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DOSETAKSEL VE DEGUELIN’IN AKCIiGER KANSERI HUCRE HATLARINDA
KEMOPREVANTIF ETKINLIGININ ARASTIRILMASI

NINA GHANITABE, D.E.U Saglik Bilimleri Enstitiisii Molekiiler Tip Anabilim Dal,
nnbg1030@gmail.com

OZET

Kanseri onlemek ve tedavi etmek i¢in yogun c¢aligmalara ragmen, kanser dnde gelen
6liim nedenlerinden biridir. Akciger kanseri, tiim diinyada kansere bagl 6liimlerde hem kadin
hem de erkeklerde ilk sirada yer almaktadir. En etkili kanser tedavi ajanlar1 da normal dokular
icin toksiktir. Bu nedenle ya hi¢ ya da ¢ok diisiik bir toksisite ile yeni, 6nleyici ve tedavi edici

ilaglara ihtiya¢ vardir.

Bu calisma, Deguelin’in akciger kanseri hiicre hatlarinda etkin konsantrasyonda
kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinda inhibe edici etkiye sahip olmast ve DEG+DTX
kombinasyonunun akciger kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasinda, ilaglarin tek kullanilmasina
gore daha basarili olmas1 hipotezine dayanarak gergeklestirildi. Bu ¢alismada H1299 ve A549
akciger kanseri hiicre hatlar1 {lizerine Deguelin’in antikanser etkisi incelendi. Yapilan
calismada A549 ve H1299 akciger kanseri hiicre hatlarinda Dosetaksel ve Deguelin’in tek
baslarina sitotoksik etkileri arastirildi. IC50 dozlar1 belirlendi. Belirlenen etkin
konsantrasyonlar, Deguelin ile Dosetaksel kombinasyonlar1 akciger kanseri hiicrelerine
uygulandi. Hiicre Kkiiltiirlirlerinde Flow Sitometrik Analizler (Apoptoz, hiicre dongiisii),

Migrasyon analizi ve Koloni Formasyon Testleri gerceklestirildi.

Arastirmamizda; DEG+DTX kombinasyonunun akciger kanseri hiicrelerinin
cogalmasinda, ilaglarin tek baslarina kullanilmalarina gére daha basarili oldugu, Deguelin’in
antikanser etkisinin, kanser hiicrelerinin 6liimiine yol agmaktan ziyade, hiicrelerin yayilimini

azaltarak olabilecegi gozlendi.

Anahtar Sozciikler:
Akciger kanseri hiicre hatlari, Deguelin, Dosetaksel, IC50, apoptoz, hiicre dongiisii,

koloni sayisi, hiicre migrasyonu



INVESTIGATION OF DOCETAXEL AND DEGUELIN'S CHEMOPREVENTIVE
ACTIVITY IN LUNG CANCER CELL LINE

ABSTRACT

Despite intense efforts to prevent and treat cancer, cancer is one of the most commen
causes of death. In cancer-related deaths, lung cancer is ranked first in men and women all
over the world. The most effective cancer treatment agents are also toxic to normal tissues.
For this reason, new, preventive and curative medicines with very low or no toxicity are
needed.

This study was based on the hypothesis that Deguelin in effective concentration has an
inhibitory effect on the proliferation of neoplastic cells in lung cancer cell lines and DEG+
DTX combination is more successful than single usage of the drug. This study examined the
anticancer effect of Deguelin on H1299 and A549 lung cancer cell lines. In this study, pure
Docetaxel and Deguelin cytotoxic effects on A549 and H1299 lung cancer cell lines were
investigated. IC50 doses were determined. At the determined effective concentrations,
combinations of Deguelin and Docetaxel were applied to lung cancer cells. Flow Cytometric
Analyzes (Apoptosis, cell cycle), Migration analysis and Colony Formation Test were
performed in cell cultures.

In our research; It has been observed that the DEG+DTX combination is more
successful in proliferating lung cancer cells than drugs used alone, Deguelin's anticancer

effect could be by reducing the spread of cells, rather than leading to the death of cancer cells.

Key words:
Lung cancer cell lines, Deguelin, Docetaxel, IC50, apoptosis, cell cycle, number of

colon, cell migration



1. GIRIS VE AMAC

1.1. Problemin Tanim ve Onemi

Yogun ¢abalara ragmen, kanser diinyada onde gelen 6lim nedenlerinden biri olmaya
devam etmektedir. Akciger kanseri diinya ¢apinda erkeklerde en 6nde gelen ve kadinlarda ise
kansere bagli 6liimlerin ikinci nedenidir (1). Kiiclik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK)
kotii prognoza sahiptir (2) ve akciger kanserinin en sik tipini temsil etmektedir (3). Akciger
kanseri, ayn1 zamanda meme, kolon, deri ve prostat kanseri dahil olmak {iizere, diger kanser
tiplerinden gelen metastazlarin ana yeridir. Tedavi yontemlerinin son yillardaki gelismelerine
ragmen, kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) hastalarinda yanit ve remisyon oranlari

nispeten diisiiktiir (4).

Dosetaksel (DTX) porsuk agacindan tiiretilmis paklitakselin yar1 sentetik bir tiirevi ve
taxane’nin yeni tiirtiidiir (5). Dosetaksel meme (6,7),KHDAK (8), over (9), gastrik (10), bas-
boyun (11), prostat (12) karsinomlar1 da dahil olmak iizere ¢esitli solid tiimorlere (13) karsi
genis bir anti-tiimor aktiviteye sahiptir. Ancak, DTX’e kars1 direng, akciger adenokarsinomu
olan hastalarin tedavisinin basarisi oniindeki en biiyiik engel olmaya devam etmektedir.
Dosetaksel, mikrotiibiil sistemi i¢ginde denge bozukluguna ve hiicre dongiisiiniin G2/M fazinda
tutulumuna sebep olarak hiicre 6liimiine neden olur (14). Dosetaksel hiicre mitoz boliinmesini
inhibe eder ve apoptozu tesvik eder.

Bitkilerden elde edilen bitki ilaglar1 binlerce yildir diinya ¢apinda kullanilmaktadir (15).
Deguelin, birgok insan kanserine karsi limit verici aktiviteye sahiptir. Deguelin, kanser
kemopreventif ya da karsinogenez inhibitorii olan dogal bilesenin bir Ornegidir (16,17).
Deguelin, Mundulea sericea (Leguminosae) dahil olmak iizere bir¢ok bitki tiirliniinden izole
edilmis (18), bir rotenoiddir (19). Cesitli invitro ¢alismalarda Deguelin’in kolon kanseri

hiicrelerinin biiyiimesini engelledigi rapor edilmistir (20).

Kanser ilaglar1 oldukga toksik ve yan etkileri olan ajanlardir. Son zamanlarda, bitkisel
ilaclar az yan etkileri ile akciger kanseri tedavisi icin ilgi odagi olmustur. Standart kullanilan
ilaclarin, yeni ilag kombinasyonlari ile etkisini artirmak, ya da kombine kullanim ile dozu
azaltip etkinligi ayni tutulsa bile yan etkilerini azaltmak kanser tedavisinde hedeflenen tedavi

stratejileri arasindadir.



Bu calismada akciger kanseri hiicreleri iizerine potansiyel bir kemoterapotik ajan olan
Deguelin ve tedavide kullanilan Dosetakselile 2°’li kombinasyon seklinde tedavide
kullanilmas1 ilk kez arastirnlmistir ve elde edilen verilerin ileride in vivo calismalara 1s1k

tutacag1 ongoriilmektedir.

1.2. Arastirmanin Amaci

Bu calismada, akciger kanseri tedavisinde ilk sirada kullanilan Dosetaksel ile potansiyel
bir kemoterapdtik ajan olan Deguelin’in etkinliginin karsilagtirilmasi, invazyon ve migrasyon

yanitlarinin degerlendirilmesi amaglanmaktadir.

1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Hiicre hatlarinin 6zelliklerinden dolay1 agresif akciger kanseri hiicre hatti olan H1299 (lenf
nodu metastaz1 ve P53 mutant) ve A549 (adenokarsinomik insan alveolar bazal epitel

hiicreleri) lizerinde arastirma yapilmstir.

H1: Deguelin, akciger kanseri hiicre hatlarinda etkin konsantrasyonda kanser hiicrelerinin

cogalmasini engeller.

H2: DEG+DTX kombinasyonu akciger kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasini engellemesinde,

ilaclarin tek tek kullanilmasina gore daha bagarilidir.
H3: Deguelin ile kombinasyon Dosetakselin anti-kanser etkinligini artirir.
H4: DEG hiicre dongiistinde GO/G1 fazinda etkilidir.
HS5: DTX hiicre dongiistinde G2+M fazinda etkilidir.

H6: DEG, H1299 ve A549 hiicre hatlarinda migrasyon ve koloni formasyonu olusumunda
etkilidir.

H7: DTX, H1299 ve A549 hiicre hatlarinda migrasyon ve koloni formasyonu olusumunda
etkilidir.

H8: DEG, H1299 ve A549 hiicre hatlarinda apoptozis analizinde etkilidir.

H9: DTX, H1299 ve A549 hiicre hatlarinda apoptozis analizinde etkilidir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Viicudumuzdaki hiicrelerin anormal ve kontrolsiiz geliserek viicudun normal
fonksiyonlarin1 aksatmasi ve viicudun diger boliimlerine yayilmasi ile sonuglanan hastaliga
kanser adi verilmistir. Kanser hiicreleri viicudun diger bolgelerine kan ve lenf sistemi ile
yayilabilmekte ve farkli kanser tipleri bulunmaktadir. Kanser tipleri genellikle hastaligin
basladig1 organ veya hiicre ile isimlendirilir. Ornegin, akcigerde baslayan kansere akciger
kanseri; derinin bazal hiicrelerinde baslayan kanser tipine bazal hiicreli karsinoma ad1 verilir.

Kanser tipleri daha kapsamli kategorilerde siniflandirilabilir.

Tablo 2.1. Kanserin ana kategorileri (21).

Deride ya da bu hat dokularda baslayan veya i¢ organlari
Karsinoma r

kapsayan kanser tipidir.

Kemik, kas, kan, kikirdak, yag, damarlar veya diger bag
Sarkoma o

veya destek dokularda baslayan kanser tipidir.

Kemik iligi gibi kan yapici dokularda baslayan ve yiiksek
Losemi miktarda anormal kan hiicresinin iiretilerek kana

karigmasina neden olan kanser tipidir.
Lenfoma ve miyeloma Immiin sistem hiicrelerinde baslayan kanser tipidir.
Santral sinir sistemi kanserleri | Beyin ve spinal kord dokularinda baslayan kanser tipidir.

Insan viicudu ¢ok farkl1 hiicrelerden meydana gelmistir. Bu hiicreler canliligin devamimi
saglamak i¢in biiyiir ve kontrollii olarak bdliiniirler. Viicuttaki hiicreler yaslandiginda veya
zarar gordiiglinde, Oliirler ve bu hiicrelerin yerini yeni hiicreler alir. Bazen hiicrenin genetik
materyali olan DNA zarar gorebilir ya da degisime ugrayabilir. Mutasyona ugramak normal
hiicrelerin boliinmesini ve biiylimesini etkiler. Tiimor kontrolsiiz sekilde boliinen hiicrelerden
olusan doku kitlesine denilir. Tiim kanserler tiimdr formunda degillerdir. Ornek olarak,
16semi; kemik iligi ve kan kanseridir. Tiimdrler benign veya malign olarak iki ana sinifa

ayrilir. Benign tiimorler; bu tip tlimor hiicreleri viicudun baska bdolgelerine yayilmazlar.



Malign timérler; Yakin dokulara ve viicudun diger bolgelerine yayilabilirler. Metastaz;

kanserin viicudun bir bdlgesinden baska bir bolgeye yayilmasidir (22).

2.2. Akciger

2.2.1. Akciger Anatomisi

Akciger gbgiis boslugu iginde, diafragmadan klavikulanin superioruna kadar uzanmistir
(Sekil 2.1) (23) ve gogiis boslugunda her iki tarafta plevralkese igerisinde yerlesmistir.
Akcigerler ortada mediastinumda yer alan ve i¢inde kalbin de bulundugu yapilarla birbirinden
ayrilir. Ana brons ve distalinde bulunan solunum sisteminin tiim yapilari, brongiyal agac ve

akciger alveolleri akcigerlerin i¢cinde yer almaktadir. Her akciger dort yiizeye sahiptir.

1. Akcigerin mediastinal yiizii: akcigerin i¢ tarafina dogru ¢okiiktiir(23,24). Bu yiizeye
akciger gobegihilus pulmonis adi verilmistir ve buradan akcigerin ana bronsu,
akciger arteri (a. Pulmonalis), iki veni (v. Pulmonalis), sinirlerive lenf damarlari
geger.

2. Basis pulmonis ylizii: diafragmanin digbiikey kubbesi tizerinde akcigerin alt yiizeyi
yayilmistir.

3. Akcigerin apeks pulmonis yiizeyi: klavikula seviyesinin iizerine kadar uzanan iist
yuzi.

4. Facies kostalis: akcigerlerin en genis yiizii olup ve kaburgalarin i¢ yiizii ile
temastadir.

Sag ve sol akcigerler birbirine benzerler ama ayn1 degillerdir. Sol akciger, sag akcigere

gore kiiciiktiir ve i¢ yiizii tizerinde kalbin olusturdugu bir ¢ukur bulunmaktadir (23). Akcigerin

her bir lobu pulmoner alveolleri igeren ¢ok sayida kiiciik lobiilere ayrilmistir.
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Sekil 2.1. Akcigerler, plevra ve gdgiis boslugu

Plevra

Plevragcift katl serdz bir zar olarak sag ve sol akcigeri bir kese seklinde ayr1 ayri sarar

(Sekil 2.2) (23,24).

Plevranin parietal yapragi, gogiis kafesinin i¢ yiiziinii, diafragmanin biiyiikk boliimiinii

orter ve mediastinumu yanlardan sinirlar.

orter.

Plevranin visseral yapragi, akciger yiizeyini ve ayni zamanda loblar arasindaki yiizleri



Aralarindaki kapiller araliga, cavitas plevralis adi verilir ve solunum sirasinda kolaylik

saglayan bir siv1 igerir. Plevranin iki yapraginin birbirlerine yaklasarak olusturduklar1 boliime

ligamentum pulmonale ad1 verilir ve bu ligament akcigerleri destekler (24,25).

Parietal plevra
(D1s kat)

! Visseral plevra

(Ic kat)

Sekil 2.2.Akcigerler konumu ve plevra ile iliskisi

2.2.3. Pulmoner Alveoller

Akcigerlerde gaz degisiminin meydana geldigi fonksiyonel birimler, pulmoner
alveollerdir. (Sekil 2.3) (23). Alveollerin duvarlarinda Tip I Alveoler hiicreler ve Tip II

Alveoler hiicreler bulunur. Tip II Alveoler hiicreler, akciger surfaktanini yani alveoluslarin

ylizey gerilimini azaltan fosfolipidi salgilarlar (24,25).

Trakea Alveolar duktus

Pulmoner Alveoller
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Sekil 2.3. Solunum sisteminin respiratuar béliimii ve dolagimi



2.2.4. Brons Agaci

Trachea, bifurcatio trakea’dan sonra iki ana bronsa ayrilir ve her ana brons akciger igine
uzanir. Yabanci partikiillerin, sag ana bronsa kagma olasilig1 daha yiiksektir. Bunun nedeni
sag ana bronsun daha kalin ve dikey konumda olmasidir. Ana bronslar devam ettik¢e lober

bronglar1 ve segmental bronslar1 olusturlar. Bronsiyal aga¢ bronsiyoller denilen daha kiigiik

tiibiiller bronsiyoller seklinde devam eder (Sekil 2.4) (23,24).

Sekil 2.4. Trakea’dan bronsiyollere uzanan hava yollar1

2.3. Akciger Kanseri

Kanser diinyada en 6nde gelen 6lim nedenlerinden biri olmaya devam etmektedir ve

bat1 tilkelerinde 20.ylizy1l boyunca insidansi giderek artmustir.

Akciger kanseri diinya ¢apinda erkeklerde en 6nde gelen ve kadinlarda ise kansere bagl
Olimlerin ikinci nedenidir. Akciger kanseri, ayn1 zamanda, meme, kolon, deri ve prostat
kanseri dahil olmak iizere, diger kanser tiplerinden gelen metastazlarin ana yeridir. Tedavide

son yillardaki gelismelere ragmen, KHDAK hastalarinda yanit ve remisyon oranlar1 nispeten

dustiktiir (4).



Prognoz, kanserin hiicre tipine ve klinik sathasina baglidir (26). Akciger kanseri kotii
bir prognoza sahiptir. Kemoterapi, radyasyon tedavisi, cerrahi girisimler ve uygulamalardaki
tim gelismelere ragmen, akciger kanserli bireyler i¢in en uzun yasam siiresi 5 yildir. Bu
diisiik yasam orani i¢in en dnemli neden, pek ¢ok vakalarda akciger kanserinin ileri evrede
saptanmasidir. Diisiik yasam oraninin diger bir nedeni, bireylerde yiiksek siklikta ikincil
tiimorlerin ortaya ¢ikmasidir (KHDAK olan bireylerde %2, KHAK olan bireylerde %4-%6)
(27).

Akciger kanserinin, karsinojenlere maruz kalma sonucunda ortaya ¢iktigi
diistiniilmektedir. Akciger kanseri gelisimi, 6zellikle akcigerin genomik kararsizliga neden

olan karsinojenlere maruz kalmas ile tetiklenir (27).

2.3.1. Akciger Kanserinin Evrelemesi
Akciger kanserin evrelendirilmesinde, primer tiimoriin biiyiikliigiine ve yayilimina (T),
bolgesel lenf bezi tutulumuna (N) ve uzak metastaz varligina (M) dayanan TNM ydntemi

kullanilir.

Skuamdz, biiyiik hiicreli ve adenokarsinomda (KHDAK) yapilacak tedavi ve prognoz
yonlinden, TNM sisteminde hastalar evre IA, IB, IIA, 1IB, IIA, IIIB ve IV seklinde
siiflandirilir (Tablo 2.2).

Tablo 2.2.TNM siniflamasina gore evrelendirme (28)

0 Karsinoma in situ Tis, NO, M0
I A: T1, NO, MO

I I B: T2, NO, MO

I ITA: TI,N1,M0

IIB: T2NI,MO  T3,NO,MO

IITA: T3,N1,M0 T1-2-3, N2,M0

III
[I1B: T4,N,M0 T,N3,M0

1\Y% T, N, M1
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2.3.2. Akciger Kanserinin Siniflandirilmasi
Akciger kanserinin temel iki tipi KHDAK (%85°1) ve kiiciik hiicreli akciger kanseri-
KHAK’dir (%15) (Tablo2.4) (28).

Tablo 2.3.Akciger tiimorlerin siniflandirilmasi (29)

1. Kiigiik Hiicreli Akciger Kanseri

o Kiiciik hiicreli karsinom

2. Kiigiik Hiicreli Disi Akciger Kanseri

o Skuamoz hiicreli karsinom

o Adenokarsinom

o Biiyiik hiicreli karsinom

o Adenoskuamoz karsinom

o Pleomorfik, sarkomatoid ya da sarkomat6z
o Elemanlarlabirlikte olan karsinomlar

o Karsinoid tiimorler

. Tipik karsinoid
. Atipik karsinoid

o Tiikriik bezi, tipindeki karsinomlar
o Mukoepidermoid karsinom
o Adenoid kistik karsinom

1. Smniflandirilamayan Karsinom

Prognostik 6zelliklerinin benzerligi ve tedaviye verdikleri yanitin yakinligi bakimindan
skuamoz hiicre karsinomu, biiyiik hiicreli akciger karsinomu ve adenokarsinom ayni grupta
KHDAK tanimlanmaktadir (30). KHDAK kétii prognoz’a sahiptir (2) ve akciger kanserinin
en sik tipini temsil etmektedir (3). Skuamdz hiicreli kanser, tiim akciger kanserlerinin yaklasik
%30’unu olusturur. Bu kanser tipinde, tedaviden sonraki lokal tekrarlamalar daha fazladir.
Adenokarsinom ve biiyiik hiicreli kanserler akciger kanserlerinin %35-10’unu olusturur,
mikroskop altinda genis yuvarlak hiicrelerin goriinmesi nedeniyle bu adi almistir, genelde

akcigerin dis bolgelerinde goriiliir ve hizli biiyiirler (31). Adenokarsinom genelde akcigerlerin

11



dis kisimlarinda goriiliir ve gdgiis duvarina ¢ok kolay yayilabilirler. Bu nedenle metastaz

yapma bu tip kanserlerde daha fazla goriilmektedir (32).

2.3.3. Akciger Kanseri Gelisimi Ile Tlgili Molekiiler Olaylar:

e Invazyon
e Metastaz
e Siirekli anjiogenez
e Hiicre 6liimiinden kagis
e Immortalizasyon
e Hiicre biiyiimesinde etkili diizenleyici genlerdeki, (timor baskilayici genler ve
onkogenlerdeki) genetik-epigenetik degisikliklerdir (27).
Kemoprevensiyon, kanserin gelisimindeki biitiin basamaklarinda (baslangig, ilerleme,

gelisme) kimyasal olarak yapilan 6nleme ya da durdurma iglemidir. (33,34)

2.3.4. Akciger Kanserinde Risk Faktorler:

e Sigara akciger kanserin risk faktorleri arasinda ¢ok biiyiik farkla birinci siradadir ve
akciger kanserlerinin %90 ndan sorumludur.

e Pasifigicilik

e Radon

e Asbest

e (Cesitli metaller (arsenik, krom, kadmiyum)

e Bazi organik kimyasallar

e Radyasyon

e Cevre kirliligi

e Mesleki maruziyetler

e Cevresel maruziyetler (35).

2.4. Dosetaksel

Taksoidler, Paklitaksel ve Dosetaksel, antineoplastik ilaglarin ayr1 bir siifim1 temsil
etmektedir (10). Taksol, ABD’de yetisen Taxus brevifolia'nin kabugundan 1971 yilinda izole

edilmistir (36). Bu yildan sonra iizerinde yapilan yogun ¢alismalar sonucunda taksol; 1983
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yilinda faz I, 1985 yilinda faz II ¢aligmalarina alinmigtir. Preparati Taxol (Bristol-Myers
Squibb Company, New York, NY) olarak isimlendirilirken etkin maddesine Paklitaksel
(paclitaxel-PTX) (Sekil 2.5.) ad1 verilmistir (37,38).

Preparatt Taxotere (Rhone-Poulenc Rorer Pharmaceutical, Inc., Collegeville, PA.)
olarak isimlendirilirken etkin maddesine Dosetaksel (Dosetaksel-DTX) (Sekil 2.8) adi
verilmistir (37).

Sekil 2.5. Paklitaksel (A) ve Doksetakselin (B) yapisi. Farkliliklar mavi ve kirmizi ile

isaretlenmisir

Dosetaksel, porsuk agacindan tiiretilmis Paklitakselin yar1 sentetik bir tilirevi ve
taxane’nin yeni tiriidiir (5). Dosetaksel (DTX), meme (6,7), NSSLC (8), over (9), gastrik
(10), bas-boyun (11), prostat (12) karsinomlar1 da dahil olmak iizere gesitli solid tiimdrlere
(13) kars1 genis bir anti-tlimor aktiviteye sahiptir. Dosetaksel, bu kanser tiplerin tedavisinde
hastalarda Paklitaksele gore, daha yiiksek yanit ve daha az yan etkiye sahiptir (5,6). Ancak,
DTX’e kars1 direng, akciger adenokarsinomu olan hastalarin basarili tedavisinin oniindeki en
biiylik engel olmaya devam etmektedir. Hem Dosetaksel hem Paklitaksel mikrotiibiillere
baglanarak ve mikrotiibiillerin serbest tiibiilinlere depolimere olmalarini inhibe ederek islev

goriirler. Bunun bir sonucu olarak, mikrotiibiil sistemi i¢inde denge bozulmasi, hiicre
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dongiisiiniin G2/M fazinda mitotik tutulmaya sebep olur ve sonu¢ olarak hiicre Oliimiine

neden olmaktadir (14).

DTX, hiicre mitoz bdliinmesini inhibe eder ve apoptoz’u tesvik eder, DMSO ve
etanolde c¢oziinlirken, sudaki ¢oziiniirliigii olduk¢a distktiir. DTX Paklitaksel ile
karsilastirildiginda suda daha yiiksek ¢oziiniirliik ve tiibiilinlere karsi daha yiiksek afinite
gostermektedir (40).

2.5. Deguelin

Bitkilerden elde edilen bitki ilaglar1 binlerce yildir diinya ¢apinda kullanilmaktadir(Sekil
2.6.) (15). Deguelin, bircok insan kanserine karsi imit verici aktiviteye sahiptir. Deguelin
kanser kemopreventif ya da karsinogenez inhibitorii olan dogal bilesenin bir 6rnegidir (16,17).
Flavonoid ailesinin bir bilesigi olan rotenoidler, mitokondriyal NADH dehidrojenaz
aktivitesini inhibe ederek ve kararli dengede olan mRNA seviyeleri ve ornitin dekarboksilaz

enzim aktivitelerini baskilayarak kemopreventif aktivite gosterirler (41,42).

Deguelin < )

Kimyasal Bilesen “~ e O

Formiil: C52H>-0g

Molar kiitle: 394 42 g/mol

Sekil 2.6. Deguelinin kimyasal yapisi
Rotenon, mikrotiibiil yapimini inhibe edebilir ve dogrudan tiibiiline baglanarak
hiicrelerin mitozda duraklamalarina sebep olur (43). Deguelin ¢esitli invitro galigmalarda,

kolon kanser hiicrelerin biiylimesini engelledigi rapor edilmistir (20). Ayrica transforme insan

bronsiyal epitel hiicreleri ve (KHDAK) hiicrelerin biiylimesini inhibe edebilir (44,45).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Arastirma invaziv olmayan deneysel ¢calismadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Aragtirma Ocak 2015-Ekim 2016 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi, Tip
Fakiiltesi Arastirma Laboratuvar;; ARLAB ve Dokuz Eyliil Universitesi, Onkoloji Enstitiisii,
Temel Onkoloji Anabilim Dali Laboratuvarinda gergeklestirildi.

3.3. Calisma Matervyali

Calismada H1299 ve A549 kiiciik hiicreli akciger kanseri hiicre hatlar1 kullanildi. Hiicre
hatlar1 Prof. Dr. Hilal KOCDOR ’un hiicre kiiltiirii arsivinden temin edildi.

3.4. Arastirmanin Degiskenleri

Bagimli Degisken: Akciger kanseri hiicre hastlarinda % canlilik orani, apoptozis, hiicre

dongiisii, migrasyon (hiicre gocii), koloni analizi.

Bagimsiz Degiskenler: Dosetaksel, Deguelin ve DTX+DEG gruplarinin farkli

derisimlerdeki konsantrasyonlari.

3.5. Veri Toplama Araclari:

3.5.1. Kullamilan Cihazlar

Projede kullanilan makine ve techizat listesi Tablo 3.1.’de gosterilmektedir.
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Tablo 3.1. Projede kullanilan mevcut makine- techizat listesi.

ADI/MODELI

PROJEDE KULLANIM AMACI

Hava Akis kabineti/Kojair

Hiicre kiiltiirii calismalari i¢in kullanilmustir.

CO2 inkiibatori/Thermo Forma

Steri-cycle

Hiicrelerin belli sicaklik ve COz igeren ortamda

saklanmas1 amaciyla kullanilmistir.

Otoklav/Hirayama Hiclave

Pipet vb. malzemelerin sterilizasyonu amaciyla

kullanilmustir.

ELISA Plak okuyucu/Biotek Elx
808- 660nm

Hiicre canlilik testi sonuglarinin alinmasi ve

Serbest Oksijen Radikallerinin tayini i¢in kullanilmustir.

Distile su cihazi/uv plus ultrapure

water system

Su banyosunda kullanim ve temizlik amaciyla

kullanilmistir.

Inverted mikroskop/Olympus
CKX41

Hiicrelerin kontrolii ve hiicre sayimi amaciyla

kullanilmistir.

Su Banyosu/GFL

Hiicre ortamlar1 ve kimyasallarin 37 °C 1s1ya gelmesi

icin kullanilmustir.

Sogutmal1 Santrifiij/Sigma 3-16K

Hiicre kiiltiirii ve Akim sitometrik ¢aligmalarda

kullanilmustir.

Etiiv/Thermo Heraeus

Steril edilmis malzemeleri kurutmak i¢in kullanilmistir.

Buzdolabi (-20, +4) / Siemens

Kimyasallarin saklanmasi i¢in kullanilmisgtir.

S1vi Nitrojen Depolama Tanki1

(-196) (MVEXLC)

Hiicre hatlarinin saklanmasi i¢in kullanilmistir.

Derin dondurucu (-80) / Indesit

Hiicre hatlarinin saklanmasi i¢in kullanilmistir.

Akim Sitometrik analiz Cihazi/BD
FACS Calibur

Apoptoz ve Hiicre Dongiisti analizinde kullanilmigtir.

Santrifiij

Hiicre lizat ve Apoptoz ve Hiicre Dongiisii analizinde

kullanilmustir.

Hassas terazi

Kuru kimyasallar1 tartmak i¢in kullanilmastir.

Mikrodalga

Koloni analizi i¢in kullanilmigtr.

16




3.5.2. Kullamlan Sarf Malzemeler ve Diger Gerecler

Projede kullanilan sarf malzeme ve diger geregler Tablo 3.2.’de gosterilmektedir.

Tablo 3.2. Projede kullanilan sarf malzemeler ve diger gerecler.

Maddenin Ad1 Markasi-Cat No:
Deguelin Sigma-Aldrich
Dosetaksel Sigma-Aldrich
L-Glutamin Gibco
DMEMF-12 Gibco

RPMI 1640 Gibco

Fetal Sigir Serumu (FBS) Gibco
Tripsin-EDTA Gibco

Penisilin / Streptomisin Gibco

PBS Gibco

DMSO Cryosure

Tripan mavisi Sigma-Aldrich
Hiicre Canlilik Testi Bimake
Microtest 96 Well Plate Costar

Microtest 6 Well Plate Costar

Akim Sitometri Tiipii BD Falcon

Akim Sitometrik Apoptoz Analiz Kiti BD Pharmingen
Akim Sitometrik Hiicre Dongiisii Analiz Kiti Cycle TEST PLUS
1000 mI’Lik Filtreli Pipet Ucu Costar

200 mI’Lik Filtreli Pipet Ucu Costar




100 mI’Lik Filtreli Pipet Ucu

Costar

10 mI’Lik Filtreli Pipet Ucu

Costar

Parafilm American National Can
Otoklav Band1 Sussex

12ml’lik Steril Tiip Costar

Lateks Eldiven Beybi

Iml’lik Pipet Costar

2ml’lik Pipet Costar

25 cm®’lik Steril Hiicre Kiiltiir Kabi Costar

75 cm*’lik Steril Hiicre Kiiltiir Kabi Costar

50 ml’lik Flakon Axygen

2 ml’lik Cryovial Costar

Lateks Eldiven Tenty
L-Glutamin Fresenius Kabi
Wound Healing Plate Ibidi

Binding Buffer BD Facscanto I1
Agaroz Sigma

Cell Scraper Costar

Lateks Eldiven Tenty

Es 7x Mp Biomedicals
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3.5.3. Uygulanan Yontemler
3.5.3.1. Hiicre Kiiltiirii
3.5.3.1.1. Hiicre Hatti Ozellikleri

Deneyler iki adet iki boyutlu yiizeye bagimli akciger kanseri hiicre hatti kullanilarak
gerceklestirildi. H1299 hiicre hatti, kiigiik hiicreli dist akciger karsinom hiicre hattidir. NCI-
H1299 (46,47), CRL-5803 (48) olarak da adlandirilir. H1299 hiicre hatt1 (Sekil 3.1), lenf
nodundan tiiretilmistir ve bir¢ok calismada kullanilmaktadir. P53 mutant bir hiicre hatt1 olan

H1299, 6liimsiizlesmis diger hiicre hatlarinda oldugu gibi siirekli boliinebilir.

A549 hiicreleri adenokarsinomik insan alveolar bazal epitel hiicreleridir. A549 hiicre
hatt1 (Sekil 3.2) ilk olarak 1972'de D. J. Giard ve arkadaslar1 tarafindan, 58 yasindaki bir
erkegin kanserli akciger dokusundan alinmig ve kiiltiirlenmesiyle elde edilmistir (49,50).
AS549 hiicreleri in vitro olarak kiiltiirlenirse, tek tabakalar halinde kiiltiir flaskina yapisarak

biiylirler. A549 hiicre hatti, in vitro bir ¢ozelti igine slispanse edilebilir (49).

,“‘ )

Sekil 3.1. H1299 hiicre hatt1
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Sekil 3.2. A549 hiicre hatti

3.5.3.1.2. Hiicrelerin Kiiltiirde Idamesi

H1299 hiicre hatt1 %10 oraninda FBS, %1 L-glutamin igeren RPMI-1640 ortaminda
ve A549 hiicre hatt1 %10 oraninda FBS, %1 L-glutamin igeren DMEM ortaminda kiiltiire
edildi. Bakteri kontaminasyonunun Onlenmesi igin penisilin ve streptomisinden olusan
antibiyotik ¢ozeltisinden kiiltiir ortamma ilave edildi. Hiicreler 25 cm?®’lik hiicre kiiltiir
flasklarina ekildi. 37 °C’de %5 CO:2 igeren inkiibatorde bekletilerek canliliklarinin devami
saglandi. Flasklarda beslenen hiicre hatlar1 %80 yogunluga ulasana kadar her iki giinde bir
beslendi. Bu yogunluga gelen hiicrelerin ¢ogaltilmas1 amaciyla pasajlama islemi uygulandi.

Pasajlama islemi ile hiicreler 75 cm?’lik kiiltiir kaplarina alinip ¢ogaltildi (51). Tablo 3.3.

Tablo 3.3. Hiicre hatlar1 ve hiicre kiiltiiriinde kullanilan ortam igerikleri.

Hiicre hatt1 Ortam
H1299 RPMI 1640
A549 DMEM
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3.5.3.1.3. Hiicrelerin Pasajlanmast

Steril pipetler kullanilarak flask ic¢indeki ortam uzaklastirildi. Hiicreleri yapistiklari
hiicre kiiltiir kabinin yiizeyinden kaldirmak amaciyla 75 cm? ’lik flask i¢in 5 mL, 25 cm? ’lik
flask icin 2 ml Tripsin-EDTA ¢ozeltisi ilave edildi. Flasklar 37 °C’de %5 CO: igeren
inkiibatorde 2-3 dakika hiicreler yilizeyden kalkana dek bekletildi. Daha sonra hiicrelerin
tamamen flask yiizeyinden kalktigindan emin olmak amaciyla mikroskop altinda kontrol
edildi. Hiicreler flask yiizeyinden ayrildiginda Tripsin-EDTA hacminin 2 kati kadar ortam
flask i¢ine ilave edildi. Flask i¢indeki hiicre iceren siispansiyon 15 mL ’lik steril santrifiij
tiipiine aktarildi ve 5 dakika santrifiij edildi.Santrifiij isleminden sonra {iist faz (supernatant)
atild1 ve tliptin dibinde olan hiicre peleti tizerine 10 ml kiiltiir ortamu ilave edildi. Pipet ucuyla
hiicreler siispanse edildi.Her kiiltiir kabina 2 ml slispanse haldeki kiiltiir ortam1 ve hiicreler
paylastirilarak iizerelerine 5 ml ortam eklendi. Cogalmasi i¢in 37 °C’de %5 CO2 igeren

inkiibatore yerlestirildi (51).
3.5.3.1.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicreler Tripsin-EDTA etkisiyle flask yiizeyinden kaldirildiktan sonra hiicre
stispansiyonu 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 elde edilen pellet
tizerine DMSO igeren dondurma ortami eklenerek resiispanse edildi. 2 ml’lik steril cryovial
lizerine tarih, hiicre hatt1 ismi, pasaj no, kisi adi1 yazilmis hiicre dondurma tiiplerine dagitild.

Hiicreler once 2 saat -20 °C’de bekletildi daha sonra -80 °C’de depolandi (51).

3.5.3.1.5. Hiicrelerin Coziilmesi

Kabin iginde, steril ortamda hiicre kiiltiir kaplar1 iizerine tarih, pasaj no, hiicre hatti
ismi ve kisi ad1 yazildi. Daha 6nce hazirlanmig kiiltiir ortamindan 25 ml flask i¢ine 5 ml
konuldu. Hiicreler -80 °C’den c¢ikarilarak hizli bir sekilde 37 °C’ ye getirilmis olan su
banyosunda ¢oziildii. Hiicre dondurma tiipiiniin dis kismu steril edildikten sonra kabinet icine
alind1. Icindeki hiicre siispansiyonu hazirlanmis olan flask icine ilave edildi. Flask 37 °C’de

%35 COz igeren inkiibatore yerlestirilerek kiiltiirliniin idamesi saglandi (51).
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3.5.3.1.6. Hiicrelerin Sayilmasi

Thoma lami distile su ve alkol ile temizlendi. Uzeri hafifce islatilarak lamele
yerlestirildi. Santrifiij sonrasi elde edilmis olan pelet 5 ml ortam ile reslispanse edildi. 1:1
(v/v) oraninda tripan mavisi ile birlestirildi. Thoma lam ve lamelin arasina 10 pl tripan mavisi
ile boyanmig hiicre siispansiyonu aktarildi. 16 biiylik kareyi barindiran Thoma laminin
yiizeyinde tiim hiicreler sayildi. Thoma laminin her iki tarafindaki karelerde sayilan hiicrelerin
say1sinin ortalamasi hesaplandi ve ortalama hiicre say1s1 x Diliisyon Faktorii x 10* formiilii ile

1 ml’deki hiicre sayis1 belirlendi (51).

3.5.3.2. Hiicre Canlihik Testi
3.5.3.2.1. Yontemin Prensibi

Hiicre canlilik testinde Cell Counting Kit (CCK) kullanildi. Suda ¢oziinebilen
formazanlar, suda ¢06ziinebilen tetrazolyum tuzlarindan (WST) olusturmaktadir.Elektron
tasiyicist oldukca stabil olan 1-Metoksi-PMS’dir (52). 1-Metoksi-PMS’in indirgenmis
formuyla beraber reaksiyona girerek indirgenir. Bu tasiyic1 hiicre membraninda
bulunmaktadir. NADH yaNADPH ile dogrudan reaksiyona girer. NADH ve NADPH ile
laktat dehidrogenaz ve laktik asit gibi dehidrogenaz enzimleri ve substratlarinin reaksiyonlari
ile NAD+ ve NADP+’den olusur.Bu nedenle tetrazolyum tuzu dehidrogenazin aktivitesinin
yada substratinin belirlenmesinde kullanilmaktadir.Canli hiicrelerde bulunan dehidrogenazlar
tarafindan CCK’nin indirgenip, olusturdugu formazan iiriinii soliisyona 460 nm’de pik
absorbans veren giiclii bir renk olusturur. Bu rengin yogunlugu mikroplate okuyucuda 6l¢iliir

(52).
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Sekil 3.3. CCK’nin formazana indirgenme mekanizmasi (52)

3.5.3.2.2 Ilaclarin Hazirlanmasi
3.5.3.2.2.1. Deguelin Hazirlanmasi

Toz halinde temin edilmis Deguelin DMSO da ¢ozildii. Stok ¢dzeltisinin
konsantrasyonul0.000 pM olarak ayarlandi. Bu stok soliisyondan seri diliisyonlar ile 1000

uM, 100 pM, 10uM ve 1uM, 1uM’lik konsantrasyonlar elde edildi.

Once biiyiik konsantrasyonlarda, konsantrasyon araliklar biiyiik olacak &lgiimlerle olas1
etkin dozlar hakkinda bilgi sahibi olmaya ¢alisildi. Daha sonra ara stoktan; H1299 hiicre hatti
i¢in 100000 nM, 10000 nM, 1000nM, 100 nM ve 10 nM olmak iizere,

A549 hiicre hatt1 i¢cin de 1000 nM, 500 nM, 100 nM, 10 nM vel nM olmak iizere 5

farkli doz hazirlandi.
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3.5.3.2.2.2. Dosetakselin Hazirlanmasi

Elde olan DTX stogu 2000uM ’diir. 100 pM olan ara stok elde eldesinden sonra bu ara
stoktan seri dillisyonlar ile 50uM, 5uM, 0,5uM ve 0,05uM olmak tizere dort farkli doz
hazirlandi.H1299 hiicre hatti icin RPMI-1640 ve A549 hiicre hatti icin DMEM ortami
kullanildi.

3.5.3.2.3. Hiicrelerin Hazirlanmasi ve Deney prosediirii

Hiicre Canlilik testi i¢in; A549 ve H1299 hiicreleri yiizeye yapisan hiicreler olduklari
icin tripsin kullanarak flask yilizeyinden kaldirildi. Hiicre siispansiyonu tripan mavisi sayim
yontemi ile Thoma laminda sayilarak 96 kuyucuklu kiiltiir kabinin her kuyucuguna 10.000’er
hiicre ekildi. Hiicrelerin yapismasi i¢in 37 ‘C’de %5 COq igeren inkiibatorde 72 saat On

inkiibasyona birakildi.

96 kuyucuklu kiiltiir kabinin kuyucuklarindan ortamlar c¢ekildi, Yerine yukarida
belirtilen konsantrasyonlarda Deguelin ve Dosetaksel ¢ozeltilerinden her kuyucuga 200 pl
hacimde konuldu. Her grup icin sekiz kuyucuk olacak sekilde gruplar hazirlandi. Ilag
uygulanmayan, sadece hiicre ve ortamdan olusan bir kontrol gurubu olusturuldu. Deguelin
DMSO’da ¢oziildiigii icin DMSO grubu olusturuldu. Hiicrelerin 37 “C’de %5 CO: igeren
inkiibatorde 72 saat inkiibasyona birakildi. (Tablo 3.4, Tablo 3.5, Tablo 3.6, Tablo 3.7).
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Tablo 3.4. Hiicre Canlilik Deneyi i¢in A549 hiicre hattina verilen Dosetaksel’in 96kuyucuklu

kiiltiir kabindaki doz dagilima.

A B C D E F
A549
Kontrol | DMSO DTX DTX DTX DTX
1 Kontrol | V1000 (Wi | 50 v 5 uM 0.5uM | 0.05uM
2 Kontrol | VIO0O (Wi | 50 v 5 uM 0.5uM | 0.05uM
3 Kontrol | VIOOO (Wi | 50 ;v 5 uM 0.5uM | 0.05uM
4 Kontrol | V1000 (Wi | 50 v 5 uM 0.5uM | 0.05uM
5 Kontrol | V1000 (Wi | 50 v 5 uM 0.5uM | 0.05uM
6 Kontrol | VIO0O (Wi | 50 v 5 uM 0.5uM | 0.05uM
7 Kontrol | VIO0O (Wi | 50 ;v 5 uM 0.5uM | 0.05uM
8 Kontrol | V1000 (Wi | 50 uM 5 uM 0.5uM | 0.05uM

Tablo 3.5. Hiicre Canlilik Deneyi i¢in A549 hiicre hattina verilen Deguelin’in 96 kuyucuklu

kiltlir kabindaki doz dagilima.

A B C D F G
A549
Kontrol| DMSO | DEG | DEG | DEG | DEG | DEG
1 | Kontrol | Y1000 (Wi | 1000 nM | 500 nM | 100 nM | 10nM | 1aM
2 | Kontrol | Y1000 (Wi | 1000 nM | 500 nM | 100 M | 10aM | 1aM
3 | Kontrol | V1000 (% | 1000 nM | 500 nM | 100 aM | 100M | 1 nM
4 | Kontrol | V1000 (i | 1000 nM | 500 nM | 100 nM | 10nM | 1nM
5 | Kontrol | Y1000 (Wi | 1000 nM | 500 nM | 100 M | 10aM | 1aM
6 | Kontrol | VIO0O (Wi | 1000 nM | 500 nM | 100 nM | 10 aM | 1 nM
7 | Kontrol | Y1000 (Wi | 1000 oM | 500 nM | 100 nM | 10nM | 1 aM
8 | Kontrol | V1000 (% | 1000 nM | 500 nM | 100 nM | 10nM | 1aM
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Tablo 3.6. Hiicre Canlilik Deneyi i¢in H1299 hiicre hattina verilen Dosetaksel’in 96

kuyucuklu kiilttir kabindaki doz dagilimu.

A B C D E F
H1299
Kontrol | DMSO DTX DTX DTX DTX

1 Kontrol | V000G | s0Mm 5uM 0.5uM | 0.05uM
2 Kontrol | V000G | s0Mm 5uM 0.5uM | 0.05uM
3 Kontrol | V1000(#: | s0M 5uM 0.5uM | 0.05uM
4 Kontrol | V1000(#: | 50 5uM 0.5uM | 0.05uM
5 Kontrol | V10000 | 50,Mm 5uM 0.5uM | 0.05uM
6 Kontrol | V1000 (Wi | 50, 5uM 0.5uM | 0.05uM
7 Kontrol | V1000 (i | souM 5uM 0.5uM 0.05uM
8 Kontrol | V1000(#: | 50 5uM 0.5uM | 0.05uM

Tablo 3.7. Hiicre Canlilik Deneyi i¢in H1299 hiicre hattina verilen Deguelin’in 96 kuyucuklu

kiltlir kabindaki doz dagilima.

A B C D E F G
H1299
Kontrol | DMSO DEG DEG | DEG | DEG | DEG
1 | Kontrol | V1000 (i | 100000 nM | 10000 nM | 1000 nM | 100 nM | 10 aM
2 | Kontrol | V1000 (Wi | 100000 nM | 10000 nM | 1000 nM | 100 oM | 10 aM
3 | Kontrol | V1000 (Wi | 100000 nM | 10000 nM | 1000 nM | 100 aM | 10 nM
4 | Kontrol | V1000 (" | 100000 aM | 10000 nM | 1000 nM | 100 nM | 10 nM
5 | Kontrol | V1000 (Wi | 100000 nM | 10000 nM | 1000 nM | 100 nM | 10 nM
6 | Kontrol | Y1000 (Wi | 100000 aM | 10000 nM | 1000 nM | 100 nM | 10 aM
7 | Kontrol | V1000 (i | 100000 nM | 10000 nM | 1000 nM | 100 oM | 10 aM
8 | Kontrol | V1000 (W1 | 100000 aM | 10000 iM | 1000 nM | 100 nM | 10 nM
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Deguelin, Dosetaksel ve DMSO ile muamele edilen hiicreler 72 saat boyunca 37 °C’de
%35 COz igeren inkiibatorde bekletildi. 72 saat sonunda hiicreler 2 kez PBS ile yikanip, CCK
prosediirii uygulandi. Inkiibasyon sonrasi 450 nm (650 nm referans) dalga boyunda canli
hiicrelerin absorbans dl¢iimleri mikroplate okuyucudan alindi. Elde edilen absorbans degerleri

kontrol grubu ile karsilagtirilarak canli hiicre oran1 belirlendi.

Hiicre canlilik testi her ilag grubu i¢in farkli konsantrasyonlarda sekiz kuyucukta ve ii¢

farkli zamanda tekrarlandi.

3.5.3.3. Akim Sitometrik Analizler
3.5.3.3.1. Apoptoz Analizi (Annexin V yontemi)
3.5.3.3.1.1. Yontemin Prensibi

Bu calismada apoptoz analizi BD Pharmingen firmasindan temin edilen “Apoptosis
Detection Kit” ile gerceklestirildi. FITC-Anneksin-V kompleksinin hiicre yiizeyindeki
fosfatidilserin baglanma orani flow sitometri ile 6l¢lildii. Nekrotik hiicrelerin yiizeylerinde de
Anneksin-V baglanmasi goriilebildigi i¢in ikinci boya olarak Propidyum iyodiir (PI) eklendi.
Anneksin V-FITC (yesil floresan) ve non-vital boya olan propidium iodide (red fluorescence)

ile boyanma farkliligina gore hiicreler asagidaki gibi birbirinden ayrimlandi (53);

e Canl hiicreler (FITC-PI-),

e Erken apoptotik hiicreler (FITC+PI-),
e Geg apoptotik (FITC+PI+)

e Nekrotik hiicrelerin (FITC+PI+)

3.5.3.3.1.2. Hiicrelerin Hazirlanmas: ve Deney Prosediirii

Bu calismada apoptoz analizi BD Pharmingen firmasindan temin edilen “AnnexinV-
FITC Apoptosis Detection Kit” (BD Pharmingen) ile gergeklestirildi. H1299 ve A549
hiicreleri tripsinizasyonla kiiltiir kabindan kaldirildi. Hiicreleri tripan mavisi sayim yontemi ile
Thoma laminda sayilip ve 6 kuyucuklu plate ’lerin her kuyucuguna hiicreler ekildi. 72 saatlik
bir 6n inkiibasyondan sonra daha dnce her ilag i¢in elde edilen IC50 dozlar1 tek ve kombine

gruplar seklinde kuyucuklara verildi (tablo 3.9). 72 saat inkiibe edildi. 72 saatlik ilaca
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maruziyet sonrasinda 6 kuyucuklu plate’lerdeki ortamlar ¢ekilip 15ml’lik tiiplere aktarildi.
Daha sonra kuyucuklara Tripsin-EDTA eklenip hiicreler kaldirildi. Tripsinin etkisini
gidermek igin tripsin miktarinin 2 kat1 kadar ortam kuyucuklara eklendi ve hepsi cekilip 15
ml’lik tliplere ilave edildi. Santriflij yapild1 ve siipernatant uzaklastirildi. Tiplere binding
buffer eklendi ve resilispanse edildikten sonra tiiplere dnce AnnexinV daha sonra PI eklendi.
Tiipler karanlik ortamda inkiibasyona birakildi. Ardindan her tiipe binding buffer eklendi ve
cihaza verildi. Erken apoptoz, ge¢ apoptoz, nekroz ve canli hiicre oranlan ¢ift lazerli akim

sitometri cihaz ile degerlendirildi (54).

3.5.3.3.2. Hiicre Dongiisii Analizi
3.5.3.3.2.1. Yontemin Prensibi

Bu caligsma, hiicrelerin hiicre dongiisiiniin hangi asamasinda oldugunun belirlenmesi
amaciyla yapilan islemdir. Propidium iodide boyasinin hiicrelerin DNA’sina baglanip 1sima
vermesi temeline dayanir. Baglanan bu boya miktar1 her bir hiicredeki total DNA miktari ile

orantilidir (55).

3.5.3.3.2.2. Hiicrelerin Hazirlanmast ve Deney Prosediirii

Bu calismada hiicre dongiisii analizi Cycle Test Plus DNA Reagent Kit ile
gerceklestirildi. H1299 ve A549 hiicreleri tripsinizasyonla kiiltiir kabindan kaldirildi. Hiicreler
tripan mavisi sayim yontemi ile Thoma laminda sayilip, 6 kuyucuklu plate’lerin her
kuyucuguna ekildi. 72 saatlik bir 6n inkiibasyondan sonra daha 6nce her ilag i¢in elde edilen
IC50 dozlar1 tek ve kombine gruplar seklinde kuyucuklara verildi (Tablo 3.9). 72 saatlik ilaca
maruziyet sonrasinda 6 kuyucuklu plate’lerdeki ortamlar ¢ekilip 15ml’lik tiiplere aktarildi.
Daha sonra kuyucuklaraTripsin-EDTA eklenip hiicreler kaldirildi. Tripsinin etkisini gidermek
icin tripsin miktarmin 2 kati1 kadar ortam kuyucuklara eklendi ve hepsi ¢ekilip 15 ml’lik
tiiplere ilave edildi. 5 dakika santrifiij yapildi ve siipernatant uzaklastirildi. Her tiipe buffer
eklendi, resiispanse edilip igerikler 17x100 mm ’lik tliplere aktarildi. 5 dakika santrifiij
yapildi. Bu yikama islemi ii¢ kez tekrarlandi. 4. yikama tampon soliisyonu ile yapilip, 5
dakika santrifiij edildi. Her yikamadan sonra siipernatant uzaklastirildi. Bu asamadan sonraki

islemler buz iizerinde gergeklestirildi.
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Yikama islemlerinin ardindan tampon soliisyonu uzaklastirildiktan sonra pelet lizerine
soliisyon A her tiipe eklendi ve hafifce calkalandi. Oda sicakliginda 10 dakika inkiibe
edildikten sonra soliisyon A uzaklastirilmadan soliisyon B tiiplere eklendi. Oda sicaklifinda
10 dakika inkiibe edildi. +4 °C’de soliisyon C her tiipe eklendi. 10 dakika karanlik ortamda
inkiibe edildi ve Ornekler akim sitometri cihazinda analiz edildi. GO/G1, sentez fazi ve
G2+Mitoz fazina ait hiicreleryiizde olarak degerlendirildi. Bu analiz i¢in olusturulan gruplar

Tablo 3.8.’de gosterilmektedir.

Tablo 3.8. Akim Sitometrik analizlerdetiim hiicre hatlari i¢in olusturulan gruplar

Hiicre Hatt GRUPLAR (72 saat inkiibasyon siiresi)
DTX DEG DEG+ DTX
H1299 Kontrol
ICs ICs ICsy ICsg
DTX DEG DEG+ DTX
A549 Kontrol
ICs ICs ICsy ICsp

3.5.3.4. Koloni Sayisi1 Analizi

Alt tabaka agaroz hazirlamak icin gerekli miktarda agaroz steril beher i¢inde hassas
terazi iizerinde tartildi. Gerekli miktarda steril distile su iizerine ilave edilip mikrodalga i¢inde
kaynamaya birakildi. Kaynadiktan sonra laminer flow kabinet i¢inde esit hacimde ortam ile
iyice pipetlenip 6 kuyucuklu plate’in her kuyucuguna agaroz ve ortam karisimi dikkatlice

eklendi ve katilagsmasi i¢in bekletildi.

Ust tabaka igin daha 6nceden tripan mavisi sayim yontemi ile Thoma laminda sayilmis

olan H1299 ve A549 hiicreleri sayllarak DMEM i¢inde hazirlandu.

Ust tabaka agaroz hazirlamak igin gerekli miktarda agaroz steril beher icinde hassas
terazi iizerinde tartildi. Gerekli miktarda steril distile su iizerine ilave edilip mikrodalga i¢cinde
kaynamaya birakildi. Laminer flow kabinet i¢inde agaroz ile esit miktarda hiicre ve ortam
siispansiyonu ile iyice pipetaj yapildi. 6 kuyucuklu plate’in her kuyucuguna ilave edildi.
Agaroz katilagana kadar bekletilip, her grup i¢in hazirlanan ilag dozlar1 ve kontrol grup igin
ortam ilave edildi. 37 °C’de %5 CO2 igeren inkiibatdrde inkiibasyona birakildi. Giin asirt

dozlar ve ortam gruplara ilave edildi. 14.giiniin sonunda vital screen boyasi ilave edilerek
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inkiibasyona birakildi. 4X’lik biiylitmede fotograflandi ve koloni sayilar1 kaydedildi. Her
plate’teki koloni sayisim1 belirlemek i¢in sekil 3.1.°de gosterilen kirmizi ve turuncu
bolgelerdeki koloniler sayildi. Bu analiz i¢in olusturulan gruplar Tablo 3.9.°de

gosterilmektedir.

Sekil 3.4. Her plate kolonilerin sayildig1 bdlgeler (turuncu ve kirmizi kisimlar)

Tablo 3.9. Koloni Analizde tiim hiicre hatlari i¢in olusturulan gruplar

Hiicre Hatti GRUPLAR (72 saat inkiibasyon siiresi)
H1299 Kontrol Dosetaksel Deguelin
A549 Kontrol Dosetaksel Deguelin

3.5.3.5. Migrasyon Analizi
3.5.3.5.1. Yontemin Prensibi

Bu calismada migrasyon analizi Culture-Insert 2 Well ile gerceklestirildi. Migrasyon
analizi, in vitro olarak yonli hiicre gociinii incelemek i¢in en dnemli yontemlerden biridir.

Hiicrelerin go¢ yoluyla migrasyon analizinin kinematigi incelenir.
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3.5.3.5.2. Hiicrelerin Hazirlanmasi ve Deney Prosediirii

Her grup icin hiicreler 6 kuyucuklu plate’e ekildi. 6 kuyucuklu plate’in her
kuyucuguna tedavi gruplarina ilaglhi ortam ve kontrol grubuna normal ortam ilave edildi.
Hiicreler inkiibatorde bekledikten sonra tripsin ile kaldirilip sayildi. Plate’in i¢inde bulunan
culture-insert’in her bir kuyucuguna 70ul ortam i¢inde hiicreler eklendi. Plate’ler 72 saat
inkiibe edildi. Bu siire bittikten sonra dikkatli bir sekilde forseps ile culter-insert, plate den
koparildi. Kontrol grubuna ilagsiz ortam ve tedavi gruplarina ise ilagli ortam eklendi.
Dikkatlice plate’lerin kapaklar1 kapatilip mikroskop altinda goriintii alind1 (1. Saat).Daha
sonra paletler inkiibatére konuldu. 4., 6., 8., 10., 12., ve 24. saatlerde gruplarin goriintiileri
alind1 ve gruplar arasi fark analiz edildi. Bu analiz i¢inolusturulan gruplar tablo 3.9’ da

gosterilmektedir.
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3.6.Arastirma Plani ve Takvimi

Arahk 2014 — Ocak 2015
Tez calismasi icin hazirhik
Gerekli kimyasallarin alinmas:

!

Subat 2015 — Mart 2013
Hiiere kiiltiiriiniin olusturulmas:
In vitro deney gruplarinin olusturulmasi
Kemopreventif ajanlann verilmesi
Hiicre canlilik testi ile ICsp dozlarinin belirlenmesi

J

!

Nisan 2015 — Mayis 2015
Akim Sitometrik Apoptoz ve Hiicre Dongiisti analizleri
Elde edilen verilerin degerlendirilmesi
Hiicre lizat elde edilmesi

!

Haziran 2015 — Agustos 2015
Koloni Formasyon Assay

Migrasyon Analizi

!

Ekim-2015-Ocak 2016 DOGUM iZNi
Subat 2016 — Kasim 2017
Verilerin Toplanmas:,
Istatistiksel Analiz ve Tez yazimi
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3.7. Verilerin Degerlendirilmesi

Istatistiksel analiz Rstudio programi (v.0.98.501) ve R script dili kullanilarak yapildi.

Degiskenlerin  normal dagilima wuygunlugu analitik yontemlerle (Kolmogorov-
Smirnov/Shapiro-Wilk testleri) kullanilarak incelendi.
Tanimlayici istatistik; degiskenlerin ortalama + standart sapma degerleri verilerek yapildi.
Degiskenlerin normal dagilim gostermedigi durumda 2 bagimsiz grubun karsilagtirilmasinda
Mann-Whitney U testi kullanildi.

Ikiden fazla bagimsiz grubun karsilastirilmasinda ise Kruskal-Wallis H testi kullamildi.

P-degerinin 0.05’in altinda oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.8. Arastirmanin Simirhliklar:

Hiicre hatt1 ¢alismalarinda sterilizasyon ¢alismanin vazgecilmezidir.

Kontaminasyonu engellemek icin c¢alisma protokolumuzda 2 ya da 3’lii antibiyotik
kullanimi  standarttir. Calismamizin  higbir doneminde kontaminasyon yasanmadi,
sterilizasyona ¢ok dikkat edildi.

Hiicre hatlarinda kullanilan ilaglarin etkin dozlarini ortaya koyma konusunda sikinti
yasanabilirdi, bununla ilgili kisitlilik da izlenmedi.

Agaroz jelin laboratuvarimizda standardize edilmesinde ardistk denemeler yapmak
durumunda kaldik. Burada da kisitlilik diizeyine gelinmeden emek ve zaman harcanarak
deney prosediirii oturtuldu.

Projenin biitgesine ve zamana bagli olarak en uygun metodlar belirlenerek calisma yapildi.
Ancak gelecekte farkli bir proje ile bu arastirmada yer almayan farkli metodlar ile apoptozis

yolaklar1 (westernblot veya ELISA) ve anjiogenezis (3B Biyogdriintii Analizi) ¢alisilabilir.

3.9.Etik Kurul Onavi

DEU Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu; Etik Kurul Onayz;
20.11.2014, 2014/ 35-32 No’lu karar.
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Dokuz Eyliil Universitesi Onkoloji Enstitiisiinde Temel Onkoloji Anabilim Dalindan ve
Dokuz Eyliill Universitesi Tip Fakiiltesi Ogrenme Kaynaklari Merkezi Arastirma

Laboratuvari-ARLAB’dan ¢alisma izni alinmis, belgeler ekte sunulmustur.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Canhlik Testi

72 saat siiresince Dosetaksel (50 uM, 5 uM, 0,5 uM, 0,05uM) konsantrasyonlar1 A549
ve H1299 hiicre hatt1 lizerinde uyguland1 ve Dosetaksel konsantrasyonlarinin hiicre canliligina
etkisi incelendi. 72 saatlik Dosetaksel uygulamasi sonucu ve hiicre canliliginin %50 oranda
azaldig1 IC50 dozu A549 hiicre hattinda 3.41 uM ve H1299 hiicre hattinda 2.101 uM olarak
belirlendi (Sekil 4.1.A ve Sekil 4.1.B).

72 saat siiresince Deguelin 1000 nM, 500 nM, 100 nM, 10 nM, 1 nM
konsantrasyonlarda A549 hiicre hattinda ve 100000 nM, 10000 nM, 1000 nM, 100 nM,10 nM
konsantrasyonlarda H1299 hiicre hattinda uygulandi. Deguelin konsantrasyonlarinin hiicre
canliligina etkisi incelendi. 72 saatlik Deguelin uygulamasi sonucu hiicre canliliginin %50
oranda azaldig1 dozlar belirlenmistir (Sekil 4.1.C ve Sekil 4.1.D).

DMSO grubundaki hiicre sayist ile kontrol grubu arasinda higbir fark gézlenmedigi ve
istatistiksel anlamlilik da olmadigi i¢in bundan sonraki diger ¢alismalarda DMSO grubu
calisilmadi.
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Percent Maximal Response

Percent Maximal Response

Sekil 4.1. A549 Hiicre hattinda (A: Dosetaksel, C: Deguelin) ve H1299 hiicre hattinda
(B:Dosetaksel ve D: Deguelin) 72 saatlik ICso dozlar1
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4.2. Akim Sitometrik Analizi

4.2.1. Akim Sitometrik-Apoptoz Analizi

A549 ve HI1299 hiicre hatlarindatekli ve kombine ilag gruplar1 ile kontrol grubu
arasinda apoptoz analizinde Q2+Q4 faz hiicre oraninda anlamli fark elde edildi (p<0.05).

Her iki hiicre hattinda Dosetaksel ve Deguelin yalniz baslarima ve kombine

kullanimlarinda apoptotik hiicre oranini anlamli 6l¢iide arttirdigi saptanmustir (Sekil (4.3),

Sekil (4.4) ve Sekil (4.5)).
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Sekil 4.2. A549 ve H1299 hiicre hatlarinda belirlenen IC50 dozlari ile 72 saatlik Dosetaksel

ve Deguelin uygulamasi sonucu elde edilen Akim Sitometrik-Apoptoz Analizi bulgulari.
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Tube: H1299 (Contral) Tube: H1299 (Dox)

Population #Events ®Total | Population #Events wTotal

B 20l Events io,000 1000 | [l A0 Events 10,000 1000
<] @ 593 59 <] @ 1,254 125
B az 300 30 B oz 368 3.7
oz 3,953 g49.45 B oz 813 813
(<] 24 154 15 (<] @4 247 25

Tube: H1299 {Deq) Tube: H1298 (dox+deq) 02

Population #Events %Totat | Population #ovents STotal

B 2 Events 10,000 1000 | AN Events 10,000 100.0
(] @1 1,043 104 Ko 510 51
B @z 215 22 a2 1,037 104
] a3 8594 859 B ea 8193 819
(<) a4 148 1.5 ) os 260 16

Tube: A549 {Contral)

Tube! A549 (Dox)™

Population #Events %Total | Population #Events %Tolal
B i Events 10,000 1000 | [l 20 Events 10,000 1000
B an 705 70 G o 85 100
ez 238 24 | ~BJaz 541 54
Bd a3 8821 882 Bdas 7.645 764
(<] a4 236 14 B a4 819 8.2
Tube: A549 (Dequeling Tube: A549 (Dequelin+Dox)
Population #Evenis %Total| Population #Events %Tofal
B i Events 10,000 100.0| Il AN Events 10,000 100.0
B o %0 26| Qo 299 30
B o2 470 47 Bz 330 3.3
B a3 8313 831 B as 8457 846
Bd o4 a57 96| o4 314 9.1

Sekil 4.3. Apoptoz Analiz Verileri.
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Sekil 4.4. A549 ve H1299 hiicre hatlarinda Apoptoz Analiz (Q4+Q2, Q4) sonuglari
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Sekil 4.5. A549 ve H1299 hiicre hatlarinda Apoptoz Analiz (Q1, Q2, Q3) sonuglari
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4.2.2. Hiicre Dongiisii

A549 ve H1299 hiicre hatlarinda tiim gruplar arasinda hiicre dongiisiiniin -biri harig-
tiim asamasindaki hiicre oraninlar1 arasinda anlamli farkliliklar elde edildi (p<0.05). Sadece
A549 hiicre hattinda Dosetaksel ile DEG+DTX gruplar1 arasinda apoptotik faza giren hiicre
yilizdesinde anlamli fark elde edilemedi (p>0.05).

H1299 hiicre hattinda Dosetaksel rejimine Deguelin eklenmesinin Dosetakselin
etkisini apoptoz fazinda inhibe ettigi tesbit edildi (p<0.05).
H1299 ve A549 hiicre hattinda Dosetaksel rejimine Deguelin eklenmesi Dosetakselin etkisini
GO0/G1 fazinda arttirdigi, sentez ve G2+M fazinda inhibe ettigi belirlendi (p<0.05) (Sekil
(4.6), Sekil (4.7), Sekil (4.8) ve Sekil (4.9)).

A549 H1299
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] ~{ O
: :
g & g 3 &
3 g_ K -3 §-
- =
zsg_ z: e
00 [*]
v g_ }_ v §_
v Soh G2M §'
& 83
o T T TITITT [ TIrr[rrrry o
200 F- ] 50 400 %0 200 %0
ASHS
B . ¢ g
g & g H
ok : 2 :
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g (.4 (s ¥ 8
&
T AR o
0 M W MW 0 W w2
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Sekil 4.6. A549 ve H1299 hiicre hatt1 tizerinde belirlenen IC50 dozlar ile 72 saatlik
Dosetaksel ve Deguelin uygulamasi sonucu elde edilen Akim Sitometrik Hiicre Dongiisii

Analiz bulgulari.
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Tube: H1289 (coetel) Tobe: H1289 (dox)
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Specimen Name: 1405201 5 (Mina)

Specimen Mame: 14052015 (Mina)

Tube Mame: A543 (control) Tube Mame: A543 (cox)
Record Date: May 14, 2015 5:06:35 PM Record Date: May 14, 2015 51306 PM
Pl-& Pl-A
Population #Events %Parent Mean | Populstion #Events %Parent hean
| B 16,853 g4z 4o.08s | [P 12,309 B15 53281
M sinalets 16,068 253 50,756 | I Singlets 10,214 830 585379
Apoptofic 277 1.7 13905 Apoptotic 1,847 181 22850
GORG1 15,302 Q5.2 50,496 GONG 4 558 44 7 50 222
E S phasze 333 21 70472 E S phase 2319 227 75530
G 2+hd 154 1.0 99133 >2+bA 1,411 138 100373
Specimen Mame: 1405201 5 (Mina) Specimen Mame: 14052015 (Mina)
Tube Mame: AS549 (deguelind Tube Mame: A549 (deguelin+do)
FEcord Dute: May 14, 2015 52537 PM Record Date: May 14, 2015 532205 PM
Pl-a Pl-A
Popuilation #Events Parent Mean || Population #Events “Parent hiean
. P 11,255 s63 45216 || e 12,351 E18 47067
B sinalet=s 10,002 8849 432M [ Singlets 10,059 814 S3020
[<] apoptatic 7 70 17180 Apoptatic 1,801 179 19,265
[ Goset 8,603 850 43312 GOAG 5,460 543 49458
S phase B18 B2 B2555 S phase 2125 214 75908
G2+ 72 07 935,243 G2+M ESS B5 99381

Sekil 4.7. Hiicre Dongiisli Analiz Verileri.
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Sekil 4.8. A549 ve H1299 hiicre hatlarinda Hiicre Dongiisii Analiz (apoptoz ve Go/G1)

sonugclari.
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Sekil 4.9. A549 ve H1299 hiicre hatlarinda Hiicre Dongiisii Analiz (S, G2+M) sonuglari.
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4.3. Koloni Savyis1 Analizi

H1299 hiicre hattinda kontrol grubu ile Dosetaksel ve Deguelin gruplari arasinda
koloni sayisinda anlamli fark elde edilmistir (p<0.05). Ilag¢ gruplar1 arasinda koloni sayisinda
anlamli fark saptanmamistir (p>0.05). Kontrole karsi en diisiik koloni sayisi Deguelin

grubunda goriilmektedir. (Sekil 4.10)

A549 hiicre hattinda kontrol grubu ile Dosetaksel gruplari arasinda koloni sayisinda
anlaml fark elde edilmistir (p<0.05). Ancak kontrol grubu ile Deguelin grubu arasinda koloni

sayisinda anlamli fark saptanmamistir (p>0.05) (Sekil 4.10).

Deguelin ve Dosetaksel gruplar1 arasinda koloni sayisinda anlamh fark saptanmistir
(p<0.05). A549 hiicre hattinda ilag gruplar1 arasinda en yiiksek koloni sayisi Deguelin
grubunda saptanmistir (Sekil 4.11 ve Sekil 12).
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Sekil 4.10. A549 hiicre hattinda Koloni Sayist1 Analiz sonuglari.
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Sekil 4.11. H1299 hiicre hattinda mikroskop altinda 4X’lik biiylitmede fotograflanan
koloniler (A: H1299 Kontrol grubu, B: H1299 Deguelin grubu, C:H1299 Dosetaksel grubu).
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Sekil 4.12. A549 hiicre hattinda mikroskop altinda 4X’lik biiyiitmede fotograflanan koloniler
(A: A549 Kontrol grubu, B: A549 Dosetaksel grubu, C: A549 Deguelin grubu)
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4.4. Migrasyon Analizi

H1299 ve AS549 hiicre hatlarinda kontrol ve Deguelin gruplarinin migrasyon testi
yapilmistir. 24 saat sonunda elde edilen sonuglara gore Deguelin’e maruz birakilan H1299 ve
A549 hiicre hatlarinda hiicrelerin iireme ve ¢ogalma hizinin inhibe edildigi gézlenmistir. Bu
sonuglarda Deguelin’in H1299 hiicre hattinda daha etkili oldugu goriilmektedir (Sekil 4.13 ve
Sekil 4.14).

H1299 Kontrol

H1299Deguelin

1.Saat 09 1.Saat
977842pm 1097 533 pm

A C

D

B
R G Sy H1299Deguelin
H1299 Kontrol "S5 24 Saat
24 saat 4 it i 830 ym

Sekil 4.13. H1299 hiicre hattinda migrasyon analizinde mikroskop altinda 4X’lik biiylitmede
1. ve 24. saat sonunda fotograflanan hiicreler (A: H1299 hiicre hattinda kontrol grubunda
l.saat sonunda ayrik bolgenin mesafesi 977.842 pum. B: H1299 hiicre hattinda kontrol
grubunda 24. saat sonunda ayrik bolge hiicreler ile kapanmis. C: H1299 hiicre hattinda
Deguelin grubun 1.saat sonunda ayrik bolgenin mesafesi 1097,533 um. D: H1299 hiicre
hattinda Deguelin grubun 24. saat sonunda ayrik bolge 830 um)
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A549 Kontrol
1 Saat
1224 ym

A549 Kontrol

24 saat

A549 Deguelin
f Saat
1092 691 pm

A349 Deguelin
24 Sadt
275,094 ym

Sekil 4.14. A549 hiicre hattinda migrasyon analizinde mikroskop altinda 4X’lik biiylitmede 1.

ve 24. saat sonunda fotograflanan hiicreler (A: A549 hiicre hattinda kontrol grubunda 1.saat

sonunda ayrik bolgenin mesafesi 1224 um.B: A549 hiicre hattinda kontrol grubun 24. saat

sonunda ayrik bolge hiicreler ile kapanmis.C: A549 hiicre hattinda Deguelin grubunda 1.saat

sonunda ayrik bolgenin mesafesi 1092,691 um. D: A549 hiicre hattinda Deguelin grubunda

24. saat sonunda ayrik bolge 275,094um.)
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5. TARTISMA

Dosetaksel akciger kanserinin standart tedavisinde yer alan, oldukca toksik bir ajandir.
Dosetaksel’in siddetli derecede goriilen yan etkileri sa¢ dokiilmesi, kemik iligi baskilanmasi,
orta derecede mukozit, 6dem, hipersensitivite reaksiyonlar1 ve cilt-tirnak degisiklikleridir.
Bunlar arasinda en 6nemli yan etkiler kemik iligi lizerine olan yan etkisidir. Dosetaksel’in yan
etkilerinin siddetine gore doz kisitlamasi, tedaviye ara verilmesi ve graniilosit monosit koloni
stimiile edici faktorlerin (GM-CSF) kullanilmasi gerekebilmektedir (56). Akciger kanseri
standart tedavisinde kullanilan Dosetaksel’in oldukga toksik bir ajan olmasi, sitotoksisitesini
inhibe etmeye ve antikanser etkinligini arttirmaya yonelik bir¢ok arastirma yapilmasinmi da
beraberinde getirmektedir. Literatiirde Dosetaksel ile kemopreventif ajanlarin akciger kanseri
hiicre hatlar1 {lizerinde kombine kullanimmni destekleyen bir¢ok ¢alisma mevcuttur
(57,58,59,60,61). Son zamanlarda, bitkisel ilaglar ¢ok az yan etkileri ile akciger kanseri

tedavisi i¢in ¢ekici yaklagimlardan biri olarak kabul edilmistir.

Ana hedefimiz, son yillarda yeni bir antikanser ajan olabilecegi literatiirde tartisilan
Deguelin’in akciger kanseri hiicre hatlarinda etkinligini degisik ana yolaklarin analizleri ile
izlemekti. Bu ¢alismada akciger kanseri hiicreleri icin kemoterapotik bir ajan olan Dosetaksel
ile potansiyel bir ajan olan Deguelin, 2’li kombinasyon halinde tedavi yoniinde kullanildi.
Akciger kanseri hiicre hatlarinda, Dosetaksel rejimine Deguelin ilavesi, anti-kanser etkinlige
katkisi, hiicre dongiisii ve apoptotik yolak, koloni sayisi ve migrasyon iizerine etkileri
acisindan incelendi. Literatiirde bu kombinasyon ile ilgili bir calisma bulunmadigindan
bulgularimizin literatiire Onemli bir katki saglayacagini diisiinmekteyiz. Bu dogrultuda

akciger kanseri hiicre hatlart olan H1299 ve A549 kullanild:.

Thamilselvan ve ark.’nin prostat kanseri hiicre hatlarinda DEG calismasinda 72 satlik
DEG’in etkin dozu nM olarak elde edilmesi bu calismada elde edilen analiz sonuglarini

desteklemektedir (62).

H1299 ve A549 hiicre hatlarinda Deguelin’in IC50 dozunu belirlemek i¢in ilk 24 saatlik
yapilan deneyler sonrasindaki (4 deney) sitotoksidite testlerinde IC50 etkinliginin ¢ok ytliksek
dozlara ¢ikmasi nedeniyle 48 saatlik deneyler (4 deney) yapildi. Ancak tekrar yiiksek IC50
doz elde edildi ve sonug olarak 72 saatlik deneylerde “diisiik dozlarda” Deguelin’in etkili

dozu saptandi. Deguelin’in etkili IC50 dozu 72 saatlik deneyde elde edildigi i¢in Dosetakselin
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de 72 saatlik etkili IC50 dozu belirlendi. H1299 ve A549 hiicre hatlarinin 72 saatlik 1C50
dozlarina bakildiginda, Dosetaksel ve Deguelin’in etkin dozunun H1299 hiicre hattinda, A549
hiicre hattina gore daha yiiksek oldugu saptandi (Deguelin: A549 hiicre hattinda 235.2 nM,
H1299 hiicre hattinda 144.4 nM ve Dosetaksel: A549 hiicre hattinda 3.41 pM, H1299 hiicre
hattinda 2.101 puM).

Kogdor ve ark. H1299 ve A549 hiicre hatlarinda Dosetaksel ve Cinko c¢aligmasinda
Dosetaksel’in sitometrik analiz sonuglar1 bu ¢alismada elde edilen analiz sonuglarini

desteklemektedir (57).

Bu bulgular iizerine akciger kanseri hiicre hatlarinda diger analizler (migrasyon, flow
sitometrik analizler ve koloni analizleri) ger¢eklestirildi. Belirlenen etkin dozlar ile akim
sitometrik olarak hiicre dongiisii ve apoptoz analizleri gergeklestirildi. Bu kombinasyon ile
ilgili literatiirde bir ¢aligma olmadigi i¢in hiicre donglisii ve apoptoz analizi bulgularinin
onemli oldugunu diisiinmekteyiz. Buradan yola ¢ikarak kemoterapi sirasinda Deguelin destegi
ile kemoterapiden kaynaklanan toksik etkilerin engellenebilecegi ya da azaltilabilecegi

ongoriilebilir.

H1299 ve A549 hiicre hatlarinda yapilan hiicre dongiisii analizlerinde ise Dosetaksel
rejimine Deguelin eklenmesinde, Dosetaksel ajaninin S fazinda tutulan hiicre oranini azalttig:
gozlemlendi. H1299 hiicre hattinda Deguelin’in tek basina tedavi edici ajan olarak kullanimi
ile kontrol grubu kiyaslandiginda S fazinda tutulan hiicre oranini azalttig1 izlendi. Buna karsin
H1299 hiicre hattinda Dosetaksel’in tek basina tedavi edici ajan olarak kullanimi ile kontrol
grubu kiyaslandiginda S fazinda tutulan hiicre oranini arttirdigi ve A549 hiicre hattinda ise
Deguelin ve Dosetaksel’in tek baslarmma tedavi ajani olarak kullanildiklarinda S fazinda
tutulan hiicre oranini arttirdigr goriildii. Her iki hiicre hattinda Deguelin ve Dosetaksel’in tek
baslarina tedavi ajani olarak kullanildiklar1 gruplar ile kontrol grubu kiyaslandiginda apoptoza
giden hiicre oranimi arttirdigi gozlemlendi. A549 hiicre hattinda Dosetaksel’e Deguelin
eklenmesinde ise Dosetaksel’in apoptoza yonlendirdigi hiicre oraninda engelleyici bir etkisi

oldugu belirlendi.

H1299 ve A549 hiicre hatlar hiicre dongiisii analizinde, Dosetaksel rejimine Deguelin
eklenmesinin Dosetaksel’in etkisini GO/G1 fazinda arttirdig1 ve G2+M fazinda inhibe ettigi
belirlendi. H1299 hiicre hattinda Deguelin ve Dosetaksel’in tekli kullanildigi gruplar ile
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kontrol grubu kiyaslandiginda G2+M fazinda tutulan hiicre oranini arttirdiklar1 ancak A549
hiicre hattinda Deguelin’in bu hiicre oraninin azalmasina sebep oldugu gozlemlendi. Her iki
hiicre hattinda Deguelin ve Dosetaksel’in tekli kullanildigi gruplar ile kontrol grubu
kiyaslandiginda GO/G1 fazinda tutulan hiicre oraninin azaldig1 ve Deguelin ile Dosetaksel ile

kombine edildigi gruplarda Deguelin’in Dosetaksel etkisini tetikledigi izlendi.

Thamilselvan ve ark.’nin prostat kanseri hiicre hatlarinda (62), Suh ve ark.‘nin (63)
meme kanseri hiicre hatlarinda DEG c¢alismasindaki koloni sayisi analiz sonuglart bu

calismada elde edilen analiz sonuglarini desteklemektedir.

Koloni analizinde yapilan tekli ila¢ calismasinda AS549 ve H1299 hiicre hatlarinda
Dosetaksel ve Deguelin’in kontrol grubu ile kiyaslandiginda koloni sayisinin azalmasina
sebep olduklar1 saptandi. H1299 hiicre hattinda Deguelin’in, A549 hiicre hatt1 ile
kiyaslandiginda koloni sayisinin azalmasinda daha etkin oldugu goriildii. Literatiirde Deguelin
acisindan bu hiicre hatlarinda koloni analizi, calismamiz zaman diliminde ya yoktu ya da biz

ulasamadik.

2015 yilinda Zhao ve ark.'nin yaptigi KHDAK hiicre hatlarinda DEG calismasinda

migrasyon analizi sonuglar1 bu ¢alismada elde edilen analiz sonuglarini desteklemektedir (64).

Zhao 2017 yilinda baska ekip ile KHDAK hiicre hatlarinda DEG ile yaptig1 ¢alismada
elde ettigi migrasyon analizi sonuglar1 bu caligmadaki analiz sonuclarini desteklemektedir

(65).

H1299 ve A549 hiicre hattinda kontrol gruplart ve Deguelin gruplarinda yapilan
migrasyon analizinde 24. saatte meydana gelen hiicre gociinde anlamli istatistiksel farklilik
saptandi. 24.saatin sonunda elde edilen sonucglar Deguelin’in, H1299 hiicre hattinda,
hiicrelerin iireme ve ¢ogalma hizini, A549 hiicre hatt1 hiicrelerine gore daha fazla inhibe ettigi
gozlemlendi. Elde edilen bu sonu¢ H1299 hiicre hattinda Deguelin’in daha etkili oldugunu
gostermektedir. Literatiirde, yine c¢alismamiz zaman diliminde akciger kanseri hiicre

hatlarinda Deguelin’in migrasyona etkisi ile ilgili bilgiye rastlayamadik.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Deguelin’in; akciger kanseri hiicre hatlarinda etkin konsantrasyonda kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigi hipotezi ¢alisma sonuglarimizda dogruland,

2. DEG+DTX kombinasyonunun akciger kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasinda, ilaglarin tek
baslarina kullanilmalarina gore daha basarili oldugu goriildii,

3. Bu etkiyi apoptoz yolaklarini kullanarak gerceklestirebilirligi ile ilgili 6ngoriilerimiz
hakkinda yeterli sonuglar elde edilemedi,

4. Calismamizda elde ettigimiz verilerle; Deguelin’in antikanser etkisinin, kanser
hiicrelerinin Sliimiine yol agmaktan ziyade, hiicrelerin yayilimini azaltarak olabilecegini

ortaya koyduk.

» Sonug olarak Deguelin, Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Kanser hiicre hatlarinda antikanser
ilag aday1 olarak etkilidir. Bu etkinin standart tedavide kullanilan ilag (Docetaksel) ile
artmas1 da diisiik doz kombinasyonlarin yapilabilmesine olanak vermesi agisindan
onemlidir. Antikanser etkinligi ve bu etkinin mekanizmalarini ortaya koyucu ana yolak
calismalar1 bu tez arastirmasinda yapilmustir. (Inhibitér konsantrasyon, apoptoz, hiicre
dongiisii analizleri, migrasyon ile koloni formasyon ¢aligmalar1). Sonuglar boliimii 4 de
yer alan ve ¢ok onemli bulgu olarak Ongdrdiigiimiiz etkinligin, ileri arastirmalarla
ortaya konabilmesi i¢in; bundan sonraki ¢alismalarimizda Deguelinin yalniz basina ve
standart tedavi ilaclar1 ile kombinasyonlarinin etkinligini, ekip olarak akciger kanseri

deney hayvani modellemesinde arastirmay1 hedefledik.
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