T.C. iSTANBUL KULTUR UNIVERSITESI
LiSANSUSTU EGITIM ENSTITUSU

A549 KUCUK HUCRELI DISI AKCiGER KANSERI HUCRELERINDE
CDK 4/6 INHIBITORU PALBOCICLIB’IN ENFLAMASYON iLE iLGILI
ETKILERININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZI
SULE KAYA

1102060038

Anabilim Dali: Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Programi: Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Tez Damismani: Prof. Dr. Narcin PALAVAN UNSAL

EYLUL 2019



T.C. iSTANBUL KULTUR UNiVERSITESI
LISANSUSTU EGITIM ENSTITUSU

A549 KUCUK HUCRELI DISI AKCiGER KANSERI HUCRELERINDE
CDK 4/6 INHIBITORU PALBOCICLIB’IN ENFLAMASYON iLE iLGILI
ETKILERININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LISANS TEZIi
SULE KAYA

1102060038

Tezin Enstititye Verildigi Tarih: 1 Ekim 2019
Tezin Savunuldugu Tarih: 2 Eylul 2019

Tez Danismani: Prof. Dr. Narcin PALAVAN UNSAL
Juri Uyeleri: Prof. Dr. Elif Damla ARISAN

Doc¢. Dr. Gizem DINLER DOGANAY (istanbul Teknik Unv.)

EYLUL 2019



ONSOZ

Istanbul Kdiltir Universitesi’ne basladigim lisans déneminin ilk giniinden beri
sevgisiyle, ilgisiyle, sefkatiyle, hosgoriisiiyle hep yanimda olan ve ayn1 zamanda hayata
ve bilime kars1 olan azmiyle, Gstun bilgisiyle, tecriibesiyle yolumu aydinlatan, gok
sevdigim ve saygi duydugum degerli tez danigman1 hocam Prof. Dr. Nar¢in PALAVAN
UNSAL’a tesekkiirii bir borg bilirim.

Lisans ve yiksek lisans doneminde akademik bilgileriyle, hayata dair éngorisiyle,
miilkemmel is ahlaki ve disipliniyle, ¢alisanin hakkini fazlasiyla veren, iiretmeye tesvik
eden, engin bilgilerini paylasan ve istiin sabriyla siirekli iyi olmamiz i¢in bizi hep
motive eden ¢ok sevdigim ¢ok saygi duydugum rol-modelim sayin Prof. Dr. Elif Damla
ARISAN’a tesekkiirti bir borg bilirim. Lisans ve yuksek lisans egitimime biiyiik katkilari
olan derslerimizin bilimle, kaliteli espri anlayislariyla dolu dolu gegmesini saglayan
pozitif enerjileriyle i¢imizi 1sitan ¢ok sevdigim ¢ok deger verdigim sayin Prof. Dr. Ajda
COKER GURKAN ve Dog. Dr. Pmnar OBAKAN YERLIKAYA’ya tesekkiirii bir borg
bilirim. Laboratuvar g¢alismalar1 sirasinda yardimlarini esirgemeyen sevgili arastirma
gorevlileri hocalarim Ozge BERRAK, Pelin OZFiLiZ, Burcu AYHAN SAHIN ve Halil
Onder OZBASAK ’a tesekkiir ederim. Aklin ve bilginin yasta degil basta oldugunu bir
kez daha hatirlatan ¢ok sevgili arkadaslarim, kardeslerim Kadriye KOYUNCU,
Mervenur COBAN, Bértegine SEVGIN, Zeynep Elif APAYDIN, Tamer GUMUS, Sina
KASHANI, Orcun OKUMUS, Farangiz GHODRATI, Tugba YENIGUN, Derya
BULUT, Esra NEBILER, Kaan Adacan HARMAN Sena AKSU, ilayda SONMEZ,
Tugee CELIK, Kiibra SELCUK, Eren YUKSELOGLU, ibrahim Hakki KARAKAYA,
Ece BARDAKKAYA, Ozlem SONMEZ, Resul KAYA, Elif KANSIZ, Berre
AKDENIZ, Ulkii GUNGOR, Handan ALTUN ve burda daha adimi yazamadigim diger
tim calisma arkadaglarima tesekkiir ederim. Kosulsuz sevgi ve desteklerini hi¢ bir
zaman benden esirgemeyen her zaman yanimda olan annem Hatice KAYA, babam
Fahrettin KAYA ve sevgili abim Suat KAYA’ya sonsuz tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica
egitim ve 6gretim hayatima sundugu biiyiik katkilarindan dolayr ISTANBUL KULTUR
UNIVERSITESI ne tesekkiirii bir borg bilirim.



ICINDEKILER

(0] 150 7SSOSR i
KISALTIMALAR e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeas %
SEMBOL VE BIRIM LISTESI......coiiiiiiitiie ettt X
SEKIL LISTESI...eeittiitiiiteeitt ettt ettt ettt e ae et et sba e ebeesneeaeenaeenes Xi
TABLO LISTESI ...ttt Xiv
OZET . XV
AB ST RACT .ttt XVi
1. GENEL BILGILER.......cocuiiiiiiiiiiiiiiiicsi e 1
1.1. Diinyada Akciger Kanserinin Epidemiyolojisi ........cuuuviiirruiiiiimiiiieiiiiiieeciii e 1
1.2. Tirkiye’de Akciger Kanserinin Epidemiyolojisi .......cccuuvuuiiieriiiiiiiiiiiinneeeeeciiiiiinnnn 3
1.3. Akciger Kanserlerinin Siniflandirmast ............ooveeiiiieiiiiiiininieiiiii e 4
1.3.1. Akciger AdenoKarSinOmMa. ... . ..cuuuueieeri i et e et e e 5
1.3.2.  Skuamoz HUCre KarsinOMa ..........coiiiuuririiiiieee et 5
1.3.3. NOroendoKrin TUMOFIEr ..........ccooiiiiiiiiiiiiiie s 6
1.3.4. Kuglk HUcreli KarsinOma...........oooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 7

1.4.  Akciger Kanserinin Molekiiler Mekanizmalart..............ouviiiiieiiiieiiiiiieeecceeinn, 8
1.4.1. KR A 9
142, EGFR e 9
L4 3. BRAF 10
144, PIBK/IAKT/MTOR ...cooiiiiiiiiiei ittt 10
LAAD. ALK 10
T I o3 P 11
147, p16 " -SIKINDL-CDKA-RB YOIaBl crovvvveoooeeeeoeoeeeosoeeeoeeoeeoeeoee oo 11

1.5.  Akciger Kanserinin Tani ve Tedavi YONteMIETT .......cccvvvrrrmmiiieeeiiieniiiinineeeeeeeninnes 12
1.6.  Akciger Kanseri Tedavisinde Molekiiler Temelli Yaklasimlar ............ccccocvvevunennns 14



1.7.  Kanser Tedavisi Igin CDK4 InhibitOrleri............coooooieiiiiiieiceieecceeeeeeeeee 15

1.8.  Bir Cdk Inhibitérii Olan Palbociclib’in Kanser Uzerine EtKisi ........cccccvervreveinnnne. 18
1.9.  Wnt Sinyal Yolagi ve AKciZer Kanseri ......c.cuuuuiniieeiiiemmiiiiiieeeeeeeen e 21
1.10. NF-KB Sinyal YOlagi ......ccoeeemmimiiiiieiiiiiei e 23
1.11. A549 Epitel Akciger Karsinoma Hiicreleri........oouvviiviiiiiiiiiiin i 25
2. MATERYAL VE YONTEMLER .....cccoiiiiiiiie ittt 26
2.1 MaterYaller.......oue i 26
2110 CHNAZIAN .o 26
2.1.2.  Hucre KUItUri DonantmIari.............oouuiuriiiiiiieeeeeisiiiee e 26
2.1.3. Kimyasal Maddeler ...........uvueiiiieii e 26
214, COZEILHEI ... 26
2.2, YONEMIET ..o 26
221, HUCIE KUIUIT. ... 26
2.2.2.  Hicrelerin Dondurtulmasi..........uuuuiiiieeiiemiiiiie e e 27
2.2.3. Hucrelerin COZUIMESI ........ooviiiiiiiiiiieeeeeee e 27
2.2.4.  Hiicre Sagkalim ANaliZi.........ccuuuuuiiiiiiiiiiiiiii e 27
2.25.  YaralyileSmesi Deneyi........cceevueiuieiuiiieeiieeiecieeteeeree ettt 27
2.2.6. Koloni FOrmasyon DENEYI .......iiieeiiieeiiiiee e eeee e eeaaaaaans 27
2.2.7.  Fluoresan MiKroskobi...........cccoiiiiiiiiiiiii 28
2.2.8.  Propidyum Iyodiir (PT) Boyama ile Olii Hiicrelerin Gosterilmesi..................... 28
2.2.9. 2 4,6-Diamidino-2-fenilindol (DAPI) ile Apoptotik Hicrelerin Gosterilmesi ....28
2.2.10. DiOC6 ile Mitokondri Membran Potansiyelindeki Degisikliklerin Gdsterilmesi29
2.2.11.  Acridine Orange ile Otofagolizozomlarin Tespiti..........ccuvvuuiiirreiiieeininiinieenn. 29
2.2.12.  Total Protein IZolasyonu ...........c.ciueiueeiueeieiie e sree et 29
2.2.13.  Protein Miktarinin Bradford Analizi Ile Belirlenmesi ..............cccovveeiiininnnnnn. 30
2.2.14.  ImmUNODIOtIAMA.........ccvieiiieiiieie ittt 30
2.2.15.  IstatistikSel ANAZIET ........ccveerierieitiiteerieiesieste et et 31



2.2.16. PathScan Inflammation Multi-Target Sandwich ELISAKit .............cccceveeneenne. 31

3. SONUGLAR L. 32
3.1.  A549 Hicrelerinde Palbociclib’in Sagkalim Uzerine EtKileri...........coviveiveireennenn 32
3.2.  A549 Hiicrelerinde Palbociclib’in Yara Iyilesmesi Uzerine Etkileri.............c.ccveenn... 33
3.3.  A549 Hiicre Hattinda Koloni Formasyonunun GoOsterilmesi ..........ccuvuvveveeinienrennnn. 34
3.4.  A549 Hucrelerinde Palbociclib’in Etkisini Fluoresan Boyamalar ile Gosterilmesi.... 36
35. A549 Hiicre Hattinda Palbociclib’in Molekiiler Hedefler Uzerine Etkilerinin
GOSEEIIMESI. ... s 37

4. TARTISMA ..ottt be bbb eeaeaaaes 41

5. KAYNAKLAR ... 49

8. B L E R 54
EK A CINAZIAT ... 54
EK B: HUCRE KULTURU DONANIMLARI .......octiiiiiitiiteeieee et 55
EK C: KULLANILAN KIMYASALLAR .....oooiitiiiiiecie et 56
EK D: KULLANILAN ANTIKORLAR ......ccoiiitiiiiiiiie e 57
EK E: KULLANILAN KITLER........cuiiiiieitieecte ettt 58
EK F: COZELTILER .....ooiiitiie ittt ettt e ae e s tee e et e s enaa e e eaneas 58

OZGECMIS oottt ettt e et e e et e e et e e st e e e et et e e et e e e st e e e sreeesereeens 60



KISALTMALAR

AAK:
AK:
AKT (PKB):
ALK:
APC:
ASHK:
ATCC:
BCL-XL:
BCL-2:
BRAF:
BSA:
BT:
CDK:
CDK1:
CDKa2:
CDK 4/6:
CLB:
c-Myc:
DAPI:
DMEM:

DDR2:

Akciger adenokarsinoma
Adenokarsinoma

Protein kinaz B

Reseptor tirozin kinaz

Adenomatoz polipozis coli

Akciger skuamoz hiicreli karsinoma

Amerikan tip kiltir koleksiyonu
B-hucresi lenfoma-ekstra blyik
B-hticresi lenfoma

B-Raf protoonkogen

Sig1r serum albumin

Kontrastl bilgisayarli tomografi
Sikline bagimli kinaz

Sikline bagimli kinaz-1

Sikline bagimli kinaz-2

Sikline bagimli kinaz 4/6

Hucre 6zutleme tamponu

Miyelositomatosis viral onkogen homologu

4’ 6-diamidino-2-fenilindol

Dulbecco’nun modifiye eagle besiyeri

Diskoidin alan reseptor 2



DMSO :
DNA:
DSO:
E2F:
EDTA:
EMLA4:

EMT:

ERBBL (HER1):

EGFR:

FBS:
FGFR1:
fosfo-NF-kB:
fosfo-SAPK:
FOXML1:
FZD2:

GDP:

GTP:

H&E :
HRAS:
IARC:

IGE:

IkB:

JAK:

Dimetil sulfoksit

Deoksiriboniikleik asit

Dunya saglik orgiitii

Transkripsiyon faktori

Etilen diamin tetra asetik asit
Mikrotlibiil bagli protein benzeri 4
Epitel-mezenkimal gegisi

Reseptor protein tirozin kinaz
Epidermal blylme faktori reseptorii
Fetal s181r serumu

Fibroblastik buylme faktori reseptori 1
Fosfo-B hiicresi nuklear faktér kappa-hafif zincir-aktivatori
Fosfo-stres ile aktive olan kinaz
Forkhead box M1

Frizzled class receptor 2

Guanozin difosfat

Guanozin trifosfat

Hematoksilen ve eozin
Protoonkogen

Uluslararas1 kanser ajansi

Insani gelisme endeksi

Kappa B'nin inhibitor

Janus kinaz

Vi



JNK:

KHAK:
KHDAK:
Ki-67:
KRAS:
MAPK:
MEK (MAPKK):
MMP-7:
mTOR:
NET:

NF-kB:
NRAS:

pl6 (CDKN2A):
p16 INK4a:
p53:

PBS:

PCP:
PD-0332991:
PET:

PI:

PI3K:
PI3KCa:

RAF:

C-Jun N-terminal kinaz1

Kicuk hiicreli akciger kanseri

Kicuk hiicreli dis1 akciger kanseri

NKkleer bir protein

Protoonkogen

Mitojenle aktive olan protein kinaz

Mitojenle aktive olan kinaz

Matriks metalloproteinaz-7

Memeli rapamisin hedefi

NoOroendokrin timorler

B hiicresi ntiklear faktor kappa-hafif zincir-aktivatori
Noroblastoma RAS viral onkogen homolog
Sikline bagimli kinaz inhibitori

Sikline bagimli kinaz inhibit6rii
Apoptozun-timor-iliskili proteini -53

Fosfat tamponlu tuz

Kanonik olmayan dizlemsel hiicre polaritesi yolu
Sikline bagimli kinaz inhibitorii bir ajan

Pozitron emisyon tomografisi

Propidyum iyodur

Fosfatidilinositol-3-fosfat

Fosfatidilinositol-4,5-bisfosfat 3-kinaz katalitik alt Uinite alfa

Proto-onkogen serin/treonin-protein kinaz

Vil



RAS:
RB:
RNA:
SAPK:
SDS:
SDS-PAGE:
Ser:
SiRNA:
STAT:
STAT3:
Sulf-1:
Sulf-2:
TBS:
TBS-T:
TCF:
TEMED:
Thr:
TNKS1:
TNKS2:
TTF-1:
TP53:
Tyr:

VEGF-A:

Rat sarkoma viral onkogen homolog
Retinonoblastoma

Ribonukleik asit

Stres ile aktive edilen kinaz

Sodyum dodesil stilfat

SDS poliakrilamid jel elektroforezi
Serin

Kicuk engelleyici RNA
Transkripsiyonun sinyal doniistiiriiclisii ve aktivatorii
Transkripsiyonun sinyal doniistiiriiclisii ve aktivatorii-3
Silfataz-1

Sulfataz-2

Tris tamponlu tuz

TBS-tween

T-hicre faktor
Tetrametiletilendiamin

Treonin

Poli [ADP-riboz] polimeraz tankiraz-1
Poli [ADP-riboz] polimeraz tankiraz-2
Tiroid transkripsiyon faktor(

P53 geni

Tirozin

Vaskuler endotelyal blytme faktori A

viii



wnt: Wingless type (kanatsiz tip)



SEMBOL VE BiRiM LiSTESI

%: Yizde

°C: Derece

Mg: Mikrogram

ul: Mikrolitre

MM Mikromolar

g: Santrifuj kuvveti
ar: Gram

kDa: Kilodalton

L: Litre

M: Molar

ml: Mililitre

mm: Milimetre

nm: Nanometre

pH: Hidrojen derecesi
rpm: Dakikadaki doniis sayisi

sa: Saat



SEKIL LiSTESI

Sekil 1.1. 2018'de her iki cinsiyet i¢in en sik goriilen 10 kanserin olgular1 ve 6liimlerinin
dagilimlart (Bray ve ark., 2018)......cccoiiiiiiiiiii 2
Sekil 1.2. Akciger kanseri igindeki gen mutasyonlari, amplifikasyonlari ve gen
flizyonlari. (a) gen ekspresyonunun ii¢ ortak KHDAK tipi i¢indeki iliskilerini gosterir.
Gosterilen genlerin paternleri, baskin genetik degisiklikler acisindan kanser alt
tiplerindeki egilimleri gostermek igin goreceli ve mutlak degildir. Ozellikle kiigiik
hiicreli akciger kanserinin skuamoz hiicreli karsinoma ve adenokarsinoma ile benzerligi
vurgulanmistir. (b) Bu genetik yerlesim yerlerinde, mevcut mutasyonlarin niteligi
bakimmdan 6nemli farkliliklar vardir. Ozellikle AK ile yaygin olan ve gosterilen
mutasyonlari, amplifikasyonlar1 ve delesyonlari kapsayan EGFR mutasyonlar1 (Wood
ve ark., 2015) uyarlanarak alInmISHIT. .....ccveiiiiiiiiiiiii i 12

Sekil 1.3. KHDAK ’ye yonelik baz1 6nemli kesifler ve klinik ¢alismalar (HeRBst ve ark.,

2018) uyarlanarak aliNMISHIT. .......eiiiiiiieiii e 15
Sekil 1.4. Hiicre dongiisii ve hiicre dongilisiinlin diizenlenme siireci. (Cadoo ve ark.,
2014) uyarlanarak aliNmISHIT. ........ooiiiiiiiiiiieii e 16
Sekil 1.5. CDK komplekslerinin biyolojik fonksiyonlarinin 6zeti (Asghar ve ark., 2015)
uyarlanarak alInmISHT.........c.oiiiiiiiiiii 17
Sekil 1.6 Palbociclib (PD-0332991) (Cadoo ve ark., 2014) .......cccceveviiiiiiieienieseeins 19

Sekil 1.7. Palbociclib'in etki mekanizmasi. Siklin D1, CDK4'1i ve daha sonra ortaya
cikan kompleks fosforilatlar1 retinoblastoma proteinini aktive eder. RB fosforile
edildikten sonra (P) E2F transkripsiyon faktorleri ailesi serbest kalir. Boylece G1-S
gecisi saglanmig olur. Palbociclib, RB fosforilasyonunu nihai olarak engelleyerek G1-S
gecisini engeller. Palbociclib'in bir bagka onerilen etkisi de EMT siirecine katkida
bulunan COX-I1I enziminin ekspresyonunu inhibe ederek metastazi azaltmasidir. EMT,
hiicrelere invazif ve metastatik 6zellikler verir. Ayrica, anjiyogenezde rolii oldugu
bildirilen CDK6'nin bloke edilmesiyle Palbociclib'in anjiyogenez etkisine sahip oldugu
onerilmektedir (Ehab ve ark., 2016) uyarlanarak alinmigtir. ..........ccccooeveviieniiienninenne 20
Sekil 1.8. Kanser hiicrelerinde Wnt sinyallerinin sematik gosterimi. A. Kanonik Wnt

yolu B. Kanonik olmayan duzlemsel hicre polaritesi (PCP) yolu C. Kanonik olmayan

Xi



Wnt/Ca*? yolu D. Kanonik olmayan Wnt5/Fzd2 yolu. (Sandsmark ve ark., 2017)
uyarlanarak alInmISHT.........c.oiiiiiiiii 23
Sekil 1.9. Kanserde NF-«B'in rolleri (NF-xB) dogrudan ve dolayli olarak enflamasyonu,
kanser hiicresi proliferasyonunu ve sagkalimini, epitelyal mezensimal gegisi (EMT),
invazif davranigi, anjiyogenez ve metastazi, genetik ve epigenetik degisiklikleri, kanser
kok hiicre olusumunu kontrol eder. Hiicresel metabolizma ve terapi direnci. NF - B
aktivasyonu, cesitli mekanizmalar yoluyla immiinosupresyona neden olur. (LPS,
lipopolisakarit; TNF, timor nekroz faktorl) (Taniguchi veKarin, 2018)’den
degistirilerek alINMISEIT. .......cooviiiiiiiiiii e e 24
Sekil 1.10. A549 hiicreleri (https://www.atcc.org/~/ps/CCL-185.aShX)..........ccccvrvrnnne. 25
Sekil 3.1. Palbociclib ile muamele edilen A549 akciger kanseri hiicre hatlariindaki
(KHDAK) hiicre sag kalim potansiyelinin doza bagli olarak (0-96) saat arasinda
gosterilmesi. Lineer grafik 6rneklerden elde edilen verilerin ortalamasi + standart hatasi
olarak sunulmustur (n=2). Her bir deney 100000 hiicre ile baglatilmistir. ...................... 32
Sekil 3.2. Farkli dozlarda Palbociclib ile muamele edilen A549 akciger kanseri hiicreleri
0-24 ve 48 saatten sonra DiOC6 ile mitokondri membran potansiyeli agisindan
fluoresan mikroskobunda INCEIENMESI. ..........coviiiiiiiiiiic e 33
Sekil 3.3. Farkli doz ve zamanlarda Palbociclib ile muamele edilen A549 hiicrelerinde
yara kapanma mesafelerinin sutun grafik ile gosterilmesi. (GraphPad Prism 8
kullantlarak GIZIIMISHT.) ....oooueeiiiiiie i 33
Sekil 3.4. A549 akciger kanseri hiicrelerinde Palbociclib uygulamasi sonucunda koloni

olusturma potansiyeli hiicrelerin gosterilmistir. Kristal boyama sonuglar1 sunulmaktadir.

Sekil 3.5. A549 KHDAK hiicrelerine 1 uM ,2.5 uM ve 5 uM Palbociclib 24 saat sure
ile uygulanmistir. Hiicre koloni ¢ap1 ve koloni sayis1 graphpad programi kullanilarak
stitun grafik elde edilmistir. Siitun grafik 6rneklerden elde edilen verilerin ortalamasi +
standart hatasi olarak sunulmustur (n=3). Her bir deney 2500 hiicre ile baglatilmistir.35
Sekil 3.6. A549 hiicrelerinde 1uM Palbociclib'in 24 saat uygulanmasi sonucunda hiicre
olumu ile ilgili verilerin fluoresan mikroskobu ile gosterilmesi. Goruntiler en az 2

bagimsiz deneyi temsil BIMEKLEAIN. ..........cooiiiiiiiice s 36

Xii



Sekil 3.7. NF-xB sinyal kaskadinda goriilen degisimlerin sandvi¢ ELISA yontemi ile

belirlenmesi. Kolon grafikler ortalama+Std. hata olarak sunulmaktadir. Absorbans 450

Sekil 3.8. MAPK sinyal yolagi ve STAT3 aktivitesinin sandvi¢ ELIZA yontemi ile
A549 akciger kanseri hiicrelerinde gosterimi. Kolon grafikler ortalama + Std. hata olarak
sunulmaktadir. Absorbans 450 NM. (N72)......ceiiieiiiiiiieiie e 38
Sekil 3.9. 24 saatlik 1 pM Palbociclib uygulamasi sonucunda Wnt sinyal yolagi
tizerindeki proteinlerin anlattminin Western Blot teknigi ile gosterilmesi. Yiikleme
kontrolli olarak pan-Actin kullanilmis olup bu sonuglar en az n=3 bagimsiz deneyi
TEMST EEMEKIEAIT. .....cveieees s 39
Sekil 3.10. Western Blot sonuglarina gore elde edilmis protein miktarlarinin Imagel
programi kullanilarak normalize edilmesi. Pan-aktin ylkleme kontrolu olarak
KUTTANIIMUISEIT. 1ot e e s e e e e e e e e e s e e e e e e e e ananee s 40
Sekil 4.1. GSK-3'Un ustlinde gri renkle gosterilen GSK-3 fosforilasyonu tarafindan
inaktive edilen transkripsiyon faktorleri vardir. GSK-3'in alt kisminda, sar1 rankle
gosterilen GSK-3 fosforilasyonu tarafindan aktive edilen transkripsiyon faktorleri vardir.
Kirmiz1 ovallerde belirtilenler Wnt/beta-katenin yolundaki molekiillerdir.Kirmizi
ovallerde gosterilen GSK-3 fosforilasyonu ve turuncu oval olarak belirtilen beta-katenin
ile aktive edilir. Ayrica belirtilen Bax pro-apoptotik molekultdur. Bax'in mitokondrial
lokalizasyonu, GSK-3 tarafindan fosforile edildiginde hiicre apoptoza tesvik edilir.
Ayrica, GSK-3 fosforilasyonu (PTEN, siklin D1 ve p21Cip-1) ve gri sembollerle
gosterilen beta-katenin tarafindan inaktive edilmis bazi hiicre dongiisii ve sinyal
proteinleri de ifade edilmistir. (McCubrey ve ark., 2017)’den uyarlanarak alinmistir. ...46
Sekil 4.2. STRING veritabaninda WNT-NF-kB-MAPK-STAT sinyal ekseninin

etkilesim aginin gOStETIIMEST ......cviiiiiiiiiiicc s 47

Xiii



TABLO LIiSTESI

Tablo 1.1. Uluslararas1 Kanser Ajansi (IARC) tarafindan yayinlanan globacan 2012
verilerine gore kadinlarda ve erkeklerde sik goriilen ilk bes kanser tiiriinlin dagilimi
(GUIEKIN V& @rK., 2018) ....oceiiiieiieeie sttt et besneenrs 3
Tablo 1.2. Diinya Saglik Orgiitiiniin 2015 akciger kanseri siniflandirmas: (Zheng, 2016)
uyarlanarak alinmISHIT. ......c.ovoiiiiiiiii 4

Tablo 6.1. Tez ¢alismasi kapsaminda yapilan deneyler kullanilan cihazlar gosterilmistir.

Tablo 6.2. Tez ¢alismas1 kapsaminda hiicre doku kiiltiiriinde kullanilan malzemeler.....55

Tablo 6.3. Tez ¢alismasi kapsaminda gergeklestirilen deneylerde kullanilan kimyasallar

.......................................................................................................................................... 56
Tablo 6.4. Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan enflamasyon proteinleri izolasyonu kiti
.......................................................................................................................................... 58
Tablo 6.5. 10 X Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS), (PH 7,4).c..ccoviieiiiiiiieenie e 58
Tablo 6.6. Hiicre Dondurma Medyast..........cccueiiuiiiriiiiiiiiiiiie e 58
Tablo 6.7. Hlcre Lizis Tamponu (CLB) .......ccovoiiieiiie e 59

Xiv



OZET

Akciger kanseri diinya ¢apinda kanser Oliimlerinin 6nde gelen nedenlerinden biridir.
Vakalarin yaklasik % 85'ine neden olan kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) ve
ikincisi % 15'ini olusturan kiiciik hiicreli akciger kanseri olmak iizere iki genis alt tipte
smiflandirir.  Akciger kanserinin altinda yatan molekiiller mekanizmalar kanserin
baslamasi, ilerlemesi, ¢evresel faktorlerden etkilenen dinamik epigenetik degisikliklerin
yani sira nokta mutasyonlari, delesyonlar, yer degistirme ve/veya amplifikasyonlar dahil
olmak tizere kalic1 genetik degisiklikler kombinasyonlarinin birikmesi sonucudur. Hucre
ici sinyal iletimleri iyi tanimlanmis MAPK, mTOR, Notch , Hedgehog, Wnt gibi birgok
sinyal yolaklar1 vardir. Sinyal iletim mekanizmalar1 iizerindeki bozulmalar da kanser
nedenlerinden biridir. Bu yolaklardan biri olan Wnt sinyal yolu, hiicre kaderinin
belirlenmesi, hiicre gog¢ii, hiicre polaritesi, ndronal sekillendirme ve embriyonik gelisim
sirasinda organogenezin Kritik yonlerini diizenleyen eski ve evrimsel olarak korunan bir
yolaktir. Diger yandan sikline bagimli kinazlarin da (CDK) kanserle iligkileri vardir.
Hiicre dongusi, hucre bélinmesi ve replikasyonu icin gerekli olan biyime, kromozomal
replikasyon ve mitozun ¢esitli asamalarinda gorev alirlar. Karmasik bir etkilesime giren
proteinler kiimesi, memeli hiicrelerinde hiicre dongiisii boyunca ilerlemeyi siki bir
sekilde diizenler. Bu nedenle kanser tedavisinde CDK’larin inhibisyonu biiyiik nem arz
etmektedir. CDK inhibitorii olarak kullanilmasi i¢in preklinik ve klinik olmak {izere
bircok calisma vardir. Palbociclib de bunlardan biridir. Ilk olarak 2014’te meme
kanserinin tedavisi i¢in gelistirilmis daha sonrasinda diger kanserler iizerine de etkileri
incelenmeye baslanmis ve hala daha bu arastirmalar biiyiik bir hizla devam etmektedir.
Bu tez kapsaminda A549 kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicreleri {izerinde
Palbociclib’in enflamasyon ile iliskili molekiiller tizerine etkilerini arastirmak

amaglanmistir.
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ABSTRACT

Lung cancer is one of the leading causes of cancer deaths worldwide. Classifies two
broad subtypes: Non-small cell lung cancer (NSCLC), which causes approximately 85
% of the cases, and small cell lung cancer, which constitutes 15 %. The molecular
mechanisms underlying lung cancer are the result of the onset of cancer, the
accumulation of combinations of permanent genetic changes including point mutations,
deletions, displacements and/or amplifications, as well as the dynamic epigenetic
changes affected by environmental factors. Intracellular signal transductions are well-
defined MAPK, mTOR, Notch, hedgehog, Wnt as well as many signaling pathways.
Disturbances on signal transduction mechanisms are also one of the causes of cancer.
One of these pathways, the Wnt signaling pathway, is an ancient and evolutionary
pathway that regulates critical aspects of organogenesis during cell fate determination,
cell migration, cell polarity, neuronal styling, and embryonic development. On the other
hand, Cyclin-dependent kinases (CDK) have frequent associations with cancer. They are
involved in various stages of growth, chromosomal replication and mitosis necessary for
cell cycle, cell division and replication. A complex set of interacting proteins strictly
regulates progression through the cell cycle in mammalian cells. Therefore, the
inhibition of CDKSs in cancer treatment has great importance. There are many studies,
including preclinical and clinical, for use as CDK inhibitors, Palbociclib is one of them.
It was first developed for the treatment of breast cancer in 2014, and then its effects on
other cancers have also started to be investigated and these studies are still continuing in
a great pace. In this thesis, we aimed to investigate the effects of Palbociclib on

inflammation in non-small cell lung cancer cells.
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1. GENEL BILGILER

1.1. Diinyada Akciger Kanserinin Epidemiyolojisi

Akciger kanseri diinyada erkeklerde en sik goriilen kanser ttradar (1,1 milyon, % 16,5)
ve Giiney Avrupa, Orta Dogu, Kuzey Amerika ve Dogu Asya'da goriilme sikligi
yiiksektir. Bat1 ve orta Afrika'da ¢ok diisiik oranlar tahmin edilmektedir (yas standardize
edilmis oran sirasiyla 100.000'de 2,8 ve 3,1). Genel olarak, kadinlarda goériilme orani
erkeklerden daha diisiiktiir. Ancak akciger kanseri su anda kadinlar arasinda diinya
capinda en yaygin dordiincii kanserdir (513,000 vaka, tim kanserlerin % 8,5') ve
kadinlarda ikinci sirada kanser 6lum nedenidir (427.000 6liim, toplamin % 12,8'1). En
yiiksek akciger kanseri insidansi Kuzey Amerika'da (kadinlarda en sik goriilen ikinci
kanserdir) ve Orta Afrika'da (en yaygin onbesinci kanser) goriilme sikligi en diistiktiir
(Rafiemanesh ve ark., 2016).

Akciger kanseri, hem erkek hem de kadinlarda diinya ¢apinda kanser 6ltimlerinin 6nde
gelen nedenlerinden biridir (Sekil 1.1). Diinya Saglhk Orgiitii (DSO) akciger kanserini
iki genis histolojik alt tipte simiflandirir: Birincisi vakalarin yaklasik % 85'ine neden
olan kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) ve ikincisi % 15'ini olusturan kiiciik
hiicreli akciger kanseridir (KHAK) (Zappa ve ark., 2016).

KHDAK’nin en sik goriilen histolojik iki alt tipi akciger adenokarsinoma (AAK) ve
akciger skuamoz hiicreli karsinomaudur (ASHK). Bir diger tgiinci alt tip ise biiyiik
hicreli karsinomadur. akciger adenokarsinoma tum KHDAK!'lerin % 40, akciger
skuamoz hiicreli karsinoma (tim KHDAK ! lerin % (20-30)'u, biyuk hucreli karsinoma
ise % (2-5)’ini olusturur. Diger %20’lik kisim ise mutasyona ugramis (onkojen
bagimli) veya bilinen bir mutasyon olmayan gruptur (Malapelle ve ark., 2019). Akciger
kanseri i¢in en yaygin etiyoloji, Amerika Birlesik Devletleri'nde ve diger iilkelerde
vakalarin % 80'inden fazlasimi thtiin  Urdnlerinin - kullanimi  olusturur. Sigara
icmeyenlerde akciger kanseri kadinlarda ve Dogu Asya'da daha yaygindir ve pasif
icicilik, Kirlilik, mesleki kanserojenler ve kalitsal genetik duyarlilig1 arttiran gevresel
risklerle iliskilendirilmistir (Herbst ve ark., 2018). Bununla birlikte, akciger kanseri

oranlarindaki potansiyel farkliliklar {ilkeler arasindaki sosyoekonomik gelisme
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diizeyleriyle daha az agiklanmaktadir. Bu, tiim akciger kanseri vakalarinin neredeyse
yarisinin (% 49), insani Gelisme Endeksi'nde (IGE) orta ila diisiik seviyelerde siralanan
Ulkelerde meydana gelmesi nedeniyle 6nemlidir (Cheng ve ark., 2016). Tutin
kullanimi, tiim akciger kanserlerinin % (80-90)"ina neden olmaktadir. Sigara dumanina
maruz kalma, akciger kanseri riskinin yiiksek olmasiyla iligkili olarak 6dnemli bir risk
faktorudur. Pasif icicilik ile akciger kanseri arasindaki iliski akciger kanserlerinin %
1,6'sin1 olusturur (Molina ve ark., 2008). Risk faktorleri tipik olarak doza ve sireye
bagimlidir ve bir¢ok kanserojen, tiitiin dumaniyla birlestirildiginde sinerjik olarak etki
eder. Ornegin, igme suyunda arsenik, aym anda tiitin dumanina maruz kalmayla
birlestiginde akciger kanseri ile iliskilendirilmistir. Baz1 evlerde dogal olarak bulunan
bir radyoaktif gaz olan Radon'un, yilda 21.000 akciger kanseri vakasina neden oldugu
tahmin edilmektedir. A¢ik veya kapali hava kirliligi akciger kanseri i¢in onemli bir
cevresel risk faktoriidiir; kirli havaya uzun siire maruz kalmak kesinlikle akciger

kanseri riskini artirir (Mao ve ark., 2016).

: Her iki cinsiyet
Insidans Mortalite

veni vaka

Sekil 1.1. 2018'de her iki cinsiyet igin en stk goriilen 10 Kanser turinin olgular: ve éliimlerinin
dagilimlar: (Bray ve ark., 2018)



1.2. Tiirkiye’de Akciger Kanserinin Epidemiyolojisi

Akciger kanseri tilkemizde en sik goriilen ve oliime neden olan kanser tlrlerinden
biridir. Saglik Bakanligi Kanser Daire Bagkanligi’nin 2012 yili arasgtirmalarina gore
akciger kanseri iilkemizde hem tim nufusta hem de erkeklerde en sik goriilen kanser
tiradir. Kadinlarda ise besinci siradadir (Tablo 1.1) Erkeklerde tum kanserlerin %
21,8’ini, kadinlarda ise % 4,9’unu olusturmaktadir. Tiirkiye’de akciger kanserinin yasa
gore insidans: erkeklerde 100.000°de 60,4’°tlr, kadinlarda ise 100.000’de 9,3 olarak
bildirilmektedir. Akciger kanserinin gorilme sikligi tlkemizde bati bolgelerinde daha
fazladir. Tiirk Toraks Dernegi’nin 2009 yilinda gergeklestirdigi “Tirkiye’nin akciger
kanseri haritas1” projesinde her y1l Tiirkiye’de 29.314 yeni akciger kanseri olgusu ortaya
ciktig1 hesaplanmistir. Akciger kanserlerinin % 80,7’si kiiciik hiicreli dis1 akciger
kanseri (KHDAK), % 16,4’0 kiigiik hiicreli akciger kanseri (KHAK) ve % 2,9°u ise
diger alt tiplerdir. Yas ilerledik¢e goriilme siklig1 artmaktadir. Bu ¢alisma sonuglarina
gore Tirkiye’de akciger kanserine yakalanan hastalarin yas ortalamasi 60 olup, %
90,41 erkektir. En sik rastlanan tip skuamoz olmayan hiicreli iken 45 yas alti geng
popiilasyonda ve kadinlarda en sik adenokarsinoma saptanmaktadir. Olgularin tani
kondugu sirada % 47 gibi en biiylik ¢ogunlugu metastatik evrede iken, % 37’si lokal
ileri evrede, sadece % 16’s1 operasyona uygun evrede yakalanmaktadir (Ulug ve ark.,
2016).

Tablo 1.1. Uluslararast Kanser Ajanst (IARC) tarafindan yayinlanan globacan 2012 verilerine gore
kadinlarda ve erkeklerde sik goriilen ilk bes kanser tiiriiniin dagilimi (Gultekin ve ark., 2018)

Erkeklerde En Sik Gérillen ik Beg Kanser Tiiriinin Dagilimi

Tiirkiye Dinya IARC'a Oye 24 Olke  AB (25 dlke) ABD
1 Akciger Akciger Prostat Prostat Prostat
2 Praostat Prostat Akciger Akciger Akciger
3 Mesane Kolorektal Kolorektal Kolorektal Folorektal
4 Kolorektal Mide Mide Mesane Mesane
5 Mide Karaciger Mesane Biobrek Bobrek

Kadinlarda En Sik Gariilen Ilk Bes Kanserler Tiiriiniin Dagilimi

Tirkiye Dinya IARC'a Oye 24 Olke  AB (25 dlke) ABD
1 Meme Meme Meme Meme Meme
2 Tiroid Kelorektal Kelorektal Kolorektal Akciter
3 Kolorekial Uterus serviksi Akciger Akciger Kolorektal
4 Uterus korpusu  Akciger Uterus serviksi Uterus korpusu  Tiroid
5

Akciger Uterus korpusu Uterus korpusu Uterus senviksi Uterus




1.3.  Akciger Kanserlerinin Simiflandirmasi

Akciger kanserleri geleneksel olarak kiiclik hiicreli dis1 olmayan akciger kanseri
(KHDAK) ve kiiciik hiicreli akciger kanseri (KHAK) olarak ayrilir. Vakalarin % 80'ini
KHDAK, % 20'sini de KHAK olusturur. KHAK'ler agresif karakterli ve ¢ogu durumda
cerrahi dis1 tedavi edilen tiptir, KHDAK!'ler ise cerrahi ve adjuvan tedavinin bir
kombinasyonu tarafindan yonetilir. KHDAK'de 2004°’te bir siniflandirma yapmis ve
sonraki yillarda yapilan arastirmalar 1s18inda yeni gelismelerle birlikte son olarak
2015’te Diinya Saglik Orgiitii yeni siniflama tanimlarina gerek duymustur (Tablo 1.2).
Ana KHDAK lerin tipleri arasinda adenokarsinoma, skuamoz hiicreli karsinoma (SHK)
ve buyuk hucreli karsinoma (BHK) bulunur. Bdylece, KHDAK'in alt tipi
tanimlanirken, KHAK’ler néroendokrin farklilasmasi gosteren diger tiimorler ile birlikte

gruplandirilmistir (Zheng, 2016).

Tablo 1.2. Diinya Saglik Orgiitiiniin 2015 akciger kanseri siniflandirmas: (Zheng, 2016) uyarlanarak
almmugtir.

1. Adenokarsinoma . Buyuk Hucreli Karsinoma

4

Lepidik Adenokarsinoma 5. Adenoskuamoz Karsinoma

Asiner Adenokarsinoma 6. Pleomorfik Karsinoma
7
8
9

Papiller Adenokarsinoma . Igsi Hiicre Karsinoma
Mikropapiller Adenokarsinoma Dev Hucreli Karsinoma
Kat1 Adenokarsinoma . Karsinosarkoma
Invaziv Miisindz Adenokarsinoma 10. Akciger Blastoma

Kolloid Adenokarsinoma 11. Simiflanmamis Karsinomalar
Fetal Adenokarsinoma Lenfoepiteliyoma Benzeri Karsinoma
Enterik Adenokarsinoma NUT Karsinoma
Minimal invazif Adenokarsinoma 12. Tukuruk Bezi Tipi Karsinomlar

2. Skuamoz Hucreli Karsinoma Mukoepidermoid Karsinoma

3. Noroendokrin Tumorler Adenoid Sistik Karsinoma

a. Karsinoid Tumorler Epitelyal-Miyoepitelyal Karsinoma
Tipik Karsinoid 13. Mezensimal TUmorler
Atipik Karsinoid 14. Lenfohistiyositik Tamorler

b. Klglk Hicreli Karsinoma 15. Ektopik Kdkenli Tumorler

c. Blyuk Hucreli N6roendokrin Karsinoma | 16. Metastatik Tumorler




1.3.1. Akciger Adenokarsinoma

Genellikle santral fibroz ve plevral biiziilme ile periferik olarak yerlestirilmis bir kitle
olugturur. Aymi zamanda, merkezi olarak yerlestirilmis kiitle, dagmmik lober
konsolidasyonu, bilateral multinodiiler dagilim ve plevral kalinlasma dahil olmak {izere
diger ¢esitli briit gériiniimlere de sahip olabilir. Tanim olarak, akciger adenokarsinoma,
glandiiler farklilagma veya miisin {iretimi ile malign bir epitelyal neoplazmdir. Bu gibi
morfolojik  oOzellikler tanindiginda, tiimor kiiglik biyopsi orneklerinde bile
adenokarsinoma olarak tanimlanabilir. Akciger adenokarsinoma hiicreleri genellikle

pnémositik belirtecleri eksprese eder.

Tiroid transkripsiyon faktori (TTF-1) ve Napsin A (Surfaktan proteini B'nin
olgunlagmasinda rol oynayan pepsin ailesinin {iyesi olan, akcigerlerde tip Il
pnomositlerde ve bdbreklerde eksprese edilen, asparatik bir proteazdir) NapsinA,
akciger adenokarsinomas1 goriilen vakalarinin % 85'inden fazlasinda eksprese edilir ve
bu nedenle, zayif bi¢cimde farklilastirilmig tiimorlerde ve sinirli biyopsi ornekleme
materyalinde adenokarsinoma veya adenokarsinoma farklilasmasinin belirtegleri olarak

gorev yapabilir (Gurda ve ark., 2015).

Yakin yillarda patolojik ve klinik korelasyona dayanarak adenokarsinoma
siiflamasinda belirgin bir iyilesme olmustur. Ana histolojik tipler, timoriin derecesine
gore tanimlanmis prognostik Onemi tasidigi dogrulanmistir. Adenokarsinomalarda,
hastanin sagkalimini iyilestirmek icin onaylanmis molekiiler hedefli tedavi ile coklu gen

degisiklikleri olabilir (Zheng, 2016).

1.3.2. Skuamd6z Hiicre Karsinoma

SHK'ler akciger kanserlerinin yaklasik %20'sini olusturur. Son yillarda sigara igcme
davranigindaki degisikliklerden dolayr goriilme sikligi azalmistir. SHK genellikle
akcigerin orta kisminda, ana hava yollarinda meydana gelir ve biiyiik bir boyuta
ulastiginda oyuklar olusturabilir. Mikroskopik incelemede SHK, karakteristik olarak

keratinizasyon ve hiicreler arasi kopriiler gosterir ve saglam bir i¢ ice biiylime deseni



sergiler. Tumor hucreleri genellikle gbze carpmayan nukleollere gorulebilen ve
siirlandirilmig hiicreler arasi kopriiler ile orta ila bol miktarda sitoplazmaya sahip,
hiperkromatik cekirdeklere sahiptir. Bireysel timor hicresi keratinizasyonu veya
merkezi olarak kati tiimor yuvalart igine yerlestirilmis keratin incileri olusturan
keratinize edici skuamoz hiicre gruplar olabilir. Tiimor hiicrelerinde glandiiler yapi
veya musin Uretimi yoktur. SHK'ler ayrica keratinize, keratinize olmayan ve bazaloid alt
tiplere ayrilir (Travis, 2012). Adenokarsinoma alt tiplerinin aksine, bu alt siniflandirma,
sitotoksik kemoterapiye 0zgiin diren¢ kazandiran farkli molekiiler profil sergileyen
bazaloid SHK'ler diginda belirgin bir prognostik fayda gostermez. Keratinizasyon,
keratin inci olusumu ve hiicreler arasi kopriiler gibi skuamoéz hiicre farklilagmasinin
morfolojik Ozelliklerini tanimak, kiiclik biyopsi O6rneklerinde bile SHK tanis1 koyar.
Tiumor kotii bir sekilde ayirt edildiginde ve kendinden emin morfolojik siniflandirmaya
izin vermediginde, p40, CK5/6, CK5 ve p63 gibi segici skuamoz hiicre markerleri,
skuamoz farklilagmayr gostermek i¢in kullanilir. (Terry ve ark., 2010). Biyopsi
materyali icindeki skuamo6z hicre markdrlerinin ekspresyonu ile tanimlanan zayif
sekilde farklilagtirilmis tiimor, “KHDAK, SHK” olarak tanmir. Bu kategorideki
timorlerin genellikle mevcut molekiiler testlerden digslanmasina ragmen, SHK'deki
diskoidin alan reseptorii 2 gibi siirlici mutasyonlarinin tanimlanmasit (DDR2),
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfat 3-kinaz katalitik alt Gnite alfa (PISBKCA), fibroblastik
blylme faktori reseptori 1 (FGFR1) ve v-akt murin tiroma viral onkojen homolog 1
(AKT1), gelecekte kisisellestirilmis terapiyi saglayabilir. Skuamdz  hiicre
farklilagmasinin kurulmasi, baz1 komplikasyonlardan kaginmak i¢in kemoterapotik ajan
seceneklerinde onemli etkileri vardir. Ornegin, SHK hastalarinda vaskiiler endotel
blylme faktorii inhibitorii bevacizumab ile tedavide potansiyel olarak yasami tehdit
edici pulmoner kanamay1 artirabilir ve bu nedenle kaginilmalidir. SHK i¢in sagkalim

orani adenokarsinomadan anlamli olarak daha iyidir (Gold ve ark., 2012).

1.3.3. Noroendokrin Tumorler

Bir grup olarak néroendokrin tiimérler, akciger kanserlerinin yaklasik % (20-25)'ini

olusturan  nispeten  yaygin  akciger  tiimdrleridir. ~ Yaygin  morfolojik



immiinohistokimyasal ve ultrastriiktiirel 6zellikleri, diger akciger timorlerinden ayridir.
Bu oOzellikler organoid blyime paternini, ince taneli kromatin paternini ve birgok
damara 06zgl noéroendokrin hedefin ifade diizeyindeki degisimleri igerir. Yaygin
ndroendokrin molekuler hedefler arasinda kromogranin A, sinaptofizin ve CD56
bulunur. Yukarida belirtilen 06zelliklerin  ¢ogunu veya tiimiinii koruyan 1iyi
farklilastirilmig tiimorler ve kaybedilen zayif farklilagtirilmis tiimorler ile heterojen bir
farklilasma derecesi vardir. Bu histolojik farklilasma, sirasiyla tiimor agresifligi ve

prognozu ile iliskili olan tiimor proliferasyon hizi ile 6zetlenir (Klimstra ve ark., 2010).

1.3.4. Kucguk Hucreli Karsinoma

Kicuk hucreli karsinomalar veya KHAK'ler tiim akciger kanserlerinin %10'undan biraz
daha fazlasini igerir. Sigara igme Oykiisii, neredeyse tiim KHAK vakalarinda mevcuttur.
KHAK oldukca agresif bir malignitedir. Hastalar genellikle bagvuru sirasinda metastatik
hastalik gdsterir. Hastalarin ¢ogu tedaviden sonraki ilk 2 yil i¢inde niiks eder ve 2 yillik
sagkalim orani metastatik hastalarda % 10'dan azdir. KHAK, genellikle ana hava
yolunda merkezi bir konumda bulunur. KHAK'nin belirgin morfolojik 6zellikleri vardir
ve rutin hematoksilen ve eozin (H&E) ile kaplanmis kisimlar iizerinde dikkatli bir
sekilde degerlendirilmesi yiiksek bir teshis dogrulugu saglar. Tiimor hiicrelerinin, diger
uc tip lenfosit ¢capindan daha az olan diger akciger kanserleri ile karsilastirildiginda
boyutu kuciktir. Kromatin, belirgin nukleoller olmadan ince tanelidir. Sitoplazma
yetersizdir ve hiicresel simirlar belirgin degildir. Yiiksek bir mitotik hiz1 vardir,

genellikle 2 mm? basina 10 mitozdan daha yiiksektir (Planchard ve ark., 2011).

Diinya capinda kiiciik hiicreli akciger kanserinin goriilme sikligi ve mortalitesi bu
hastalig1 6nemli bir saglik sorunu haline getirmektedir. Hastalarin tipik 6zelligi mevcut
veya gee¢mis zamanda agir sigara icicileri olan, pulmoner ve kardiyovaskiiler
rahatsizliklart bulunan 70 yasindan biiyiik erkeklerdir. Hastalar genellikle lokal
intratorasik timor biiylimesi, ekstrapulmoner uzak yayilim, paraneoplastik sendromlar
veya bu oOzelliklerin bir kombinasyonundan dolayr hizli baglayan semptomlar gosterir.
Evreleme, nihayetinde metastatik veya metastatik olmayan hastaligi tanimlamay1

amaglar. Kombinasyon kemoterapisi, genellikle platin bazli artt etoposid veya
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irinotekan, metastatik kiiclik hiicreli akciger kanseri icin temel tedavidir. Metastatik
olmayan hastalik igin, kanitlar erken es zamanli torasik radyoterapiyi destekler.
Indiiksiyon kemoterapisi ve radyoterapiden sonra hastalig ilerlemeyen metastazi olan
veya olmayan hastalar icin profilaktik kraniyal 1sinlama diistiniilmelidir (van Meerbeeck
ve ark., 2011).

1.4.  Akciger Kanserinin Molekiiler Mekanizmalar:

Akciger kanserinin baglamasi ve ardindan ilerlemesi, gevresel faktorlerden etkilenen
dinamik epigenetik degisikliklerin yani sira nokta mutasyonlari, delesyonlar, yer
degistirme ve/veya amplifikasyonlar dahil olmak {izere kalici genetik degisiklikler
kombinasyonunun birikmesinin bir sonucudur. Epigenetik degisiklikler, hiicrenin
cekirdegindeki bir protein ve DNA kompleksi olan ve replikasyon, onarim,
rekombinasyon ve transkripsiyon gibi tim DNA-bagimli islemleri etkileyen kromatinin
kalitimsal degisikliklerinin toplamin1 ifade eder. Kromatin aracili transkripsiyon
diizenleme, DNA metilasyonunu, histon modifikasyonlarini, niikleozom yeniden
diizenlemesini, niikleer matriks ile etkilesimi ve kii¢iik kodlayici olmayan RNA'lar
yoluyla dizenlemeyi icerir. Epitel-mezenkimal gecisi (EMT) ile iligkili bir gen alt
kiimesinin, DNA metilasyonundan sonra KHDAK’de 6nemli 6l¢iide baskilandigi ve gen
artisina 0zgii DNA metilasyonunun EMT ile korele oldugu gosterilmistir. EMT, hiicre
adezyonu kayb1 ve artan hiicre hareketliligi ile karakterize edilen temel ve korunan bir
stirectir. EMT, mezoderm olusumu, ndral tiip olusumu ve yara iyilesmesi de dahil
olmak {izere sayisiz gelisimsel silire¢ i¢in esastir. Bununla birlikte, metastazin
baslatilmasi, hiicre-hiicre yapigsmasi kaybi, hiicre mobilitesinde artis ve invazyon da
dahil olmak Uzere, EMT ile bircok yonden fenotipik benzerlige sahiptir (Mehta ve ark.,
2015). Birgok kanser tiiriinde oldugu gibi akciger kanserlerine de etki eden ¢ok sayida

mutasyona ugramis, islevi bozulmus proteinler vardir (Sekil 1.2).



1.4.1. KRAS

KRAS, RAS proto-onkogen ailesinin bir pargasidir (KRAS, NRAS ve insanlarda
meydana gelen HRAS) ve hiicre ¢ogalmasini, farklilasmasini ve hayatta kalmasini
diizenleyen sinyal iletim yollarim1 kontrol etmede kritik rol oynayan bir G proteinini
kodlar. RAS proteinleri normal hiicrelerde guanozin difosfat (GDP) bagh ve inaktiftir.
Yukar1 diizenleyici biiyiime faktorii reseptorlerinin aktive edilmesinin ardindan aktive
olmus guanozin trifosfat (GTP) baglh forma bir gecis vardir. Etkinlestirilmis RAS-GTP
daha sonra bir dizi mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK),
RAS/RAF/MEK/MAPK yolu ve rapamisin (mTOR) yolaklarinin aktive olmasini saglar.
RAS/RAF/MEK/MAPK sinyal transdiiksiyon kaskadi, en yaygin KRAS'ta mutasyon
olan 188 tiimoriin 132'sinde tanimlanan yolakta en az bir mutasyon bulunan birgok

akciger kanserinde merkezi bir rol oynar (Timar, 2014).

1.4.2. EGFR

EGFR degisiklikleri KHDAK dahil birgok tiimoriin patogenezinde rol oynar. EGFR,
hiicre dis1 bir ligand baglanma alan1 ve bir tirozin kinaz alani igeren bir hiicre ici
bileseni olan bir transmembran tirozin kinazi kodlar. Ligand epidermal biiylime
faktoriiniin baglanmasi, EGFR ailesinin diger tyeleri ile reseptér homo veya
heterodimerizasyonuna ve tirozin kinaz alaninin aktivasyonuna yol agar. EGFR
tarafindan uyarilan sinyal iletimi, PI3K/AKT/MTOR, RAS/RAF/MAPK ve JAK/STAT
sinyal yollarindan meydana gelir. EGFR, hiicre ¢cogalmasi, hayatta kalma, farklilagsma,
neovaskilarizasyon, invazyon ve metastaz gibi ¢ok sayida onkogenik fonksiyonun
duzenlenmesinde rol oynar (Khoo ve ark., 2015). EGFR'deki aktive edici mutasyonlar,
yapici tirozin kinaz aktivasyonuna ve akciger epitel hiicrelerinin in vitro olarak
onkogenik transformasyonuna yol agar. En yaygmm EGFR mutasyonlarinin
indiklenebilir ekspresyonuna sahip transgenik bir fare modeli, kigik molekdl
inhibisyonuna duyarl olan ¢oklu akciger ADK'nin gelisimini gostermistir. Artan EGFR
sinyallemesinin diger mekanizmalari, arttirilmig protein ifadesi veya arttirilmis gen

kopya sayis1 igerir. Akciger kanserinde, adenoskuaméz karsinomalarda da



goriilebilmesine ragmen, AK’da hemen hemen tim EGFR mutasyonlart meydana gelir.
EGFR'deki mutasyonlar daha sik goriiliir ancak sadece kadin, geng ve sigara Oykusu
olmayan hastalarda bulunur. EGFR mutasyonlar1 histolojik olarak iyi érneklenmis saf

SHK'lerde ancak ¢ok nadir goraliir (Cooper ve ark., 2013).

1.4.3. BRAF

BRAF, KRAS'm asagi diizenleyici efektdr proteini olan bir serin/treonin protein
kinazin1 kodlar ve hiicre ¢ogalmasinin ve hayatta kalmasinin diizenlenmesinde rol alan
MAPK sinyal iletim yolunu aktive eder. BRAF mutasyonlarinin aktive edilmesi
melanomda sik goriilir, KHDAK'nin sadece yaklasik % 3'Unde gordlurler (Paik ve
ark., 2011).

1.4.4. PI3K/IAKT/MTOR

PIBK/AKT/MTOR yolu, hiicre ¢ogalmasi, hayatta kalma, farklilasma yapisma ve
hareketliliginin diizenlenmesinde rol oynayan onemli bir sinyal iletim yoludur. Bu
yolun degisiklikleri, hem KHDAK'de hem de kiicuk hiicreli karsinomada gosterilmistir.
Bu yolak, EGFR, HERZ2, insilin benzeri buylime faktéri reseptori, vaskuler endotel
biiylime faktorii reseptorii ve trombosit kaynakli biiyiime faktorii reseptorii dahil ¢esitli
membran tirozin kinaz reseptorlerinin aktivasyonu ile aktive edilir. PI3K/AKT /mTOR
yolu, KHDAK'nin % (50-70)'i dahil olmak iizere birgok tiimorde siklikla regiilasyonu
bozulmustur. PI3K yolunu i¢eren énemli degisiklikler, Kanser Genom Atlas projesinde

SHK'lerin % 47'sinde tanimlanmigtir (Cully ve ark., 2006).

145. ALK

Reseptor tirozin kinaz ALK'nin yeniden diizenlenmesi, en yaygin olarak ekinoderm
mikrotiibiil bagli protein benzeri 4'in (EML4) amino terminal ucu ile hiicre i¢i kinaz
bolgesinin fiizyonlarina yol acar. ALK aktivasyonu, hicre proliferasyonu ve
RAS/RAF/MAPK1, PIBK/AKT ve JAK3-STATS3 sinyalleme yolaklarinin aracilik ettigi
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apoptoz inhibisyonu ile baglantilidir. ALK diizenlemeleri KHDAK'nin yaklasik %
4'linde tanimlanmistir, ancak bazi ¢alismalar biraz daha diisiik bir prevalans bulmustur.
Sigara icmeyen veya az i¢en geng hastalardan daha sik Adenokarsinomalarda neredeyse

her zaman bulunurlar (Soda ve ark., 2007).

1.4.6. TP53

Kromozom 17p13 iizerinde bulunan TP53, zarar gérmiis DNA bdlgelerini tanimlayan
ve baglanan ve ¢ok sayida farkli genin ekspresyonunu kontrol eden bir transkripsiyon
faktorii olarak gorev yapan 53 kDa'lik bir niikleer fosfoprotein kodlar. Hasarli DNA
veya kanserojen stres, DNA tamirini veya apoptozu saglamak i¢in sikline bagimli kinaz
inhibitdrlerinin ekspresyonunu indiikleyerek hiicre dongiistiniin durdurulmasma yol
acan TP53'0 indlkler. TP53 inaktivasyonu, kiiglk hicreli karsinomalarin % 90'inda ve
KHDAK'nin yaklasik %65'inde meydana gelen TP53 odagini igeren 17p13 homozigot
silinmesi ile akciger kanserinde en Onemli genetik anormalliklerden biridir. Kiigiik
hiicreli akciger karsinomalarinin % (80-100)'Unde TP53'teki inaktive edici mutasyonlar
(cogunlukla DNA-baglanma alani i¢indeki hatali sensér mutasyonlar1) bildirilmistir

(Mogi ve ark., 2011).
INKda . .
1.4.7. pl6 -siklinD1-CDK4-RB Yolag

p16™“%siklinD1-CDK4-RB yolu, Gl'den S evresine hiicre déngiisii ilerlemesini
dizenler. RB1, transkripsiyon faktorli E2F1'i baglayarak hiicre dongiisii G1-S gegisini
duzenleyen RB proteinini kodlayan bir tiimoér baskilayict gendir. RBI1, akciger
kanserinde tanimlanan ilk TSG idi ve kiigiik hiicreli akciger karsinomalarinin yaklasik
% 90'inda, ancak yaklasik % 10-15'inde KHDAK'de inaktive edilir. KHDAK'de, yol
cogunlukla siklin D1, CDK4 ve siklin bagimli kinaz inhibitéri pl6 (CDKN2A)
degisiklikleri ile kapatilir. pl6INK4a, RB proteininin siklinD1’e  bagiml
fosforilasyonunu inhibe eder, béylece G1-S kontrol noktasi boyunca hiicre dongiisi
gecisini Onler. p16™** KHDAK'nin yaklasik % 80'inde inaktiftir ve TCGA tarafindan

incelenen akciger SHK'lerinin % 72'sinde, ¢ogunlukla homozigot delesyon, metilasyon
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veya inaktive edici mutasyonlarn varlhigr tespit edilmistir. EK olarak, KHDAK'nin
yaklasik % 40'inda gen amplifikasyonu veya diger mekanizmalar yoluyla siklin D1'in

asir1 ekspresyonu vardir (Cooper ve ark., 2013).

AK EGFR E709A, R776H
(1%) EGFRG719A, D, S

(2%)
EGFR 57681
(%)

STK11, RET- fuzyonlan,
ROS1-fiizyonlari ALF-fiizyonlar)
EGFR, ERBB2, KRAS, BRAF

EGFR1L861Q
(3%)

EGFR Ekzon 20

EGFR Ekzon 19 del

KHAK (a6%)

EGFR L858R
(38%)

Sekil 1.2. Akciger kanseri icindeki gen mutasyonlari, amplifikasyonlart ve gen fiizyonlari. (a) gen
ekspresyonunun ii¢ ortak KHDAK tipi i¢indeki iliskilerini gésterir. Gosterilen genlerin paternleri, baskin
genetik degisiklikler acisindan kanser alt tiplerindeki egilimleri géstermek icin goreceli ve mutlak
degildir. Ozellikle kiigiik hiicreli akciger kanserinin skuamoz hiicreli karsinoma ve adenokarsinoma ile
benzerligi vurgulanmistir. (b) Bu genetik yerlesim yerlerinde, mevcut mutasyonlarin niteligi bakimindan
onemli farkhiliklar vardir. Ozellikle AK ile yaygin olan ve gésterilen mutasyonlar, amplifikasyonlart ve
delesyonlari kapsayan EGFR mutasyonlari (Wood ve ark., 2015) uyarlanarak alinmistir.

1.5. Akciger Kanserinin Tani ve Tedavi Yontemleri

Akciger kanserinin en sik goriilen semptomlar: oksiiriik, solunum gii¢liigii, hemoptizi,
kilo kayb1 ve anoreksi gibi sistemik semptomlardir. Belirtileri olan yiiksek riskli hastalar
gbglis radyografisine tabi tutulmalidir. Muhtemel bir alternatif tani belirlenmezse,
bilgisayarli tomografi ve muhtemelen pozitron emisyon tomografisi yapilmalidir.
Akciger kanseri siliphesi yiiksekse, tanisal bir degerlendirme yapilmasi garanti edilir.
Tanisal degerlendirmede, hepsi tedavi planlamasini ve prognozun belirlenmesini
etkileyen ii¢ eszamanli asama (doku tani, evreleme ve fonksiyonel degerlendirme)
vardir. Miimkiin olan en az invazif yontem kullanilmalidir. Akciger kanserli bir hastanin
tanisal degerlendirmesi ve tedavisi, bir pulmonolog, tibbi onkolog, radyasyon onkologu,
patolog, radyolog ve gogiis cerrahi dahil olmak iizere bir uzman ekibi gerektirir. Kiiciik
hiicreli dis1 akciger kanseri ornekleri, varsa yeni hedef molekiiler tedavilerle tedavi

edilebilecek cesitli mutasyonlar igin test edilir. Erken palyatif bakim, yasam kalitesini
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lyilestirir ve hayatta kalma siiresini uzatabilir. Akciger kanserli hastalar tan1 aninda
neredeyse her zaman semptomatiktir. Belirtilere primer tiimdr neden olabilir (6rnegin
Oksiiriik, hemoptizi); intratorasik yayilma (6rnegin, Horner sendromu, superior vena
cava tikanmasi); ve uzak metastazlar (6rnegin, kemik agris1). Belirtilere, uygunsuz
antiditretik hormon sendromu gibi paraneoplastik sendromlar da neden olabilir. Bu
semptomlar timorden ektopik hormon {iretimi veya viicudun timdre verdigi
reaksiyonun bir sonucudur ve dogrudan tiimor veya metastaz ile iligkilendirilemez.
Akciger kanserli hastalarin yaklasik % 10'unda paraneoplastik sendrom vardir ve bu
oran KHDAK'li hastalarda daha yuksektir. Paraneoplastik sendromlar icin en iyi tedavi
altta yatan kanser tedavisidir (Latimer ve ark., 2015). Hastalar nadiren tek bir
semptomla ortaya ¢ikar ve pozitif Ongorii degeri iki veya daha fazla semptom
bildirildiginde daha yiiksektir. Ornegin, kilo kayb: ve hemoptizi kombinasyonu, %
9,2'lik pozitif prediktif degere sahiptir (Koo ve ark., 2018).

Akciger kanseri, risk faktorleri ve semptomlar1 olan 40 yasin iizerindeki herhangi bir
hastada yiiksek derecede siiphelenilmelidir. Akciger kanseri siiphesi olan bir hastanin
ilk degerlendirmesi tarih ve fizik muayene ile baslar; tam kan sayimi; alkalin fosfataz,
hepatik transaminaz ve kalsiyum seviyelerinin 6l¢limi; kimyalar (elektrolitler, kan Gre
azotu, kreatinin); ve gogiis radyografisiyle devam eder. Akciger grafisinde normal
bulgular akciger kanserini diglamaz, ¢linkli mediastende veya gogsiin baska bir yerinde
kiglk bir tumor gizlenebilir. Bu yuzden akciger grafisinde olasi bir alternatif tani
belirlenemediginden kontrastli bilgisayarli tomografi (BT) ve ardindan gerekirse

pozitron emisyon tomografisi (PET) yapilmalidir (Postmus ve ark., 2017).

Tibbi olarak cerrahi rezeksiyona uygun evre | veya Il KHDAK olan hastalarda, tercihen
video yardimli torasik cerrahi gibi minimal invazif bir yaklagim gosterilmelidir. Evre 111
KHDAK'nin tedavinin amaci, genellikle timor histolojisine ve hastanin fonksiyonel
durumuna dayanan kemoterapi ve radyasyonla azaltilmaya calismaktir. Evre IV
timorlerde, multidisipliner yonetim secenekleri de buyik o6lgiide histoloji ve hasta
durumu ile belirlenir (Latimer veMott, 2015).

KHAK'ye transformasyon, hem adenokarsinoman hem de KHDAK'nin ortak bir hiicre

tipinden kaynaklandigin1 gosterir. Akciger kanseri i¢in tedavi stratejileri, bireysel bir
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hastanin kanserinin yalnizca bir alt tip oldugu varsayrmmna dayamir. Ornegin, smirli
asamali KHAK ve lokalize KHDAK'nin her ikisi de potansiyel olarak tedavi edilebilir
hastaliklardir, ancak tedavi stratejileri biliyiik 6lclide farklilik gosterir. Simdi eszamanlh
kemoterapi ve radyoterapi ile tedavi edilen siirli evreli KHAK hastalarinda cerrahi
tedavi yontemi olarak birakilmistir. Buna karsilik, lokalize evre I veya I KHDAK olan
hastalar, temel olarak cerrahi islemden sonra muhtemelen adjuvan kemoterapi ile tedavi
edilir, ancak radyoterapi tipik olarak stratejinin bir pargas1 degildir. ileri evre akciger
kanserinde, kemoterapi, hem KHDAK hem de KHAK icin tedavinin temelidir, ancak
kullanilan ilaglar her alt tip icin farklidir. Kemoterapiye ilk miidahale, genis evre
KHAK'li hastalar igin metastatik adeno karsinomalu hastalardan ¢ok daha fazladir ve

bu, tiimdr biyolojisinde igsel farkliliklar oldugunu gosterir (Oser ve ark., 2015).

1.6.  Akciger Kanseri Tedavisinde Molekiiler Temelli Yaklasimlar

Hedefe yonelik tedaviler, akciger kanserlerinin yonetimini biiyiik olgiide
degistirmektedir. Bu tedaviler, siiriicii mutasyonlarin1 hedef alan ilaglari, kanser hiicresi
cogalmasinda ve hayatta kalmasinda varsayillan dnemli molekiilleri hedef alan ilaglari
ve immun kontrol noktast molekiillerini dnleyen ilaglar igerir. Yeni hedeflerin kesifleri,
yeni ilag gelistirme ve yeni kombinasyon tedavilerinin kullanimiyla giinden giine
ilerlemektedir. Arastirmacilar ve klinisyenler, dngoriicii biyobelirtegleri ve bu hedefli
tedavilere igsel veya edinilmis direnglerin altindaki molekiiler mekanizmalar1 da
kapsamli bir sekilde arastirmaktadir (Sekil 1.3). Ozellikle KHDAK olan hastalar igin
hedef tedavilerin gelistirilmesinde birgok caligmalar yapilmaktadir (Hirsch ve ark.,
2016).

KHDAK icin ABD Gida ve ilag Idaresi tarafindan erlotinib ve afatinib gibi epidermal
blylme faktort resptori (EGFR)'ye yonelik hedefli tedavilerin uygulamaya konmasi,
EGFR aktive edici mutasyonlara sahip bir adenokarsinoma alt grubunun tedavisinde
devrim yaratti, ancak yaklasik 12 ay sonra edinilen direng ortaya ¢ikti. EGFR mutant
kanserli hastalardan alinan biyopsi Orneklerinden, adenokarsinomadan KHAK'ye
histolojik doniigiimiin nadir fakat tutarli bir sekilde gézlemlenmesi de dahil olmak Gzere

cesitli mekanizmalarin edinilmis direnci sagladigini gostermistir (Oser ve ark., 2015).
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W Kemoterapi ALK veya ROS1

Crizotinib (ilk ALK inhibitdri),
ALK-pozitif KHDAKde etkili
oldugu gosterilmistir

Crizotinib'in ALK
pozitif KHDAKde sitotoksik
tedaviye Gstiin oldugu

Osimertinib'in
EGFR (T790M) mutasyonlannda
etkili oldugu gosterilmistir

Qsimertinibiin daha dnce
tedavi edilen EGFR'de
(T790M) sitotoksik

tedaviden daha Gstiin

EGR B9 Genomik anali ol oldugu garalmstir.
Anjiyogenez B Immiinoterapi
imman kontrol noktasi
ARKnin TCGA blokerlerine verilen
KHDAK'de Pemetrexed AAK de agiklanan genomik cevaplarla iliskili
gosterilen I KHDAKde tanimianan | AAKde RET ve ROS fiizyonlan I karakterizasyonu mutasyon yakl
docetaxel faydas ALK diizenlemeleri gbsterilen aktivite tamamlandi

1997

2000 2004 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017
AAK'deki da getinib Gefitinib, AAK'de LUSCnin TCGA Crizotinibin RO Pembrolizumab'in
ve erlotinib'e duyarl sitotoksik tedaviden genomik $1-pozitif KHDAKde 1L PD-1-igh KHDAK'de
EGFR daha iyl bir etkinlik karakterizasyonu etkili oldugu istatoksik tedaviden
mutasyonlaninin kesfi gdstermistir tamamiandi gosterilmistir daha lstin oldugu
gosterilmistir
EGFR inhibitérleri klinik gelisime girisi Bevacizumab, Nivolumabin KHDAK'de . 7
L KH_D_AK‘de. s_itutoks\k etkili oldugu gosterilmistir Ln;rkll:; E?g;gdicllerin ':I:ZT::: "3:3 A?Cl:e
tedavi e aktivite KHDAK'de crizotinib'den
gostermigtir. doketakselden Gstin oldugu Gstin oldugu
qasterilmistir gosterilmistir

Sekil 1.3. KHDAK ’ye yonelik bazi onemli kesifler ve klinik ¢alismalar (HeRBst ve ark., 2018) uyarlanarak
alinmstir.

1.7.  Kanser Tedavisi Icin CDK4 Inhibitorleri

Hicre dongusu, hicre bolinmesi ve replikasyonu icin gerekli olan biyume,
kromozomal replikasyon ve mitozun c¢esitli asamalarini tarif eder. Karmagik bir
etkilesime giren proteinler kiimesi, memeli hiicrelerinde hiicre dongiisii boyunca
ilerlemeyi siki bir sekilde diizenler. Bu duzenlemedeki kilit bilesenler, bir grup sikline
bagimli kinazlardir (CDK). Bu CDK!'ler, hiicre dongiisii kontrol noktalarini diizenlemek

i¢in siklin ad1 verilen proteinlerle igbirligi yapar.

Sinirsiz biiylime kanserin ayirt edici 6zelligi oldugundan, malign hicrelerde hcre
dongiisli diizenlemesinin bozulmasi yaygindir ve hiicre dongiisiinii diizenleyen yollari
hedeflemek onkolojide uzun yillardir 6nemli bir ilgi alan1 olmasina ragmen, selektif ve

giiclii gelisme spesifik CDK'lerin inhibit6rleri, artan bir ilgiye neden olmustur.

Hicrelerin boliinmesi ve ¢ogalmasi G1, S fazi (DNA sentezi), G2 ve M fazi (mitoz)

olmak (izere dort asamada ilerler: G1-S ge¢isinin ana diizenleyicisi CDK4'tiir. Siklin D1
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(CCND1), CDK4 ile bir kompleks olusturur ve retinoblastoma (RB) proteinini fosforile
eder, boylece etkisiz hale getirir (Sekil 1.4). Bu, hicreyi hiicre dongisu boyunca
ilerlemesine baglayan transkripsiyon faktorii E2F'nin RB aracili inhibisyonunu
hafifletir. RB'nin dizenlenmesinin CDK4/siklin D1 kompleksinin birincil etkisi oldugu
diisiiniilmekle birlikte, son c¢alismalar FOXMI transkripsiyon faktoriinii bagka bir
potansiyel fosforilasyon hedefi olarak tanimlamistir Ancak bu gézlem konusunda gesitli

itirazlar mevcuttur.
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Sekil 1.4. Hucre donglsu ve hicre dongisunin duzenlenme sireci. (Cadoo ve ark., 2014) uyarlanarak
alinmistir.

Diger CDK ve siklin kompleksleri hiicre dongiisiiniin sonraki asamalarin1 diizenler.

G1'in sonlarinda, CDK2-siklin E ayrica RB'yi fosforile eder, hiicrenin S fazina (kontrol
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noktas1 ad1 verilen) ilerlemesini geri dondiiriilemez sekilde taahhiit eder. Daha sonra S

fazinda ve G2'de CDK1 ve CDK2, ortaklar1 siklin A ve B'de 6nemli roller oynar.

G1-5 gecki:

RR'nin fosforlasyonu
E2F i stimiile ediesr
FOERMA Skimilasyonu

G1 -5 gecisilDMA replikasyonu):
@ RR'niin hiperfosforilasvonu

™ Centrozom duplikasyonu
@ ) Histan sankeginin indiiklenmeasi
? Replikasyon faktdrerinin fosfarilasyonu

@ ¥ G2 — b geciyiimitatik girsk

Cyc Mikleer zarf dagilim
@1 Mitotik kondensason

It Iplikesrinin birlesrmesi

Maronal canlilik {G1 — 5 kontroedi):
RB'rin Fosfarilasyonu

e 8

@' Baral transkripsiyvansl iglemler:
m Transkripsiyane] bagtatmes
Trarskripsryanel usama

A igleme

Sekil 1.5. CDK komplekslerinin biyolojik fonksiyonlarinin ozeti (Asghar ve ark., 2015) uyarlanarak
alinmuistir.

CDK4-siklin D regiilasyonu, biiyiik oranda insan kanserinde bozulmustur. Bu, ¢esitli
mekanizmalarla ortaya cikabilir: (i) Siklin D1'in amplifikasyonu veya asir1 ifadesi.
Siklin D1 nin asir1 ekspresyonu ayrica gesitli kat1 timorlerde de gozlenir. (i) CDK4'lin
amplifikasyonu. Bu, CDK4 amplifikasyonunun neredeyse evrensel oldugu bir hastalik
olan iyi ayrismig ve ayrigmis liposarkomda en yliksek prevalansla goriiliir. Diger kati

timorlerde ve hematolojik malignitelerde diisiik frekansta CDK4 amplifikasyonu da
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gozlenmistir. (iii) CDK4'lin aktiflestirilmesi mutasyonu. Bunlar ¢ok nadirdir ve ailevi
melanom vakalarinda tanimlanmistir. (iv) CDK4 inhibitérii p16'nin kayb1 (CDKN2A)
Bu bir¢ok kanserde sik goriilen bir olaydir (Dickson, 2014).Hicre déngusiinde veya
cesitli biyolojik islemlerde yer alan farkli siklin-kinaz (CDK) -Siklin kompleksleri
smiflart gosterilmistir. Yesil renkte gosterilen CDK-Siklin kompleksleri, hiicre dongusi
ilerlemesini tesvik ederken, mavi renkle gosterilenler genellikle transkripsiyonel
islemlerde rol alir. Kirmizi ile gosterilen CDKS kompleksleri, hem néronal canliligin

kontrollinde hem de hiicre dongisiniin gelistirilmesinde rol oynar (Sekil 1.5).

1.8.  Bir Cdk inhibitorii Olan Palbociclib’in Kanser Uzerine Etkisi

Palbociclib veya PD-0332991 (Pfizer, Inc., New York, NY, ABD), oral olarak temin
edilebilen bir CDK4/6 inhibitoradidr. PD-0332991, uygun fiziksel ve farmasotik
ozelliklerinden dolay1 bir grup piridopirimidin bilesiginden gelistirilmistir (Sekil 1.6).
PD-0332991, hem CDK4 hem de CDK®6-siklin D1 kinaz aktivitesini giiglii ve esit
sekilde inhibe eder. Buna ek olarak, CDK4/6 i¢in oldukga segicidir, PD-0332991 bircok
diger protein kinaz paneline kars1 az aktiviteye sahiptir, hiicre bliylimesini inhibe eder ve
meme kanseri de dahil olmak Uzere bir dizi RB yetkin insan kanseri hiicresindeki diisiik
nanomolar konsantrasyonlarda DNA replikasyonunu baskilar Beklendigi gibi, RB
eksikligi olan hiicrelerde aktivite goriillmez. Bir CDK4/6 inhibitoriiniin hiicre dongiisii
ilerlemesi tizerindeki beklenen etkisi ile tutarli olarak, bu hicreler G1'deki hicre
oraninda énemli bir artis gdstermektedir. /n vivo olarak, meme kanseri ksenograftlarinda
timor biiylimesinin tamamen baskilanmas1 ile belirgin antitimor aktivitesi
gosterilmistir. Ek olarak, timor RB fosforilasyonunun surekli inhibisyonu mimkundar.
CDK 4/6-siklin D'yi hedeflemede PD-0332991'in 6zgilligi onemlidir, goreceli olarak
aktif olmayan, dongusel olmayan bir durumda olan normal dokuyu korurken onkogenik

olaylarin inhibe edilmesine izin vermek 6nemlidir.
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Sekil 1.6 Palbociclib (PD-0332991) (Cadoo ve ark., 2014)

Palbociclib, RB protein ifadesi goriilen timorlerde RB fosforilasyonunu nihai olarak
engelleyerek G1-S gegisine izin vermeyen guclu preklinik verilere sahip spesifik sikline
bagimli kinaz (CDK) 4/6 inhibitoriidiir. Faz 1 denemeleri giivenlik gdstermistir.
Palbosiklib'in endokrin tedaviye eklenmesi, endokrin terapide saf ve endokrin terapiye
direngli metastatik ortamlarda progresyonsuz sagkalimi arttirmaktadir (Clark ve ark.,
2016). Meme kanserinin kendine 6zgii alt tiplerinin farkli itici gligleri ve RB yolu
degisikliklerinde bunlara karsilik gelen farkliliklari, CDK 4/6 inhibisyonuna karsi
duyarliigin molekiiler fenotipe dayanmasi sasirtict degildir. Oral Palbociclib
monoterapisinin etkinligi, liposarkom, oligodendroglioma, oligoastrositoma, mantle
hicreli lenfoma, rotelyal karsinoma, KHDAK ve ¢ok sayida primer ¢ocukluk ¢agi
beyin tiimorii olan hastalarda incelenmistir. Tamoksifen ve aromataz inhibitorleri gibi
meme kanserinde ¢esitli hormon antagonistleri ile birlikte yapilan bir kag kombine
tedavi klinik ¢aligmalar1 da vardir. Diger kombinasyon calismalari, Palbociclib ile
birlikte bas ve boyun kanserlerinin tedavisi i¢in cetuximab (EGFR /HER1/ERBB1'e
yonelik monoklonal bir antikor), ER pozitif meme kanserinin tedavisi i¢cin AZD2014
(MTOR inhibitért), KHDAK ve diger kat1 malignitelerin tedavisi i¢in PD-0325901 (bir
MEK antagonisti) ile birlikte yapilan denemelerdir. (Roskoski Jr, 2016).
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Finn ve arkadaslari tarafindan yapilan calismalarda PD-0332991'in etkinligini meme
kanserinin molekiiler alt tiplerini temsil eden bir dizi hiicre hattinda aragtirmis ve alt tip
ile ilaca duyarlhilik arasinda anlamli bir iliski bulmuslardir, luminal 6zelliklere sahip ER-
pozitif hiicre hatlarinin en duyarli oldugunu buldular ve ek olarak, PD-0332991'e cevap
veren HER?2 ile gii¢lendirilmis hiicre hatlart 6ncelikle liimen 6zelliklerine sahiptir. Buna
karsilik, bazal hiicre hatlar1 direnglidir. PD-0332991, RB'yi etkili bir sekilde fosforile
eder ve tamoksifene direncli meme kanseri modellerinde hiicre déngusunu inhibe eder
(Finn ve ark., 2009). Hormon tedavisine direncli olan meme kanseri modellerinde, PD-
0332991, proliferasyonu etkili bir sekilde durdurabilir ve hiicresel yaslanmaya neden
olabilir, bu da ER antagonistlerinin etkisinden ayr1 stabil bir hiicre dongiisii durmasiyla
sonuclanabilir (Sekil 1.7). Endokrin tedavisine karsi diren¢ kazanmis tiimorler igin,
CDK 4/6 inhibisyonu énemli ve uygulanabilir bir terapétik stratejiyi temsil eder (Cadoo
ve ark., 2014)
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Sekil 1.7. Palbociclib’in etki mekanizmasi. Siklin DI, CDK4'i ve daha sonra ortaya ¢ikan kompleks
fosforilatlar: retinoblastoma proteinini aktive eder. RB fosforile edildikten sonra (P) E2F transkripsiyon
faktorleri ailesi serbest kalir. Béylece G1-S gecisi saglanmis olur. Palbociclib, RB fosforilasyonunu nihai
olarak engelleyerek G1-S gecisini engeller. Palbociclib’in bir baska dnerilen etkisi de EMT siirecine
katkida bulunan COX-11 enziminin ekspresyonunu inhibe ederek metastazi azaltmasidir. EMT, hiicrelere
invazif ve metastatik ozellikler verir. Ayrica, anjiyogenezde rolii oldugu bildirilen CDK6'nin bloke
edilmesiyle Palbociclib'in anjiyogenez etkisine sahip oldugu onerilmektedir (Ehab ve ark., 2016)
uyarlanarak alinmistir.
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1.9.  Wnt Sinyal Yolag: ve Akciger Kanseri

Whnt giintimiizden yaklasik 40 yil 6nce ilk kez Drosophila melanogaster'da cesitli
gelisimsel stiregler tzerine etkileri kesfedildi. Daha sonra yapilan genetik ¢aligmalarda,
Whnt sinyal proteinlerinin ailesinin bir¢ok bilesenini oldugu ve embriyonik gelisim
sirasinda kilit kararlarda rol oynadigi tanimladi. Evrim yoluyla olduk¢a korunmus bir
yol olan Wnt/B-katenin yolagi, ¢ogalma, farklilasma, gé¢, genetik stabilite, apoptoz ve
kok hticre yenilenmesi dahil olmak uzere temel hiicresel fonksiyonlari diizenler (Pai ve
ark., 2017). Wnt yolu; kanonik B-katenin bagimli, kanonik olmayan diizlemsel hiicre
polaritesi (PCP), kanonik olmayan Wnt/Ca*® ve kanonik olmayan Wnt5/Fzd2 yolu
olmak tizere dorde ayrilir (Sekil 1.8). Kanonik B-katenin bagimli sinyal yolaginda, Wnt
sinyalinin yoklugunda, f-katenin yikim kompleksi proteazomal bozulma i¢in B-katenin'i
etiketler. Wnt sinyalinin varliginda, yikim kompleksi inhibe edilir, hedef genlerin
transkripsiyonunu aktive ederek, B-katenin stabilizasyonu ve nikleer translokasyonu ile
sonuglanir. Kanonik olmayan diizlemsel hiicre polaritesi (PCP) yolu, hiicre iskeleti
degisiklikleri, hiicre polaritesi, hareketi ve sagkalimindaki degisikliklerle sonuglanan
sinyal kaskadlarini1 aktive eder. Kanonik olmayan Wnt/Kalsiyum yolu sinyali, hicre ici
kalsiyumu aktive eder, bu da daha sonra sinyallesme yoluyla hiicre yapismasini azaltir.
Kanonik olmayan Wnt5/Fzd2 yolu, Wnt5, FZD2 reseptorii ve FYN (zerinden sinyal
verir, kanser hucrelerinde epitelyal-mezenkimal gegise (EMT) yol agan STAT3
transkripsiyonunu aktive eder (Sandsmark ve ark., 2017).

B-katenin, Wnt/p-katenin kaskadinin aktivasyonu igin gerekli olan kaderin protein
kompleksinin ¢ekirdek bir bilesenidir. Bu yoldaki ¢oklu sapmalar ¢ok sayida kanserde
meydana geldiginden, Wnt'ye yonelik tedavi, 6nemli bir terap6tik hedef haline gelmistir.
Whnt/B-katenin yolunun, immiin hiicre infiltrasyonunun timor mikroorganizmalarinin
duzenlenmesindeki agiklanan rolii, immiinoterapi tedavilerine potansiyel etkisi goz
Onlne alindiginda, ilgiyi arttirmigtir (Pai ve ark., 2017). Wnt yolunun kanserle olan
baglantisi, farelerde Wnt1 lokusuna proviral olarak sokulmasi veya farelerde transgenik
asir1 ekspresyon ile sonuglanan intl'in (Wntl) aktivasyonunun, meme hiperplazisi ve

timorleri ile sonuglandigi kesfi ile ortaya ¢ikmustir (Zhan ve ark., 2017).
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1991 yilinda, adenomatoz polipozis coli (APC) geninin mutasyonlarinin, ailesel
adenomatoz polipozu olarak adlandirilan kalitsal kolon kanseri sendromunun altinda
yatan neden olarak kesfedildi. APC geninin B-katenin ile etkilesime girdigi ve APC'nin
islev kaybinin asir1 aktif T-hicre faktorli (TCF)4/B-katenin sinyallesmesine neden
oldugu bulundu. Bu bulgular Wnt sinyalleri ile insan kolorektal kanseri arasinda
dogrudan bir baglanti kurdu. Yapilan ¢alismalarda Fare modellerinde, tiimér baslatma
potansiyelinin artmasi1 ve Wnt yolunun KHDAK gelisiminde 6nemli olduguna dair
kanitlar artmaktadir. Solunum epitel kiiltlirlerinde, sigara dumani bilesenleri Wnt ve
Hedgehog sinyallerini arttirmigtir. Wnt yolagi genleri, Kras transgenik farelerin
akcigerlerinde de ayrica diizenlenir ve Kras mutant farelerinde Wnt yolag: aktivasyonu,
timort belirgin sekilde arttirir. Wnt ile indiklenebilir farelerde, Wnt indiksiyonu
durduruldugunda tiimorler gerilerken, ttimorler p53 eksikligi olan farelerde Wnt'den

bagimsiz olugmustur (Stewart, 2014).

KHDAK!'de birka¢c Wnt yolu bileseni asir1 eksprese edilebilir. KHDAK hiicre hatlarinin
biiyiik bir kismi aktif Wnt sinyaline veya Wnt-1’in asir1 ifadesine sahiptir. Wnt sinyali,
akciger kanseri hiicrelerinde, stlfatazlar Sulf-1 ve Sulf-2 (ylksek oranda KHDAK ler ile
ifade edilir), miR21 ve periostin ile tesvik edilebilir. KHDAK'lerin % (37-63)'U Wnt-1
icin imminohistokimya ile pozitif boyanmis ve Wnt-1 pozitifligi diisiik apoptotik
indeks, aberant B-katenin ifadesi ve c-Myc, siklin D1, VEGF-A, MMP-7, Ki-67,
survivin ve intratumoral mikrodamar yogunlugunun ifadesinin artis1 gozlenmistir. Wnt-
yolu aktivasyonu ve Wnt-1'in asir1 ekspresyonu ayrica klinik olarak kotli prognoz ile
iliskilidir. Wnt sinyalinin anti-Wntl monoklonal antikoru veya kiguk engelleyici RNA
(siRNA) veya Wnt-1 eksprese eden kanser hiicrelerinde apoptozu indiikleyen, KHDAK
hiicre hattinin ¢ogalmasini ve ksenograft biiyiimesini, disiikk hiicre motilitesini ve
istilasin1 inhibe ederek Wnt sinyalinin down regilasyonu etkileyerek daha farkli bir

fenotip olusturmustur (Stewart, 2014).
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Sekil 1.8. Kanser hiicrelerinde Wnt sinyallerinin sematik gosterimi. A. Kanonik Wnt yolu B. Kanonik
olmayan diizlemsel hiicre polaritesi (PCP) yolu C. Kanonik olmayan Wnt/Ca*? yolu D. Kanonik olmayan
Wnt5/Fzd2 yolu. (Sandsmark ve ark., 2017) uyarlanarak alinmistir.

1.10. NF-xB Sinyal Yolagi

1986 yilinda David Baltimore’nin grubu tarafindan kesfedilen B hiicresine 06zgii
transkripsiyon faktorii olarak NF-xB ailesi, gesitli homodimerler ve heterodimerler
olusturan bes farkli DNA-baglayici proteinden olusur. NF-xB proteinleri, hicre
proliferasyonunu hizlandirabilen, apoptozu inhibe edebilen, hiicre go¢iinli ve istilasini
tesvik edebilen ve anjiyogenez ve metastazi uyarabilen dogustan ve adaptif immiin
yanitlarin ana diizenleyicileridir (Sekil 1.9). NF-kB'nin aktivasyonu, viral ve bakteriyel
enfeksiyonlar, nekrotik hiicre iiriinleri, DNA hasari, oksidatif stres ve proinflamatuar
sitokinler tarafindan hizl1 ve gecici olarak indiiklenir. Ozellikle, hem kanser hiicrelerinde
hem de timor mikrogevresinde birgok kanser tlriinde, NF-xB yapisal olarak aktiftir
(Taniguchi ve ark., 2018).
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Sekil 1.9. Kanserde NF-«B'in rolleri (NF-xB) dogrudan ve dolayli olarak enflamasyonu, kanser hiicresi
proliferasyonunu ve sagkalimini, epitelyal mezensimal gecisi (EMT), invazif davranisi, anjiyogenez ve
metastazi, genetik ve epigenetik degisiklikleri, kanser kok hiicre olusumunu kontrol eder. Hucresel
metabolizma ve terapi direnci. NF-xB aktivasyonu, c¢esitli mekanizmalar yoluyla immiinosupresyona
neden olur. (LPS, lipopolisakarit; TNF, tumor nekroz faktori) (Taniguchi ve Karin, 2018)’den
degistirilerek alinmustir.

NF-xB transkripsiyon faktorii ailesi, aktif olmayan kosullar altinda sitoplazmada sikisip
kalmis bes liyeden olusur: NF-kB1 (p50 / p105), NF-kB2 (p52 / p100), RelA (p65),
RelB ve c-Rel. Hepsinde, dimerizasyon, niikleer lokalizasyon ve DNA baglama
alanlarini i¢eren yapisal olarak korunmus bir amino-terminal Rel-homoloji alan1 (RHD)
vardir. RelA, RelB ve c-Rel (ancak p50 veya p52 degil) ayrica gen transkripsiyonunu
destekleyen bir islem alani vardir. Aktivasyon iizerine, NF-kB alt birimleri bir homo
veya heterodimer olusturur. NF-kB sinyalleri, NF-kB temel modiilatériine (NEMO)
bagimli, kanonik yola ve NEMO'dan bagimsiz, kanonik olmayan yola ayrilmistir.
Sitokinler, blytme faktorleri, mikrobiyal Grlnler, radyasyon ve oksidatif stres gibi strese
neden olan uyaranlar ve T hiicresi reseptoriiniin (TCR) birlesmesi dahil olmak {izere
cesitli sinyaller kanonik NF-kB sinyalini uyarir. Bu uyaricilar, timdr nekroz faktorii
reseptoru ust ailesi (TNFRSF) ve interlokin-1 reseptort (IL 1R) / Toll benzeri reseptor
(TLR) iist familyasinin yani sira TCR'nin veya hiicre i¢i ortamlarinin aktivasyonu ile
sonuglanan, membran bagh reseptorleri aktive eder. (NEMO (IKKy) ve iki IKK alt
tinitesinden (IKKa ve IKKP) olusan kappa B (IkB) kinaz (IKK) kompleksinin
inhibitori)) IKK kompleksi daha sonra IxB proteinlerini fosforile eder, bu da onlarin
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ubiqutinasyonuna ve proteazomal bozulmasina neden olur. Sonu¢ olarak, NF-xB

dimerleri artik hedef genlerin ekspresyonunu diizenledikleri ¢ekirdege yer degistirir (Ma
ve ark., 2016).

1.11. A549 Epitel Akciger Karsinoma Hucreleri

A549 hiicre hatt1, 1973 yilinda surekli hiicre hatlar1 olusturmak igin yapilan ¢alismada
200 farkli timorden, bir akciger adenokarsinomadan izole edilmistir (sekil 1.10). Kanser
arastirmasi i¢in bir arag¢ olarak gelistirilmesine ragmen, hiicre hatlar1 sonug olarak insan
akcigerinin Alveolar Tip II pnomositlerini temsil ediyor olmasi ile karakterize edildi ve
bu nedenle hiicre hatti yaklagik kirk yildir solunum arastirmalarinin temelini
olusturmustur. Erken pasaj A549 ile yapilan ¢alisma, hiicre hattinin izolasyonundan kisa
stre sonra, bir Alveolar Tip 1l epitel hucre fenotipinin o6zelliklerini sergileme
yeteneginin kanitt sunmustur. A549 hiicrelerinin kullanim alanlarinin iginde Kanser
arastirmasi, hava yolu fonksiyonu, hastalik ve viroloji ¢aligmalart i¢in distal akcigerin

epitelyal modellerinin tretilmesi vardir.

;s . gt
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Low Density Scale Bar = 100um High Density

Sekil 1.10. A549 hiicreleri (https://www.atcc.org/~/ps/CCL-185.ashx)

Amagc: A549 kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicrelerinde bir CDK 4/6
inhibitori olan ve metastatik meme kanseri tedavisinde endikasyonu olan Palbociclib’in
hiicre sagkalimi, 6liimii iizerine etkisinin modellenmesi ve enflamasyon iligkili sinyal

yolaklarinin irdelenmesidir.
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2. MATERYAL VE YONTEMLER
2.1. Materyaller

2.1.1. Cihazlar

Kullanilan cihazlar Ek A bdliimiinde yer almaktadir.

2.1.2. Hucre Kiiltiirii Donanimlar:

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan malzemeler Ek B bdliimiinde yer almaktadir.

2.1.3. Kimyasal Maddeler

Kullanilan kimyasallar Ek C béliimiinde yer almaktadir.

2.1.4. Cozeltiler

Kullanilan ¢ozeltiler ve igerikleri Ek D boliimiinde yer almaktadir.

2.2.  Yontemler

2.2.1. Hucre Kulturi
A549 hucreleri American Type Culture Collection (ATCC® CCL-185™) Kkatalog
numarastyla alimmistir. Hucreler % 10 fetal sigir serum (FBS), %1 penisilin/streptomisin
iceren RPMI-1640 besiyerinde, %5 CO2 ve 37 °C’lik nemli etiivde biylitilmiistiir.
Hiicreler yogunlastiginda eski besiyeri atilarak 1X fosfat tamponlu tuz (PBS) ile
yikanmigtir. Daha sonra % 0,25’lik tripsin-EDTA eklenerek hiicreler 37 °C’de 5 dk
bekletilmistir. Esit miktarda besiyeri kullanilarak enzim inaktivasyonu saglandiktan
sonra hucreler 2000 rpm'de 5 dakika santrifiij edilmistir. Pellet 1 ml besiyerinde
cozlldikten sonra hiicre sayimi gergeklestirilmis ve ana stok hiicreleri ile yapilacak

deneyler dogrultusunda gerekli olan hiicrelerin uygun petrilere ekimi ger¢eklestirilmistir.
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2.2.2. Hucrelerin Dondurulmasi
Petri yilizeyine tutunmus halde bulunan hiicreler tripsin-EDTA ile muamele edilerek
kaldirilmigtir. Kullanilan tripsin-EDTA ile esit miktarda besiyeri kullanilarak enzim
aktivitesi inhibe edilmis ve 15 ml’lik tiip igerisinde toplanan hiicreler 2000 rpm'de 5
dakika santrifuj edilmistir. Pellet 1 ml PBS igerisinde ¢oziilerek hiicre sayimi
yapilmistir. Yaklasik 1x10° hiicre iizerine 1 ml dondurma medyas1 eklenerek hiicreler

Kriyo tiiplerine aktanlmis s1v1 azot tankinda saklanmustir.

2.2.3. Hucrelerin Cozulmesi
Hiicreler s1v1 azottan ¢ikarildiktan sonra hizli bir sekilde ¢oziilerek dondurma medyasi
Uzerine besiyeri eklenmistir. Hiicreler 2000 rpm'de 5 dakika santrifiij edilmis ve medya

atilmistir. Hiicreler 1 ml besiyerinde ¢oziilerek 25 veya 75 cm”lik petrilere ekilmistir.

2.2.4. Hucre Sagkalim Analizi
A549 hiicreleri 100x10° hiicre/kuyu olacak sekilde ekilmistir. Bir gece inkiibasyon
sonrasinda hiicrelere canliligi analizi ile belirlenen dozlarda sirasiyla 1, 2,5 ve 5uM
Palbociclib uygulanmistir. 24, 48, 72 ve 96 saatlik ila¢ uygulamalar1 tamamlandiktan
hicreler % 0,25’lik tripsin-EDTA ile kaldirilarak tiiplere toplanmis 2000 rpm’de bes
dakika santrifiij edilmistir.-Her hiicre pelleti 500 pl PBS ile ¢ozilerek 50 pl Tripan

mavisi eklendikten sonra canli ve 6lii hiicrelerin sayimlar1 yapilmistir.

2.2.5. Yara Iyilesmesi Deneyi
6 kuyucuklu petriye her bir kuyuda 100.000 hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. 24 ve

48 saatlik zamanda kontrol, 1, 2,5 ve 5 uM Palbociclib uygulamasi yapilmistir. Hiicreler

DiOC6 mitokondri membran potansiyeli agisindan fluoresan mikroskobunda incelenmistir.

2.2.6. Koloni Formasyon Deneyi
6 kuyucuklu petriye kuyu basina 2500 tane A549 hiicresi ekilip 24 saat icin kontrol, 1,
2,5 ve 5 uM Palbociclib uygulamasi yapilmistir. 24 saatin sonunda ilaglt medya gekilip
taze medya konulmustur. Her 2-3 giinde bir medyasi degistirilerek yaklasik 10 giin sonra

kuyulardan medya tamamen ¢ekilip atildi. Daha sonra 1X PBS ile yikanmistir. Her bir
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kuyuya 1 ml 3:1 oraninda metanol/asetik asit eklenerek 5 dk inkiibasyona birakilmistir.
Daha sonra metanol/asetik asit ¢ekilip atildi. 1ml kristal viyole eklenip 20 dk oda
sicakliginda bekletildikten sonra boya atilmis ve distile su ile yikama yapildiktan sonra

chemidoc ile ¢ekim yapilmistir.

2.2.7. Fluoresan Mikroskobi

A549 hicreleri 100.000/kuyu olacak sekilde 12'lik hicre petrilerine ekimleri
gergeklestirildikten bir giin sonra farkli kondiisyonlara (kontrol grubu ve 1 puM
Palbociclib’e maruz birakilmistir. Bu uygulamadan 24 saat sonrasinda farkli fluoresan

boyalar1 uygulanmustir.

2.2.8. Propidyum Iyodiir (PT) Boyama ile Olii Hiicrelerin Gosterilmesi
PI, DNA'ya baglanan ancak canli hiicre membranlarindan niifuz edemeyen bir boyadir.
Fluoresan mikroskobunda yesil renkli dalga boyuna ait 15181 absorbe ettiginde kirmizi
renkte 151k yayimlanmaktadir. Bu nedenle 1 ml RPMI besiyerine ana stok
konsantrasyonu 1 mg/ml olan PI (485/535 nm) boyasindan eklendikten sonra 12'lik
hiicre petrisi 30 dakika etiivde karanlikta inkiibe edilmistir. Ardindan her bir kondiisyona

ait hiicre gruplari fluoresan mikroskobunda goriintiilenmistir.

2.2.9. 2 4,6-Diamidino-2-fenilindol (DAPI) ile Apoptotik Hicrelerin Gosterilmesi
DAPI boyasi olusan DNA kiriklarina baglanarak apoptotik hiicrelerin fluoresan
mikroskobu altinda analizini saglamaktadir. DAPI boyasi fluoresan mikroskobu altinda
acik mavi renk dalga boyuna karsilik gelen 15181 absorbe ettiginde mavi renkte 151k
yayimlamaktadir. Bu nedenle besiyerine ana stok konsantrasyonu 5 mg/ml olan DAPI
(350/470 nm) boyasindan eklendikten sonra 6'lik hiicre petrisi 10 dakika etlivde karanlik
etiivde inkiibe edilmistir. Daha sonra her bir kondiisyona ait hiicre gruplar1 fluoresan

mikroskobu altinda goriintiilenmistir.
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2.2.10. DIOC6 ile Mitokondri Membran Potansiyelindeki Degisikliklerin

Gosterilmesi

3,3"-Diheksilokarbosiyanin Iyodiir (DiOC6) lipofilik karakter tasiyan ve diisiik
konsantrasyonlarinda canli hiicre mitokondrilerine segici olarak baglanan bir boyadir.
Bu o6zelligi nedeniyle DiOC6 boyasi fluoresan mikroskobu altinda canli hiicrelerin
tayininde kullanilmaktadir. DiIOC6 (482/504 nm) boyas1 fluoresan mikroskobu altinda
mavi renge ait dalga boyundaki 15181 absorbe ettiginde yesil renkte dalga boyuna sahip
151k yayimlamaktadir. Bu nedenle 1 ml RPMI besiyerine ana stok konsantrasyonu 4 mM
olan DiOC6 boyasindan 1 pl eklendikten sonra 6'lik hiicre petrisinin 15 dakika karanlik
etiivde inkiibasyonu gerc¢eklestirilmistir. Ardindan her bir kondiisyona ait hiicre gruplari

fluoresan mikroskobu altinda incelenmistir.

2.2.11. Acridine Orange ile Otofagolizozomlarin Tespiti
Kapali formiilii C17H19 N3 olan ve Acridine Orange baz olarak da bilinen bu katyonik
boya pH'a bagl olarak cift iplikli DNA' ya baglandiginda yesil, tek iplikli DNA veya
RNA'ya baglandiginda ise kirmizi fluoresans 1sima yapmaktadir. Ayrica yiiksek asidik
ortamlar olan ge¢ otofajik vakuollerde birikerek kirmizi fluoresans 1isima yapmaktadir.
Belirtilen kondiisyonlara maruz birakilan 12'lik petriler konsantrasyonu 1 pM olacak
sekilde Acridine Orange (460/650 nm) ilave edildikten sonra karanlik etiivde inkiibe

edilmistir ve ardindan fluoresan miikroskobu altinda goriintiilenmistir.

2.2.12. Total Protein izolasyonu
Toplam protein izolasyonu igin bir kontrol ve bir de 1uM Palbociclib uygulamas: igin
A549 hiicreleri 60 cm?’lik petrilere ekilmis; ilag uygulamasindan 24 saat sonra hiicreler
kaziyicilar ve 1X PBS yardimiyla petri yiizeyinden kaldirilmistir. Soguk santrifiijleme
islemiyle hiicre pelleti elde edilip, toplam protein igerigi eldesi i¢in PhosSTOP, Roche®
fosfataz inhibitor koktail ve cOmplete EDTA-free, Roche® proteaz inhibitor koktail
tabletleri c¢ozdurilmis Complete Lysis-M, Roche® lizis tamponu igerisine alinan
hiicreler 20 dakika oda 1si1sinda ¢alkalayicida inkiibe edilmistir. 20 dakika 13200 rpm’de

+4°C’de santrifiijlenen 6rneklerin {ist s1visi yeni bir tiipe alinarak -80°C’de saklanmustir.
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2.2.13. Protein Miktarmin Bradford Analizi Ile Belirlenmesi
Bradford yonteminde proteinler G250 formundaki Coomassie parlak mavi boyasina
baglanarak kullanim oncesindeki kirmizi halinin yerine boyanin mavi halini stabilize
eder. S6z konusu proteine bagl formundayken boya 595 nm dalgaboyunda en yiiksek
absorbans degerini verir. Protein miktarlar1 belirlenirken bu absorbans degerleri baz
almarak islemler gerceklestirilir. Oncelikle konsantrasyonu bilinen bir protein ¢dzeltisi
olarak 1,5 mg/ml sigir serum albumin (BSA) hazirlanmistir. Hazirlanan bu ¢dzeltiden
1,5-7,5 pg (1-5 pl) araliginda ornekler alinarak 96 kuyucuklu petriye aktarilmistir.
Protein miktar1 belirlenecek olan her bir 6rnekten de birer ul alinarak kuyucuklara
aktarildiktan sonra her kuyucuga 200 pl Bradford ¢ozeltisi eklenmistir. Petri bes dakika
boyunca karanlik ortamda bekletilerek proteinler ile boyanin baglanmasi beklendikten
sonra mikroplaka okuyucu kullanilarak 595 nm'deki absorbans verileri elde edilmistir.
Oncelikle farkli miktarlardaki BSA orneklerinden elde edilen absorbans degerleri ve
bunlarin konsantrasyon bilgileri ile bir standart olusturulmus ve buradaki denklem
kullanilarak absorbans degeri bilinen total protein 6rneklerinin konsantrasyonlari tayin

edilmistir.

2.2.14. immunoblotlama
Her bir kondiisyona ait proteinler konsantrasyonlari belirlendikten sonra igeriginde;
sodyum dodesil siilfat (SDS) deterjani, gliserol, 2-merkaptoetanol, bromofenol mavisi ve
pH-6,8 tris-hidroklorik asit (HCL) bulunan 4X-laemmli soliisyonu ile karigtirilmistir.
Ardindan 95°C'de 5 dakika denatiire edildikten sonra hedef kDa'ya gére % 12 akrilamid
konsantrasyonuna sahip jele yuklenerek SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE) yontemi ile ayrilmislardir. Jellerdeki kDa'larma gore ayrilan proteinler, hedef
kDa'ya gore farkli siirelerde voltaj uygulanarak, farkli kalinlardaki 0,45 mm
poliviniliden difloriir (PVDF) membran kullanilarak transfer edilmistir. Protein transfer
edilen PVDF membranlar % 5 yagsiz siit kullanilarak bloklanmistir, ardindan sirasiyla
birer gece hedef proteine 6zgiin 1:1000 oraninda % 5 yagsiz siit ile diliie edilen birincil
antikorlar ve Armoracia rusticana (bayir turpu) bitkisinden izole edilen peroksidaz
(HRP) enzimi konjuge edilmis olan birincil antikorlara 6zgiin 1:1000 oraninda % 5

yagsiz siit ile diliie edilen ikincil antikorlar ile muamele edilmistir. Ardindan birincil ve
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ikincincil antikorlarin spesifik olmayan baglanmalarini 6nlemek amaciyla tween
deterjan1 igeren TBS sollisyonu ile muamele edilen PVDF membranlar daha sonra TBS
solisyonu ile muamele edilerek tween deterjanindan arindirilmistir. Hedef proteine
0zgiil antikorlar ile muamele edilen PVDF membranlar daha sonra igeriginde; HRP'nin
subsrat1 hidrojen peroksit (H20;) ve kemiliminesans madde luminol de bulunan bir
soliisyonla muamele edilerek BioRad ChemiDoc™ cihazinda UV 15181 altinda

gorlintiilenmistir.

2.2.15. Istatistiksel Analizler
Hiicre sagkalim analizi ile iliskili veriler Windows i¢in GraphPad Prism 6 yazilimi (La
Jolla California USA, www.graphpad.com) ile grafik halinde diizenlenerek iki yonlu

ANOVA testi kullanilmig, anlamli degisimler icin p degeri <0,05 olarak belirlenmistir.

2.2.16. PathScan Inflammation Multi-Target Sandwich ELISA kit

PathScan® Enflamasyon c¢ok hedefli sandvi¢ ELISA Kiti, Cell Signalling
Tecnology’den #7276 katalog numarasiyla temin edilmistir. Stres ve enflamasyonla
iligkili olan NF-«xB p65, fosfo-NF-kB p65 (Ser536), fosfo-SAPK/INK (Thr183/Tyr185),
fosfo-p38 MAPK (Thrl83 / Tyrl85) protein miktarlarim1 tayin etmek igin bu kit
kullanilmistir. Oncelikle 100°liik iki tane petri kabina her birine yaklagik 2x10° tane
olacak sekilde A549 hiicreleri ekilmis sonra kontrol ve 1uM 24 saat Palbociclib
uygulamasini takiben ELISA kit protokoliine gore protein izolasyonu yapilmistir. Daha
sonra bir mikrosantriflij tiipine 1:1 oraninda protein 6rnegi ve hicre lizis tamponuyla
seyreltilir. Bu amagla bradfordta okutulan protein miktarlar1 her kuyucuk i¢in normalize
edilmis ve 29.1 pl : 29.1 pl oraninda kullanilmistir. Plaka, 2 saat 37° C'de inkulbe
edilmistir. Her kuyu 200 pl, 1X Yikama Tamponu ile 4 kez yikanmistir. Her kuyucuga
100 pl Detection Antibody eklenip plaka 37° C'de 1 saat bekletilmistir. Yikamalardan
sonra her kuyucuga 100 pul HRP-bagl sekonder antikor eklenip plaka 37° C'de 30 dakika
inklibe edilmistir.Yikama islemleri tekrarlandiktan sonra her kuyucuga 100 pul TMB
Substrat eklenip plaka 37° C'de 10 dakika etiivde bektilmis sonra her kuyucuga 100 pl
STOP Soliisyonu eklenip 30 dk igerinde 450 nm'de absorbans degerinde okutulmustur.

31



3. SONUCLAR

3.1.  A549 Hiicrelerinde Palbociclib’in Sagkalim Uzerine Etkileri

Palbociclib’in hiicre sagkalim (zerine etkilerinin gosterilebilmesi amaciyla A549
akciger kanseri hiicrelerine farkli dozlarda ilagla muamele edilmis (1, 2,5 ve 5 uM) ve
(0-96) saat boyunca hiicreler izlenmistir (Sekil 3.1). Bu siiregte kontrol hucrelerinin 72
saat boyunca petri kabinda ¢ogalma gostermedigi, ancak 72. saatten sonra yaklasik
sayica 2 kat arttigr tespit edilmistir. Bu veriden yola ¢ikarak, petriye ekilen hiicre
yogunlugunun deneye baslangic asamasinda kritik 6nem tasidigi diistiniilmiistiir. Ardi
ardina en az iki kez tekrar edilen bu deney kapsaminda petriye hiicrelerin % 50 den fazla

yogunlukla ekilmesinin, hiicre cogalmasi agisindan 6nemli olduguna karar verilmistir.

50
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= 25uMPD
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Hiicre sayisi {1104]
20
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—'Fé?

0 24 48 72 96
Palbociclib uygulamasi (Saat)

0

Sekil 3.1. Palbociclib ile muamele edilen A549 akciger kanseri hiicre hatlarmmindaki (KHDAK) hiicre sag
kalim potansiyelinin doza bagl olarak (0-96) saat arasinda gosterilmesi. Lineer grafik érneklerden elde
edilen verilerin ortalamasi + standart hatast olarak sunulmugtur (n=2). Her bir deney 100000 hiicre ile
baslatilmistir.

A549 hiicreleri sirastyla 1, 2.5 ve 5 uM dozlaniyla, 24, 48, 72 ve 96 saat sire ile bir
CDK inhibitori olan Palbociclib ile muamele edilmistir. TUm konsantrasyonlar icin 72
saate kadar sitotoksik bir etki oldugu goézlenmistir. 72 saatten sonra hucrelerin tlim
konsantrasyonlarda direncli hale geldigi goriilmiistiir. 2,5 uM ve 5 uM doz uygulanmig
hlcrelerde sitotoksik etkinin ¢ok ylksek oldugu ve bundan sonraki arastirmalarda 1uM

Palbociclib dozunun 24 saatlik etkisinin incelenmesi uygun gortilmustiir (Sekil 3.1).
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3.2.  A549 Hiicrelerinde Palbociclib’in Yara lyilesmesi Uzerine Etkileri

0. Saat 24. Saat 48, Saat

Kontrol

1 pM

2.5 UM

Sekil 3.2. Farkl dozlarda Palbociclib ile muamele edilen A549 akciger kanseri hicreleri 0-24 ve 48
saatten sonra DiOC6 ile mitokondri membran potansiyeli a¢isindan fluoresan mikroskobunda
incelenmesi.

400
mm Kontrol
300- m = 1M
_ = 2.5 uM
£ 200
1004 H
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1
0. Saat 24 Saat 48 Saat

Sekil 3.3. Farkli doz ve zamanlarda Palbociclib ile muamele edilen A549 hiicrelerinde yara kapanma
mesafelerinin sttun grafik ile goésterilmesi. (GraphPad Prism 8 kullanilarak ¢izilmigtir.)
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A549 akciger kanseri hiicreleri (KHDAK) yara iyilesmesi deneyi i¢in 0-24 ve 48 saat
surelerde 1 ve 2,5 uM Palbociclib ile muamele edildi. Hicreler DIOC6 mitokondri
membran potansiyeli a¢isindan fluoresan mikroskobunda incelendi (Sekil 3.2). Kontrol
hiicrelerinde 24 saat sonrasinda yara bolgesinde hiicrelerin sayica artmasi ve hiicrelerin
yara alanina yonelimleri mevcutken, 1 ve 2,5 uM Palbociclib uygulamasi sonucunda ilk
24 saat igerisinde ila¢ etkili bir sekilde hiicre c¢ogalmasini azaltmis ve hiicre
hareketlerine ket vurmustur (Sekil 3.3). 48. saate bakildiginda ilag¢ etkinligini kismen
kaybetmistir. DiOC6 boyamasi1 ile hiicrelerde fluoresan yogunlugunun azalmasi,
Palbociclib’in mitokondri membran permealizasyonu aracili olarak hiicre sagkaliminda

ket vurucu etki gosterebilecegi diistiniilmiistiir.

3.3.  Ab549 Hiicre Hattinda Koloni Formasyonunun Gosterilmesi

24 Saat Palbociclib

1uMPD 25uM PD SuM Pl)\
— § ——

Sekil 3.4. A549 akciger kanseri hiicrelerinde Palbociclib uygulamast sonucunda koloni olusturma
potansiyeli hiicrelerin gosterilmistir. Kristal boyama sonug¢lart sunulmaktadr.

6 kuyucuklu petri kabina her kuyuda 2500 hiicre olacak sekilde A549 KHDAK hcreleri
ekilip, 1, 2.5 ve 5uM konsantrasyonlarda Palbociclib ile 24 saat boyunca muamele
edilmistir (sekil 3.4). Kontrol gruplarina kiyasla ilagli gruplarda koloni formasyonunda
azalig goriilmiistiir. Her kuyudan rasgele 3 hiicre kolonisi segilerek kuyu capina gore
6l¢eklendirilip koloni gaplari hesaplanmis ve ortalamalar1 alinarak siitun grafik elde

edilmistir (sekil 3.5).
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Koloni sayilarini bulmak i¢in her bir kuyucuk alani karelere bdliiniip karelere denk gelen
kolonilere 3 kere kor sayim yapilarak graphpad programi kullanilarak siitun grafik elde
edilmistir (sekil 3.5).

Palbocicib (24 saat) Palbociclib (24 Saat)
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- i 250
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' - 200-
o — z
z 1 %' 150
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s ] = 100+
2 : e -
:‘; : 50
0.0- I T 0- T T
Kontrol1 uM 2.5 uM 5 uM Kontrol1 uyM 2.5 pM 5 pM

Sekil 3.5. A549 KHDAK hiicrelerine 1 uM ,2.5 pM ve 5 uM Palbociclib 24 saat sure ile uygulanmistir.
Hiicre koloni ¢apt ve koloni sayisi graphpad programi kullanilarak siitun grafik elde edilmigtir. Stun
grafik orneklerden elde edilen verilerin ortalamasi + standart hatasi olarak sunulmustur (n=3). Her bir
deney 2500 hicre ile baslatilmistir.

Hiicre koloni ¢aplar1 kontrolle karsilastirildiginda 1uM i¢in en az oldugu daha yiiksek
konsantrasyonlarda ise arttigi goriilmiistiir. Bu da A549 hicrelerinin 1uM ‘dan daha
yuksek konsatrasyonlarda Palbociclib’e direng gosterdigini diistindiirmiistiir. Koloni
sayilarina bakildiginda kontrole kiyasla 1, 2,5 ve SuM ig¢in sirasiyla bir azalma
gozlenmistir. Sonug olarak ilag konsantrasyonu arttik¢a hiicre koloni sayisinin azaldigi,
koloni ¢aplar1 karsilastirildiginda ise 1uM’dan sonra hiicrelerin Palbociclib’e direng

gosterdigi diisiiniilmektedir.
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3.4. A549 Hucrelerinde Palbociclib’in  Etkisini Fluoresan Boyamalar ile
Gosterilmesi

Fluoresan boyalar hiicrelerin canli-01U tayinini, eger 6liim varsa otofajik mi, apoptotik

mi oldugu konusunda bilgi veren boyama yontemleridir.
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0. saat. 34 saat ik 24 saat bova 24 saat boya
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Sekil 3.6. A549 hicrelerinde 1uM Palbociclib'in 24 saat uygulanmas: sonucunda hticre 8luma ile ilgili
verilerin fluoresan mikroskobu ile gosterilmesi. Goriintiiler en az 2 bagimsiz deneyi temsil etmektedir.

P1

PI, DNA'ya baglanan ancak canli hiicre membranlarindan niifuz edemeyen bir boyadir,
bu 6zelligi sayesinde fluoresan mikroskobu altinda canli-61U hicrelerin ayirimlarinin
teshis edilmesinde kullanilir. fluoresan mikroskobunda yesil renkli dalga boyuna ait 15181
absorbe eder ve kirmizi renkteki 15181 yansitir. 1uM Palbociclib’in 24 saatlik uygulamasi

sonucunda o6lii hiicre sayisinin arttigi gozlemlenmektedir (sekil 3.6).
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Apoptotik hiicre Oliimiiniin gostergelerinden birisi DNA'nin ¢esitli endoniikleazlar
tarafindan kesilmesidir. Bunun sonucunda DNA'da ip merdiven goriintiisii ortaya
cikmaktadir ve DAPI boyasi olusan DNA kiriklarina baglanarak apoptotik hiicrelerin
fluoresan mikroskobu altinda analizini saglamaktadir. DAPI boyast fluoresan
mikroskobu altinda agik mavi renk dalga boyuna karsilik gelen 15181 absorbe ettiginde
mavi renkte 151k yayimlamaktadir. 1uM Palbociclib’in 24 saatlik uygulamasi sonucunda

acik mavi 1igimanin varligt DNA kiriklarinin varhigini gostermektedir.

I¢sel yolak araciligiyla apoptotik hiicre 6liimiiniin temel gdstergesi mitokondri membran
potansiyelinin bozulmasi ve bu sekilde membrana ait bazi bilesenlerin sitozole
salinmasidir. DiOC6 lipofilik karakter tasiyan ve diisiik konsantrasyonlarinda canli
hiicre mitokondrilerine se¢ici olarak baglanan bir boyadir. Bu 6zelligi nedeniyle DiOC6
boyasi fluoresan mikroskobu altinda canli hiicrelerin tayininde kullanilmaktadir. 1uM
Palbociclib’in 24 saatlik uygulamasinin canli hiicre sayisini azalttigini gostermektedir
(sekil 3.6).

Acridine Orange baz olarak da bilinen bir katyonik boyadir, pH'a bagl olarak cift iplikli
DNA' ya baglandiginda yesil, tek iplikli DNA veya RNA'ya baglandiginda ise kirmizi
fluoresan 1sima yapmaktadir. Ayrica yiiksek asidik ortamlar olan ge¢ otofajik
vakuollerde de birikerek kirmizi fluoresan 1sima yapmaktadir. 1uM Palbociclib’in 24
saatlik uygulamasi sonucunda sadece yesil 1s1ma gozlenmektedir. Bu da c¢ift iplikli

DNA'’ya baglandigini1 ve ayn1 zamanda hiicre sayisinin azaldigini ortaya koymaktadir.

3.5. A549 Hiicre Hattinda Palbociclib’in Molekuler Hedefler Uzerine Etkilerinin
Gosterilmesi

Hicre sagkalimi ve 6limii ile ilgili olarak A549 hiicrelerinde hedef proteinler olarak
NFkB, P38, SAPK/INK gibi 6nemli molekiiler hedeflerin degisimleri ELISA yontemi
ile irdelenmistir. Bu amagla ilag uygulamasini takiben 24 saat sonra A549 akciger
kanseri hiicrelerinde protein izolasyonu gerceklestirilmis ve PathScan Enflamasyon Kiti
ile fosfo-NfkB p65 (Ser536), fosfo-SAPK/JNK (Thrl83/Tyrl85), fosfo-p38 MAPK
(Thr180/Tyr182), fosfo-STAT3 (Tyr705) ve fosfo-1B-a (Ser32) seviyeleri

belirlenmistir. ELISA kitinin kullaniminda onerildigi iizere protein miktar1 oziitlerde
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kontrol edilmis ve veriler normalize edilmistir. Palbociclib uygulamasi sonucunda NFkB
miktar1 artmakta, ve bu oran p-NFxB ve p-IKBa ile uyumlu olarak tespit edilmistir. Bu
sonuclara gore Palbociclib’in NFkB aktivitesini arttirmakta oldugunu diistindiirtmiistr
(sekil 3.7).
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Sekil 3.7. NF-xB sinyal kaskadinda gériilen degisimlerin sandvi¢ ELISA yontemi ile belirlenmesi.
Kolon grafikler ortalamaxStd. hata olarak sunulmaktadir. Absorbans 450 nm. (n=2).
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Sekil 3.8. MAPK sinyal yolagi ve STAT3 aktivitesinin sandvi¢ ELIZA yéontemi ile A549 akciger kanseri
hiicrelerinde gosterimi. Kolon grafikler ortalama + Std. hata olarak sunulmaktadr. Absorbans 450 nm.
(n=2).
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Stresle aktive olan protein kinaz/Jun-amino-terminal kinaz SAPK/JNK bir¢ok farkli
stress indiikleyicisi  tarafindan  aktive edilmekte ve bdylece enflamasyon
tetiklenmektedir. Palbociclib uygulamasi enflamatuar yanit1 aktive ederek, hem NF-xB
hem de SAPK/INK {izerinden sinyal yolaklari tizerinde bulunan protein miktarlarini,
uygulama yapilmayan kontrole gore arttirmistir. Benzer sekilde p38 MAPK nin aktive
edilmesi ve STAT3 transkripsiyon faktoriiniin fosforilasyonu sitokin etkilesimlerinde

onemli veriler olarak degerlendirilmistir (Sekil 3.8).

3.6. Western Blot Yontemiyle Palbociclib Etkisi Altinda A549 Hucrelerinde Wnt

Sinyal Yolagindaki Protein Miktarlarinin Belirlenmesi

A549 akciger kanseri hiicreleri tizerinde kontrol ve 1 pM 24 saatlik Palbociclib
uygulamas1 sonucunda izole edilen proteinler jelde yuratilerek membran Uzerine
transferi yapilmistir. Primer ve sekonder antikorlar uygulandiktan sonra BioRad
ChemiDoc cihazinda elde edilen protein miktar1 goriintiileri asagida listelenmistir (Sekil

3.9).

C 1uMPD
Pan-actin 45 kDa —
1,00 0,80
Axin 110 kDa -—
1,00 0,63
DvI2 (90-95) kDa -
1,17 141
Dvl3 88 kDa e -
091 131
LRP6 (180-210) kDa L
1,33 1,51
P-GSK3p ser9 46 kDa r— —
0,79 0,85
GSK3p 46 kDa — -
0,99 1,44
P-LRP6 (180-210) kDa ‘ '
1,71 1.95
What 3a 42 kDa - -
0,890 0,77

Sekil 3.9. 24 saatlik 1 uM Palbociclib uygulamas: sonucunda Wnt sinyal yolagi iizerindeki proteinlerin
anlatimmin Western Blot teknigi ile gosterilmesi. YUkleme kontroll olarak pan-Actin kullanilmis olup bu
sonuglar en az n=3 bagumsiz deneyi temsil etmektedir.
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Sekil 3.10. Western Blot sonuglarina goére elde edilmis protein miktarlarimn ImageJ programi
kullanilarak normalize edilmesi. Pan-aktin yikleme kontrolii olarak kullaniimistir.

Wnt yolagi aktifken Wnt sinyal yolaginda GSK3B ve kazein kinaz (CK1) gibi B-
kateninin fosforilasyonu sonucunda yikimini tetikleyen kinazlar1 tutan Axin, dvl2, dvl3
gibi yap1 iskele proteinlerinin anlatimlariyla ilgili sonuglara gére Axin’in anlatiminin
belirgin bicimde azaldigi, dvl2 ve dvl3’lin ise anlatimlarinda belirgin bir degisiklik
olmadig1 goézlemlenmistir. Wnt 3a ligandinin bir transmembran proteini olan LRP6’ya
baglanmasiyla LRP6 reseptoriiniin konformasyonunun degismesiyle sitozol icindeki
fosfat baglanma bdlgelerinin kinazlar tarafindan fosfatlanmasiyla sinyalin igeri alinip
Whnt sinyal yolaginimin aktif hale gelmesini saglayan protein ve reseptor proteinlerinin
western blot sonuglartyla ilgili olarak Wnt3a, LRP6 ve P-LRP6’nin anlatimlarinda
onemli bir degisiklik olmadig1 gézlenmistir. Wnt sinyali yoklugunda GSK3p’nin inhibe
edici serin9 fosforilasyonu sonucunda B-kateninin nukleusa goécini engelleyerek
proteozomal bozunmasina neden olan GSK3f’nin protein anlatiminda belirgin bir artig

goriilmiistiir (Sekil 3.10).
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4. TARTISMA

Anormal hiicre proliferasyonuna yol agan dizensiz hiicre bolunmesi, kanserin Kilit
Ozelliklerinden biridir ve hiicre bolunmesini bloke etmek igin terap6tik hedeflerin
belirlenmesi, kanser tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir yaklasimdir. Bir hiicrenin
boélinmesi, hiicre dongiisii olarak adlandirilan ve evrimsel agidan ylksek oranda korunan
karmagik bir diizenleyici faktorlerin kontroliinde olur. Hucre dongustnin her
asamasinda, siki konrol noktalar1 vardir. Hlicre donglsiiniin bir asamasindan digerine
gecis, ortak siklinleri ile etkilesime girerek aktive olan CDK'lerin hareketleriyle kontrol
edilir. Bu nedenle, CDK'ler uzun sire 6nce kanser terapileri icin umut verici hedefler
olarak kabul edilmistir (O'Leary ve ark., 2016).

CDK 4/6 inhibisyonu i¢in uygun hedef gruplarin se¢imi, CDK 4/6'nin G1'den S'ye gegis
yaptigi ve CDK 4/6 inhibisyonunun etkilerinin diger CDK'larin aktivitesi ile
kurtarilamadigi tiimor tiplerinin basarili bir sekilde tanimlanmasina dayanir. Siklin D-
CDK 4/6 eksenindeki sapmalar kanserli hastalarda sik goériilen durumlardir. Ayrica, bas
ve boyun kanseri meme kanseri olan kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK),
6zofagus kanserleri melanoma ve glioblastoma hastalarinda siklin D'nin amplifikasyonu

ve asir1 ekspresyonu tarif edilmistir (O'Leary ve ark., 2016).

Palbociclib (Ibrance), kanser tedavisi icin Pfizer tarafindan gelistirilen oral, tersinir,
secici, kiiclik molekiillii bir sikline bagimli kinaz CDK4 ve CDK6 inhibitoriidiir. CDK4
ve CDK®6, bunlarin ortak partner siklin D1 ile birlikte, retinoblastoma protein (RB)
fosforilasyonunun diizenlenmesi yoluyla G1-S gegisinin diizenlenmesinde anahtar rol
oynamaktadir. CDK'lar, biiyiime sinyallerine cevap olarak hiicre dongiisiine giris ve
ilerlemenin Onemli modiilatorleridir ve bu kinazlarin Palbociclib ile inhibe edilmesi,
tolere edilebilir rejimlerde diger antikanser ilaglarin aktivitesini artirabilir. Palbociclib,
letrozol ile kombinasyon halinde, ABD'de ilk meme kanseri tedavisi i¢in onaylandi. Faz
I gelisimi, ilerlemis meme kanserinde ilk tedavi olarak kullanimimin yami sira
tekrarlayan veya ilerlemis meme kanseri ve ylksek riskli erken evre meme kanserinin
tedavisi olarak kullanimini arastiran ¢alismalar diinya capinda devam etmektedir. ABD

Ulusal Kanser Enstitiisii tarafindan finanse edilen bir arastirma isbirliginde kiiglik
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hiicreli dis1 akciger kanseri icin ABD'de bir faz II denemesi yiiriitiilmekte olup, ¢esitli
diger kati tiimor tipleri ve hematolojik maligniteler i¢in ¢esitli faz I ve II aragtirmalari

yapilmaktadir (Hamilton ve ark., 2016).

Tek kollu bir faz II ¢aligmasinda daha once tedavi gormiis, ilerlemis KHDAK'li
hastalarda Palbociclibin etkinligi degerlendirilmistir. Palbociclib ile en az 1 ay tedavi
alan, degerlendirilebilir 16 hastada hi¢bir yanit gériilmemis ve denemeye edilmistir.
Bununla birlikte, ilerlemis KHDAK olan 8 hastanin Palbociclib tedavisinden 16-42 hafta
sonra hastalik stabil olup; kalan 8 hastanin 8 hafta icindeki durumunun progresif oldugu
goriilmiistiir (Dhillon, 2015). Yapilan baska bir ¢alismada daha 6nce tedavi edilmis, ileri
KHDAK'li RB ekspresyonu ve CDKN2A inaktivasyonu (negatif p16™“** ekspresyonu)
sergileyen 19 hastada Palbociclib'in Il. faz ¢alismasinda, medyan PFS 12,5 haftayken
bes hasta en az 24 hafta boyunca hayatta kalip ¢alismaya devam etmistir (Hamilton
velnfante, 2016).

Bir MEK inhibitori olan PD-0325901 ve CDK 4/6 inhibitorli Palbociclib’in kombine
olarak kullanildig1 bir¢ok ¢alismada basta K-RAS mutant kicik hiicreli dis1 akciger
kanseri ve diger tim kati tiimorlerin tedavisine yonelik arastirmalar devam etmektedir
(Uehling ve ark., 2015).

Palbociclib daha ¢ok meme kanseri tedavisinde kullanilmak iizere ortaya c¢ikmuistir.
Yukarida da bahsedildigi gibi diger kanserler {izerine de etkinligi arastirilmaktadir. Bu
tez kapsaminda bir CDK inhibit6rii olan Palbociclib’in A549 KHDAK hcreleri Gzerine
etkisi ve aym1 zamanda enflamsyonla iligkili olarak NF-kB ve Wnt sinyal yolagi

tizerindeki davranislart incelenmistir.

Bilindigi tizere CDK’lar hiicre dongiisiinde ¢ok kritik éneme sahip kinazlardir. Bu
yuzden birgok kanser arastirmasi hiicre boliinmesini ve ¢ogalmasini engellemek adina
CDK’y1 hedef alan ajanlarin gelistirilmesi Uzerine yapilmaktadir. Bu nedenle hiicre
boliinmesini yavaslattiglr veya durdugunu anlamak adina bu ¢alismada zamana ve doza
bagli olarak hiicre sagkalim analizi, koloni olusturup olusturamadigi, yara iyilesmesi ve
fluoresan boyamalar gibi deneyler yapilmistir. Doza ve zamana bagl Sagkalim
analizinin hem oldiiriicii ayn1 zamanda da olabilecek en az sitotoksik degerinin 1 pM ve

24 saat oldugu gozlemlenmisir. Yapilan diger doz belirleme ¢alismalarinda
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Palbociclib’in tek basina veya kombine ajanlarla birlikte kullanildiginda da ¢ok diisiik
dozlarda bile etkili oldugu ortaya konulmustur. Ornegin Kombine tedaviye cevap olarak
bliylime inhibisyonunun mekanizmasini analiz etmek i¢in 24 saatlik tedaviden sonra
hiicre dongiisii dagilimi galismalar1 yapilmis ve G1 fazinda olan A549 hicrelerinin
yuzdesi, kombine tedaviye (1 uM Palbociclib ve 1uM selumetinib) cevap olarak 6nemli
ol¢iide artmistir, hiicre 6liimiinde artis gozlenmistir (Zhou ve ark., 2017). Yapilan bagka
bir derlemede Palbociclib’in sikline bagli kinaz (CDK) iizerine yar1 maksimum inhibitdr
konsantrasyonlarin (IC50), CDK1: >10 uM CDK2: >10 uM CDK4: 9-11 nM CDKS5:
>10 uM CDKG®6: 15 nM olarak gosterilmistir (O'Leary ve ark., 2016).

Yapilan baska bir ¢alismada CDK4/6 inhibitéri Palbociclib'in mTOR inhibisyonunu
saglayan Everolimus ile kombinasyon halinde ilerlemis akciger kanserli hastalarda
palbociclib'in iyi tolere edilebilirligini ve daha kiiglik dozlarda bile etkisini gostermesini
saglamigtir. Yiiksek Palbociclib konsantrasyonlarinin, klinik caligsmalarda hastalarin
tedavisinde zararli olabilecek RB'nin spesifik olmayan proteozomal bozulmasi ile iligkili
oldugu anlagilmistir. Buna karsilik, daha diisiik palbociclib konsantrasyonlari ile kararh

durumdaki RB protein seviyeleri korunmustur (Gopalan ve ark., 2018).

Tum CDK 4/6 inhibitorleri, proteinlerin ATP baglayici alanlarimi hedef alarak
tasarlanmistir. Klinik kullanima ¢evrilen palbociclib (Ibrance; Pfizer), ribociclib
(Kisgali; Novartis) ve abemaciclib yakin zamanda FDA'nin endokrin terapisi ile
kombinasyon halinde kullanimi onaylanmistir ve birinci basamak tedavi ortaminda ileri
Ostrojen reseptorl pozitif meme kanseri olan hastalarin ilerlemesiz sagkalimlarini 6nemli
Olclide arttirmiglardir. Bu bilesikler, CDK 4/6 igin, diger CDK familyas1 iiyeleri
izerinde, tarihsel benzerlerine kiyasla olduk¢a segici oldugu goriilmiistir. Hem
palbociclib hem de ribociclib, CDK4 ve CDKG6 igin diger hiicre dongiisiit CDK'lerine ve
CDKJ9'a gore 100 kat daha yuksek afiniteye sahiptir. Buna karsilik, abemaciclib daha az
secicidir, CDK 4/6 i¢gin CDK9'a gore sadece alt1 kat daha fazla afinite ile ve CDK9'a
gore daha fazla aktiviteye sahiptir ve daha yiksek dozlarda CDK1, CDK2 ve CDK5'e
kars1 bazi aktiviteye sahiptir. Daha az secici olmasina ragmen, dogrudan bir
karsilastirmada, abemaciclib'in palbociclib’e gére kan-beyin bariyerinden daha etkili bir

sekilde gectigi ve bu ilacin potansiyel uygulamasini beyin kanserleri ve ikincil beyin
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metastazlarina genislettildigi tespit edildi. Preklinik hiicre hatlar1 modellerinde
Abemaciclib'in, ancak palbociclib veya ribociclib'in olmadigi, GSK3 inhibisyonu ve
ardindan B-katenin stabilizasyonu yoluyla wnt sinyalini aktive ettigi bulunmustur.
GSK3p aktivitesi ayrica, hem transkripsiyonel hem de proteomik seviyede siklin D ailesi
proteinlerinin dizenlenmesinde, GSK3p inhibisyonunun siklin D seviyelerini arttirmasi

beklenen dnemli bir rol oynar (Portman ve ark., 2019).

Ikinci nesil tirozin kinaz inhibitérii (TKI) olarak, afatinib, ilerlemis/metastatik EGFR
mutant KHDAK'yi (kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri) tedavi etmek i¢in onaylanmistir.
Bununla birlikte, afatinibin klinik uygulamasi kazanilmis direngle siirlidir. Yapilan
calismalar CDK 4/6 inhibitérlerinin, hiicrelerin ¢ogalmasimi engelledigi ve sadece in
vivo degil ayn1 zamanda in vitro olarak ¢ogalan malign hiicrelerin 6limiiniin yani sira
farklilasma gosterdigini ortaya ¢ikarmistir. Palbociclib ve afatinib tedavisinin kombine
edilmesinin, edinilmis direngli hiicrelerin sagkalimini azaltmada sinerjizme yol ac¢tigini

gostermistir (Nie ve ark., 2019).

Whnt'ler (Wnt geninin ¢evrilmis {iriinleri) hiicreler tarafindan yakin bir zamanda reseptor
aracilt sinyallemeyi aktive eden hiicre dig1 matris igine salgilanan sistein bakimindan
zengin glikoproteinlerdir. Wnt protein ailesi, omurgasiz hayvanlardan memelilere kadar
tirler arasinda yiiksek oranda korunan en az 19 tane glikoproteinlerden (uzunlugu 350-
400 amino asit) olusur. Wnt, G-protein ile birlestirilmis reseptdrlerin Ust ailesinin bir
tiyesi olan bir Frizzled aile reseptoriiniin N terminal hiicre dis1 sistein bakimindan zengin
alania baglanir. LRP diisiik yogunluklu lipoprotein reseptor ailesinin bir tiyesidir ve
Wnt/B-katenin sinyal yolunun diger bir reseptorii olan Fz reseptorii gibi hiicre zarina
yerlesmistir. LRP reseptorii hem metabolizmanin diizenlenmesinde gorev alirken hem de
Wnt ve Fz ile birlikte sinyalin baslamasi i¢in gerekli olan ii¢lii kompleksin i¢inde yer
alir. Sonug olarak hiicreden igeri alinan Wnt sinyali, B-katenin (Axin, adenomatous
polipozis coli (APC), CKla ve GSK3p tarafindan olusturulan tigiinciil bir kompleks)
yikim kompleksini bozar ve B-katenin’nin sitoplazmik birikimini tetikler. Boylece B-

katenin nukleusa go¢ eder ve transkripsiyonu baslatir (Pai ve ark., 2017).

Bu tez kapsaminda Palbociclib’in A549 hiicrelerinde wnt sinyal yolagi {izerindeki

etkilerini anlamak amaciyla yapilan western blot analizinde Wnt sinyal yolagininin aktif
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hale gelmesini saglayan protein ve reseptdr proteinlerinin Wnt3a, LRP6 ve P-LRP6’nin
anlatimlarinda 6nemli bir degisiklik olmadigi gdzlenmistir. LRP6 ve P-LRP6
Transmembran proteinlerinin anlatimlarinin daha iyi anlasilmasi i¢in gercek zamanlh
gRT- PCR ile gosterilmesi daha saglikli sonuclar verebilir. Ayrica bir transmembran

proteininin anlatimi i¢in farkli izolasyon teknikleri denenebilir (Muinao ve ark., 2018).

Iskele proteini olan Axin, B-katenin stabilitesini sik1 bir sekilde diizenleyen ¢ok pargali
imha kompleksinin Kritik bir bilesenidir. Western blot sonuglarina gore axin proteininin
anlatimi belirgin bir sekilde diismiistiir. Bu sonug¢, Axin seviyesinin diismesiyle B-
katenin yikim kompleksinin aktivitesinin arttigi dolayisiyla Wnt/B-katenin sinyal

yolaginin aktivetisinin azaldig1 seklinde yorumlanabilir.

Yapilan arastirmalar Axin seviyesini, poliadenozin difosfat (ADP) -ribosile edici
enzimler tankiraz-1 (TNKS1) ve tankiraz-2 (TNKS2) tarafindan diizenlendigi ve
ubiqutinasyon ve proteozomal bozunma igin Axin'i yonlendirdigini ortaya koymustur.
Ayrica TNKS1/2'nin inhibisyonu, Axin stabilizasyonuna yol agtigi, bu nedenle 3-katenin
yikimina neden oldugu sonug olarak Wnt sinyalini azalttigini da meydana ¢ikartmistir.

(Badder ve ark., 2019).

Western blot sonuglarina gére DvI2 ve Dvl13 proteinlerinde belirgin bir artis olmamastir.
Wnt sinyali yoklugunda GSK3B’nin inhibe edici serin9 fosforilasyonu sonucunda
GSK3B’nin nukleusa gogiinii engelleyerek proteozamal bozunmasina neden olan
GSK3B’nin protein anlatiminda belirgin bir artis goriilmiistiir. GSK3pB nin artmasi1 Wnt
sinyal yolagmin negatif yonde diizenlenmesini arttirdig1 seklinde yorumlanabilir ancak
GSK-3 birgok sinyal yolagi ile iletisim halindedir (Sekil 4.1). Bu nedenle tek bir yolak
tizerinden sonuca gitmek tartismalidir. A549 hiicrelerinde Palbociclib uygulamasinin
diger sinyal yolaklar1 tizerine nasil bir etki yaptigi ve GSK-3’Un nasil davrandig birlikte

ele alinmalidir.
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Sekil 4.1. GSK-3'Un ustlinde gri renkle gosterilen GSK-3 fosforilasyonu tarafindan inaktive edilen
transkripsiyon faktorleri vardir. GSK-3'in alt kismunda, sari rankle gosterilen GSK-3 fosforilasyonu
tarafindan aktive edilen transkripsiyon faktorleri vardir. Kirmizi ovallerde belirtilenler Wnt/beta-katenin
yolundaki molekillerdir.Kirmizi ovallerde gosterilen GSK-3 fosforilasyonu ve turuncu oval olarak
belirtilen beta-katenin ile aktive edilir. Ayrica belirtilen Bax pro-apoptotik molekiliidur. Bax'in
mitokondrial lokalizasyonu, GSK-3 tarafindan fosforile edildiginde hiicre apoptoza tegvik edilir. Ayrica,
GSK-3 fosforilasyonu (PTEN, siklin D1 ve p21Cip-1) ve gri sembollerle gdsterilen beta-katenin
tarafindan inaktive edilmis bazi hiicre dongiisii ve sinyal proteinleri de ifade edilmistir. (McCubrey ve
ark., 2017) 'den uyarlanarak alinmigtir.

Whnt/B-catenin yolagi embriyonik gelisimde ve yetiskin dokularda homeostatik kendi
kendini yenilemedeki onemli roliiniin yani sira, hem enflamatuvar Onleyici hem de
proinflamatuar iglevler uygular. Benzer sekilde, NF-xkB yolu, Wnt/B-katenin
sinyallesmesini pozitif veya negatif olarak diizenler. Iki yolun farkli bilesenleri arasinda
capraz konusma yer almakta ve karmagsik bir diizenleme agi olusturmaktadir (Ma

veHottiger, 2016).

NF - kB ve STATS3, pozitif veya negatif olarak etkilesime girebilir. Bir¢ok hiicre tipinde,
NF «B ve STATS3, siklin D1 ve MYC gibi proliferatif proteinlerin ve BCL-XL ve
apoptoz duzenleyici BCL-2 gibi anti-apoptotik proteinlerin ekspresyonunu isbirligi
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icinde duzenler ve p53 sentezine miidahale eder. NF-xB ayrica tiimor mikrogevresinde
immiin hiicrelerinde farkli enflamatuar mediatorleri kodlayan genlerin STAT3 aracili
ekspresyonunu hizlandirir ve bunun tersi de gecerlidir. Bununla birlikte, NF-xB ve
STAT3 ayrica hepatositler dahil olmak iizere birka¢ hiicre tipinde NF-xB kinaz-I
(IKKB)-NF-kB yolunun inhibitdrii tarafindan STAT3 aktivasyonunun bastirilmasi gibi

antagonistik etkilesimler gosterebilir (Taniguchi veKarin, 2018).

A549 akciger kanseri hiicrelerinde PathScan ELISA enflamasyon kiti ile fosfo-NfkB
p65 (Ser536), fosfo-SAPK/INK (Thrl83/Tyr185), fosfo-p38 MAPK (Thrl80/Tyr182),
fosfo-STAT3 (Tyr705) ve fosfo-1B-a (Ser32) seviyeleri belirlenmistir. Palbociclib
uygulamasi sonucunda NFxB miktar1 artmakta, ve bu oran p-NFkB ve p-IKBa ile
uyumlu olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara gére Palbociclib’in NFxB’nin aktivitesini

pozitif yonde arttirmakta oldugunu diisiindiirtmiistiir.
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Sekil 4.2. STRING veritabaninda \Wnt-NF-xB-MAPK-STAT sinyal ekseninin etkilesim aginin gésterilmesi
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Daha once gergeklestirilen meta-analizlerde meme kanseri (hsa05224), kanserindeki
etkilesim yolaklar1 (hsa05225), hepatoselliiler kanser (hsa05200), mide kanseri
(hsa05226) vakalarinda (Sekil 4.2) de yer alan protein etkilesimlerinin anlamli diizeyde
degisim gosterdigi KEGG biyolojik fonksiyon degerlendirmesine gére tanimlanmistir.
Palbociclib’in metastatik meme kanserinde endikasyonu her ne kadar CDK 4/6
inhibisyonu ile iligkili olsa bile, degisen protein etkilesimlerine bakilarak o6zellikle
enflamasyon ve Wnt sinyal kaskadindaki siire¢lerin incelenmesi, timor mikrogevresi ve
kotli prognozlu kanserlerin tedavisinde umut vaadeden sonuglarin elde edilmesine
yardimci olabilir. Bir¢ok ¢alismada artan NF-kB aktivitesi Wnt-B-katenin pozitif
diizenlenmesi ile iligkili olarak gosterilmektedir.

Gelecek galismalarda Palbociclib’in timor mikrocevresi ile ilgili olarak protein-protein
etkilesimdeki rolii, diger protein hedeflerinin ifade diizeyleri iizerindeki etkilerinin

tanimlanmasi terapinin basarili sonuglari i¢in 6nemli veriler saglayabilecektir.
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6. EKLER

EK A: Cihazlar

Tablo 6.1. Tez ¢calismast kapsaminda yapilan deneyler kullanilan cihazlar gosterilmistir.

ADI URUN KODU FIRMA ADI
Santrufiyj 5417R Eppendorf

Santrifuj (Buyik) 5810R Eppendorf

Spin minispin plus SNO708 LabNet

Hassas Tart1 LE6202S Sartorius
Mikropipet (0,5 pl-10 ul) EH52836 Thermo

Mikropipet (20 ul-200 pl) EH46925 Thermo

Mikropipet (200 uI-1000 pl) | T27274 Thermo

Otoklav 0T032 Nuve

Manyetik Karistiric SB162 Stuart/ProLab
Distile Su TANKPEO30 Millipore Direct Q-5UV
pH Metre N315 SEM/Mettler Toledo
Derin Dondurucu (-80 °C) 2041D Arcelik

Buzdolabi (No frost) 4263TMB Arcelik

Vorteks SA8 Stuart/ProLab

Dry heat sterilizer FN120 Nive

Nanodrop BO-GA

Gii¢ Kaynagi PowerPac/Basic BioRad

Laminar Flow Model: 12469,2000 HeraSafe

Inverted Mikroskop Model: XDS-1B SOIF

Inkiibator Heracell 150 Thermo

Fluoresan Mikroskobu Model: 1X71 Olympus

Distile Su Cihazi TANKPEQ30 Millipore Direct Q-5UV

Elektroforez Aletleri

BioRad
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Facs Flow Cihazi AC6531180147 BD ACURI C6
Santrifdj NF 200 Nive

DRY BATH INKUBATOR | 010410-1109-0157 bioSan

Kuru Blok Isitict BO-GA
Dondurucu (-20 °C) Arcelik

EK B: HUCRE KULTURU DONANIMLARI

Tablo 6.2. Tez ¢calismasi kapsaminda hiicre doku kiiltiiriinde kullanilan malzemeler

ADI URUN KODU FIRMA ADI
6 kuyucuklu petri 92012 TPP

96 kuyucuklu petri 92096 TPP

25 santimetrekarelik hiicre 90026 TPP

biiyiitme kaplari

75 santimetrekarelik hucre 90076 TPP

biiyilitme kaplari

Steril pipetler (5 ml) 94005 TPP

Steril pipetler (10 ml) 94010 TPP

Siringa filtreleri (0,22um) 99722 TPP

Enjektor seti 21G Yesil ug igneli ASTRAJECT
Tripsin-EDTA 25200-056 Gibco
Penisilin/Streptomisin 15140-122 Gibco

Fetal Bovine Serum 10500-064 Gibco

RPMI 1640 PO4-18947 PAN BIOTECH
A549 hucreleri ATCC
Hemositometre Neubauer
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EK C: KULLANILAN KIMYASALLAR

Tablo 6.3. Tez ¢alismast kapsaminda gerceklestirilen deneylerde kullanilan kimyasallar

ADI URUN KODU FIRMA ADI
Palbociclib pfizer

FUGENE® 6 Transfection | E2692 Promega

Reagent

PVDF Membran (0,45 um) | 10600023 Amersham

PVDF Membran (0,20 um) | 10600021 Amersham
TEMED A1148,0100 Applichem
p-Coumaric Asid C9008-1G SIGMA-ALDRICH
Laemli Tamponu S3401-1V SIGMA

Amonyum persulfat A2941 Applichem
Coomassie Blue A3480 Applichem

Etanol CAS 64-17-5 ALKO MED

Saf Etanol 32221 SIGMA-ALDRICH
Metanol 24229 SIGMA-ALDRICH
[zopropanol K44518295 321 MERCK
2-merkaptoetanol S4805940 517 MERCK

DMSO K46505343 517 MERCK

DMSO D2650 SIGMA-ALDRICH
DiOC6 2129966 Fluka

DAPI D9542-5MG SIGMA-ALDRICH
Pl P4170-100MG SIGMA-ALDRICH

Acridine Orange

DCFH-DA C6827 Invitrogen
Page Ruller Plus Prestained | 26619 Fermentas
Protein Ladder

Protein izolasyonu 78501 Thermo
Tamponu

SDS UN1 888 Applichem
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PBS BE17-51-5F LONZA

Tris-HCL 648317 CALBIOCHEM
BSA A2153-10G SIGMA-ALDRICH
Akrilamid/Bis-Akrilamid A9099 SIGMA-ALDRICH
30% cozelti

Luminol A2185 Applichem

Tween 20 S6740684 348 MERCK

Glisin 3570 CALBIOCHEM
Hidrojen peroksit K39218400838 MERCK

Ponceau Red A1405 Applichem

HCL K438047117 239 MERCK
Kloroform UN1888 Applichem

Yagsiz Siit Tozu SC-2325 Santa Cruz Biotechnology
Camasir suyu ACE

Tris Baz 648310 CALBIOCHEM
Bakir stilfat 02791 MERCK

Asetik Asid 27225 SIGMA-ALDRICH
Super Block T20 37536 Thermo

Tripan mavisi

EK D: KULLANILAN ANTIKORLAR

Tablo 6.4. Tez calismasi kapsaminda immunoblotlama yonteminde kullanilan antikorlar ve

kitlerin listesi.

URUN ADI

FIRMA ADI

Whnt Signaling Antibody
Sampler Kit

2915

Cell Signaling Technology
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EK E: KULLANILAN KiTLER

Tablo 6.4. Tez ¢calismast kapsaminda kullanilan enflamasyon proteinleri izolasyonu Kiti

PathScan Inflammation Multi- 7276 Cell Signalling
Target Sandwich elisa kit technology

EK F: COZELTILER

Tablo 6.5. 10 X Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS), (pH 7,4)

1L igin;
Sodyum Klorir (NaCl) 80,0 gr
Potasyum klortr (KCI) 2,0gr
Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPQO,) 14,4 gr
Mono potasyum fosfat (KH,POy) 2,4 gr
Distile su ( dH,0) 1000 ml

Kimyasallar 800 ml distile suyun icinde belirtilen miktarlarda ¢ozilerek Ph 7,4’e
ayarlanir. Daha sonra ¢6zelti hacmi distile su kullanilarak 1 L’ye tamamlanir ve ¢ozelti

oda sicakligindamuhafaza edilir. 1 X olarak kullanilir.

Tablo 6.6. Hiicre Dondurma Medyast

10 ml igin;

Fetal Sigir Serumu (FBS) 9ml

Dimetil sulfoksit (DMSO, (CH;),SO) 1ml
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Hicre kiiltiirine uygun DMSO kullanilarak hazirlanan medya 0,22 ml’lik filtre
kullanilarak siiziilir ve -20 °C’de muhafaza edilir. Dondurulan hiicreler sivi azot

i¢erisinde uzun siireli olarak saklanir.

Tablo 6.7. Hiicre Lizis Tamponu (CLB)

10 ml icin;
M-PER™ Mammalian protein extaction 10 ml
reagent
Roche ® PhosTOP fosfataz inhibitor 1 tablet
kokteyli
Roche® proteaz inhibitér kokteyli 1 tablet

Hazirlanan CLB +4 °C’de muhafaza edilir.

% 70 Etanol: 100 ml

70 ml saf etanol ile 30 ml distile su karistirilarak hazirlanir.

Yagsiz siit tozu ( % 5): 50 ml

2,5 g st tozunun Gzerine 50 ml olacak sekilde TBS-T ile tamamlanir.
0,5M Tris-HCI (pH 6.8): 100 ml

60 ml distile suda 6 g’lik Tris bazini ¢oziindiikten sonra pH’s1 6.8’e ayarlanir. Daha sonrasinda

distile su ile 100 ml’ye tamamlandiktan sonra otoklavlanir ve steril olarak saklanir.
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8): 150 ml

80 ml distile su icerisinde 27,23 g Tris baz1 ¢6ziindiikten sonra pH’s1 8,8’e ayarlanir, Uzerine
150 ml olacak sekilde distile su ile tamamlanir. Daha sonra otoklava atilir steril olarak saklanir.
10X TBS Hazirlanisi

86,6 g NaCl, 12,11 g Tris-Baz konulur pH: 8 e ayarlandiktan sonra (izerine 1000 ml olacak

sekilde distile suyla tamamlanur.
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