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OZET
Y Uksek Lisans Tezi

KULTUR ORTAMINDA FIBROBLASTLARIN VARLIGINDA A-549 AKCIGER
KANSERI HUCRE HATTININ FARKLI KEMOTERAPI ILACLARINA VERDIGI
YANITIN ARASTIRILMASI

Didem KARAKAS

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Biyoloji Anabilim Dali

Damismanlar: Yrd. Dog. Dr. Egemen DERE
Prof. Dr. Engin Ulukaya

Akciger kanseri giinlimiizde kadin ve erkeklerde en fazla 6liime neden olan kanser
tirtidiir. Akciger kanseri hastalarinda bes yillik sagkalim oran1 %15’ten daha azdir ve
tedavisinde yeni yaklasimlara ragmen etkin bir basar1 saglananamaktadir. Bu nedenle
her gecen giin yeni tedavi yaklasimlart gelistirilmektedir. Bu yaklagimlardan biri de,
kanser hucreleri ile birlikte timor mikro cevresini de hedeflemektedir. TUmor mikro
gevres, tumore pozitif ya da negatif katki saglayan stromal hiicrelerden olusmaktadir.
Bu calismada, tiimor mikro ¢evresi bilesenlerinden biri olan fibroblastlar ile A549 insan
akciger kanseri hiicre hattinin ko-kiiltiir yontemi ile etkilesimi saglanmis ve bu
etkilesimin A549 hiicrelerinin kemoterapi yanit1 izerindeki etkileri incelenmistir. Sonug
olarak, fibroblast varliginda A549 hiicrelerinin kemoterapi ilaglarina yanitinda bir
degisiklik olmadig belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Akciger kanseri, tumor mikro gevresi, fibroblast, ko-kultur
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ABSTRACT
MSc Thesis

INVESTIGATION OF THE RESPONSES OF LUNG CANCER CELLSTO
DIFFERENT ANTICANCER DRUGS IN THE PRESENCE OF FIBROBLASTS
GROWN IN CO-CULTURE

Didem KARAKAS

UludagUniversity
Graduate School of Natural andA ppliedSciences
Department of Biology

Supervisors. Asst. Prof. Dr. Egemen DERE
Prof. Dr. Engin Ulukaya

Lung cancer is the most common cause of cancer related death to date in both men and
women. The overal five year survival rate for lung cancer is less than 15% and the
outcome of patients is not satisfactory although new approaches introduced into the
clinics. Thus, new treatment approaches are emerging. One of them is, targeting the
tumor microenviroment besides the tumor cells. The tumor microenviroment consists of
stromal cells that contributes positively or negatively to the tumor. In this study, the
interaction between fibroblast, one of the mgjor constituents of the microenviroment,
and A549 human lung cancer cell line is provided by co-culture method and the effects
of thisinteraction to the chemotherapeutic response is investigated in A549 cell line. As
a result, it was determined that there is no differences in response of A549 cells to
chemotherapy drugs in the presence of fibroblast.

Keywords. Lung cancer, tumor microenviroment, fibroblast, co-culture
2013, ix + 77 pages
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GIRIS
Giiniimiizde en 6nemli saglik sorunlarindan biri olan akciger kanseri, hem kadinlarda

hem de erkeklerde en sik 6liime neden olan kanser tiiriidiir (Greenlee ve ark. 2000,
Roberts ve ark. 2003, Parkin ve ark. 2005).

Diinyada her yil akciger kanseri sebebiyle bir milyondan fazla kisi 6lmektedir. TUm
dinyada 1985’ten beri, akciger kanseri vakalarinin sayisinda erkeklerde %44,
kadinlarda %76 artis oldugu belirlenmistir (Parkin ve ark. 2005). Diger kanser tiplerinde
yillar gectikce dlumler azalirken, akciger kanserine bagli oliimlerde ise 3 kat artig
saptanmistir (Yurdakul ve ark. 2002). Akciger kanserinin prognozu, diger kanser
tiplerine gore daha kotiidiir ve bes yillik sagkalim orant %15°ten daha azdir (Bunn
2002).

Kanser siireci, hiicrelerin tek basina performansindan ziyade hiicreler toplulugu
siirecidir. Kanser hiicreleri bu siiregte malign doniisiimlerine katki saglayabilen normal
hiicreler ile birlikte rol alir. TUmor mikro ¢evresinde yer alan bu destekleyici hicreler
arasinda, stromal fibroblastlar, timorin igine sizmis makrofajlar, kan ve lenf damar
aglar1 ve ekstraseliiler matriks sayilabilir. Normal hiicreler tiimdre pozitif ya da negatif
katki saglayabilir. Bu hiicreler kanser hiicreleri tarafindan cesitli biiyiime faktorleri,
kemokinler ve proliferasyon ile metastaz siireglerini arttiran matriks pargalayici
enzimleri iiretecek sekilde modifiye edilebilir (Joyce 2005). Bu nedenle, etkin bir kanser
tedavisi igin kanser hicreleri ile birlikte tumdr mikro gevresinin de hedeflenmesi akilci

bir yaklasimdir.

TUmor mikro cevres hiicrelerinden olan fibroblastlar normal kosullarda inaktif, diisiik
proliferasyon hizi ve minimum metabolik aktiviteye sahip hiicrelerdir. Kanser siirecinde
bu hicreler aktif hale gelir ve yuksek proliferatif aktivite kazanir. Aktiflesmis bu
fibroblastlar stromal hiicreler ile kanser hiicreleri arasindaki parakrin sinyal yolaginda
anahtar diizenleyici olarak gorev alir (Lorusso ve Ruegg 2008, Polyak ve Kalluri 2010,
Réasanen ve Vaheri 2010).

Bu bilgilerden yola cikarak, bu ¢alisma A549 insan akciger kanseri hiicre hatti ile
akciger kanseri dokusundan izole edilen fibroblastlarin ko-kultir yontemi ile indirekt

etkilesimini arasgtirmak amaciyla yapilmstir.



Bu amagla A549 hiicre hattinin fibroblastlar ile ko-kultur yontemi ile indirekt etkilesimi
saglanarak ve ortamda fibroblast varliginin A549 hiicrelerinin kemoterapi ilaglarina
verdigi yamit1 degistirip degistirmedigi incelenmistir. A549 hlcrelerine 8 farkli
kemoterapi ilac1 uygulanarak (dosetaksel, paklitaksel, cisplatin, karboplatin, etoposid, 5-
florourasil, vinorelbin, gemsitabin) ortamda fibroblast varliginin ilaglarin A549
hicreleri Uzerindeki etkilerini degistirip degistirmedigi incelenmistir. Dolayisiyla bu
calisma, A549 akciger kanseri hiicre hatti ile akciger dokusuna ait fibroblastlarin
indirekt etkilesimini saglayarak bir nevi timoér mikro cevresini taklit etmeyi

amaglamaktadir.



1.KAYNAK OZETLERI
1.1.Akciger Kanseri
Akciger kanseri, yirminci yiizyilin baslarinda ender goriilen bir hastalik iken,

gunimuizde en Onemli saglik sorunlarindan biri haline gelmistir ve dinya genelinde
kanser nedenli 6liimlerin basinda yer almaktadir (Greenlee ve ark. 2000, Roberts ve ark.
2003). Kalp hastaliklarindan sonra genel 6liim nedenleri arasinda ikinci sirayir alan
akciger kanseri, tim kanser dlumlerinin %28’ini olusturmaktadir (Bozkurt ve ark.
2004).

Akciger kanseri kotli prognozlu bir hastaliktir ve tedavi sonrast 5 yillik sag kalim orani
%15°den daha azdir (Hirsch ve ark. 2001). Kiiresel insidansi her yil %0,5 oraninda artan
akciger kanseri 2001 yilinda diinya genelinde 1 milyondan fazla kisinin 6liimiine neden

olmustur (Spiro ve Porter 2002).

Akciger kanseri erkeklerde ve kadinlarda tUim kanserler arasinda ikinci en sik
gorulenkanser turidir ve her iki cinste en sik 6liime neden olan kanser tiiriidiir (Parkin
ve ark. 2005). Giiniimiizde hem kadinlarda hem de erkeklerde kanser Oliimlerinin
yarisindan akciger kanseri sorumludur (Jemal ve ark. 2008). 2006 yilinda Amerika da
yayinlanan akciger kanseri raporuna gore; akciger kanseri erkeklerde prostat kanserine
kiyasla 3 kat daha fazla oldiiriicliyken, kadinlarda ise meme kanserine kiyasla yaklagik 2
kat daha oOldiricudiir. 2005 yilinda yaklasik 172,570 hasta akciger kanseri tanist
almistir ve bu hastalarin 163,510 kisisi hayatin1 kaybetmistir (Anonim 2006a).

Akciger kanseri insidansi cografik varyasyon gostermektedir ve en yaygin olarak
gelismis llkelerde goriiliirken, Afrika gibi gelismekte olan iilkelerde insidans daha
distktir (Gilliland ve Samet 1994).

Akciger kanseri, etiyolojisinde ¢ok sayida faktoriin rol oynadigi bir hastaliktir.
Etiyolojik faktorlerin basinda; sigara, hava kirliligi, cevresel karsinojenler, diyet,
gecirilmis akciger hastaliklari, genetik ve immunolojik faktorler ve vira enfeksiyonlar
gelmektedir. Akciger kanseri hastalarinin birinci derece yakinlarinda kanser riski

artmaktadir (Anonim 2006b,Alberg ve Samet 2003).

Akciger kanseri gelisiminden %94 oraninda sigara sorumludur. Sigara i¢en kisilerde,

icmeyenlere kiyasla akciger kanseri riski 24-36 kat artmistir.



Sigara i¢gme siiresi, sigaranin tiirii, i¢ilen sigara sayis1 ve sigara baslama yasi akciger
kanseri gelisme riskini etkileyen faktorler arasindadir (Halilgolar ve ark 1999). Ayrica,
pasif iciciligin akciger kanseri riskini %15-25 oraninda arttirdigi tahmin edilmektedir
(Boffetta ve ark. 1998, Zhong ve ark. 2000, Fontham ve ark. 1994).

Asbest, bazi metaller (nikel, arsenik, kadmiyum vb.), radon ve iyonize radyasyona
mesleki maruziyet riski arttirdigi bilinen faktorler arasindadir (Saracci ve ark. 1994).
Ozellikle asbest, arsenik ve radonun akciger kanseri riskini sigara ile sinerjistik olarak
arttirabilecegi One siiriilmektedir (Anonim 1998, Anonim 1987). Akciger kanserine
neden olan diger digsal etmenler arasinda ise kromatlar, klorometil eterler ve polisiklik

aromatik hidrokarbonlar sayilabilir (Samet ve ark 1989, Coultas ve Samet 1992).

Akciger kanseri, insidansi yagla artan bir hastalik olup, hastalarin %95'ini 50-70 yas
araligindaki kisiler olusturmaktadir (Halilgolar ve ark. 1999) ve 50 yas altindaki
kisilerde hastaligin goriilme oran1 %5-10'dur (Spiro ve Porter 2002, Radzikowska ve
ark. 2001). 50 yas altindaki hasta grubunda genellikle aile dykiisii bulunmaktadir (Spiro
ve Porter 2002). Ayrica, akciger tiiberkiilozu geciren olgularda akciger kanseri gelisme
riski 8 kat artmistir (Tatar ve ark. 2000). Su¢lanan genetik faktorlerden biri P 450 enzim
sisteminde yer alan artmis aril hidrokarbon hidroksilaz enzim aktivitesidir ve bu artmis

aktivite akciger kanseri riskini 8 kat arttirmaktadir (Bilgel 2001).

Akciger kanserinde diyetin %5 oraninda etkili oldugu ileri siiriilmektedir (Yesner ve
ark. 1993). Akciger kanseri ve diyet arasindaki iliskiyi bu gosteren c¢alismalar, genellikle
antioksidan icerikli besinler yoniinden zengin gidalarla beslenen kisilerde akciger
kanseri riskinin azalmasi ile ilgilidir (Bouchardy ve ark. 2001). B karoten (provitamin
A) ve A vitamini bakimindan fakir diyet akciger kanseri riskini arttirirken, 6zellikle
vitamin E ve selenyumun ise antioksidan etkileriyle kanser riskini azalttigi ifade
edilmektedir. Ayrica yesil ¢ay da koruyucu etki gostermektedir (itil 2000).

1.1.1.Akciger Kanserinin Histolojik Siniflandirilmasi
Akciger kanserinin histolojik kriterler baz alinarak siniflandirilmasi klinik yaklasim ve

hastaligin prognozu agisindan 6nemlidir. Akciger kanseri genel olarak 4 ana histolojik
siifa ayrilabilir (Sekil 1.1). Bunlar; skuaméz hiicre karsinomu, adenokarsinom, kicuik

hicreli karsinom ve buiyuk htcreli karsinomdur (Travis ve ark. 2004).



Akciger kanseri bir¢ok alt gruba ayrilsa da, histolojik olarak en 6nemli fark Kuguk
Hucreli Akciger Kanseri (KHAK) ve Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri (KHDAK)
arasindadir. Iki kanser alt tiirii arasindaki bu ayrim, klinikteki farkliliklari, metastatik

yetenekleri ve tedaviye yanitlarindaki farkliliklardan kaynaklanmaktadir (Travis 2011).
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Sekil 1.1. Akciger kanserinin histolojik olarak siniflandirilmas1 (Motadi ve ark. 2007)

KHAK, kotii klinik seyirle giden ilerleyici bir tiimordiir. Yaygin evrede tedavisiz
sagkalim ortalama 1-3 aydir. Fakat kemoterapi ve radyoterapiye cok iyi yanit
vermektedir (Aygencel 2005).

KHDAK igin tedavi yaklasimlar1 ise cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ve fotodinamik
terapiyi kapsamaktadir, ancak tiim bu tedavi yaklasimlar1 genel olarak basarisizlikla
sonuglanmaktadir (Yang ve ark. 2005). Hastaligin 4. evresindeki bir KHDAK hastasinin
5 yillik sagkalim orani yaklagsik %1 iken, ortalama sagkalim siiresi de yaklagik 7 aydir
(Jeremic ve ark. 2003, Vallieres 2007).

1.1.2.Akciger Kanseri Molekiiler Biyolojisi
Akciger kanseri, bir¢ok sayisal kromozomal anomali (andploidi) ile delesyonlar ve

nonresiprokal translokasyonlar1 kapsayan ve yapisal sitogenetik anomalileri barindiran

bir hastaliktir (Fong ve ark. 1999).



Yapilan molekiiler ¢aligmalar ile onkogenler, timor supressor genleri ve DNA
tamirinden sorumlu genlerde meydana gelen bazi1 degisikliklerin akciger kanseri ile olan
iliskisi ortaya konulmustur. 3 ve 11. kromozomlarin kisa kolundaki DNA sekans
kayiplari, Myc ailesi (C-Myc, N-Myc ve L-Myc), Ras ailesi (K-ras, H-Ras, N-Ras) ve
P53 tUmMOr supresor genlerin amplifikasyonu kanser gelisiminde genetik faktorler olarak
rol oynarlar (Economou ve ark. 1994, Rom ve ark. 2000, Alberg ve Samet 2003, Lynch
ve ark. 2004).

p53 proteini TP53 geni tarafindan kodlanan bir proteindir (Matlashewski ve ark. 1984).
Genom mutasyonlarin1 Onleyerek genomun stabilitesini koruyan ve bu nedenle
“genomun koruyucusu” olarak adlandirilan p53, c¢ok hicreli organizmalarda kritik
Oneme sahiptir. p53, hiicre dongiisiinii diizenler ve kansere karsi koruyucu olarak timor
baskilayici bir gorev yapar (Read ve Strachan 1999). KHDAK’lerinin %50’ sinde p53

mutasyona ugramis haldedir (Rom ve ark. 2000). p53 proteini hticre dongusini GL/S

fazinda inhibe eden bir niikleer transkripsiyon faktoridir. p53 mutasyona ugradiginda
hlicre dongusl siireci durmaksizin devam eder, dolayisiyla hiicre proliferasyonunda artis
meydana gelir. Ayrica p53, pro-apoptotik bir protein olan Bax’t indiikleyerek
apoptozise katkida bulunabilir (Prives 1998).

K-Ras geni tarafindan kodlanan K-Ras proteini norma doku sinyalizasyonunda
esansiyel rol oynar ve bu gende meydana gelen mutasyonlar birgok kanser gelisiminde
esansiyeldir (Kranenburg 2005). K-Ras mutasyonlar1 akciger kanserinin erken
olaylarindan biri olarak kabul edilmektedir ve akciger adenokarsinomlarinin tigte birinin
erken asamalarinda K-Ras mutasyonu gorulmektedir (Rodenhuis ve ark. 1987).
KHDAK’lerinin %15-50'sinde gorulen K-Ras mutasyonu sagkalim siiresinde azalma,
erken relaps ve kotii prognoz ile iliskilidir (Groeger ve ark. 1997, Lecture 1996,
Jacobson 1999, Fong ve ark. 1999, Spivack ve ark. 1997, Mabry 1998).

Myc genleri, hiicre proliferasyonunda, farklilasmasinda ve DNA sentezinin
baslatilmasinda rol alan {i¢ fosfoproteini kodlar. Bu fosfoproteinler C-Myc, N-Myc ve
L-Myc'dir (Mabry 1998). Amplifikasyon ve transkripsiyonel bozukluk ile onkogen
halini aan Myc genleri KHDAKlerinin % 8-20’ sinde aktive hale gelir (Kokturk ve ark
2003). C-Myc amplifikasyonu gergeklesen hiicrelerde biiylime faktorlerine gereksinim

azalir, hiicre siklusunda G1 fazi siiresi kisalir ve bunun sonucunda proliferasyon artar.



C-Myc tiimor biiyiime hizinda artis ve sagkalim siresinde kisalma ile iligkilidir
(Groeger ve ark. 1997, Mabry 1998, Fong ve ark. 1999).

Nora hicre adezyon molekilt (NCAM) noronal dokulardaki esas hiicre-hiicre kontakt
proteinidir ve KHDAK hastalarinin %20-30'u bu molekilt eksprese eder (Broers ve
Ramaekers 1994). Kibbelaar ve ark., yaptiklari ¢alisma ile NCAM eksprese eden
KHDAK hastalarinin, bu molekiilii eksprese etmeyen hastalara kiyasla belirgin oranda

daha kisa sagkalim stiresine sahip olduklarini gostermislerdir (Kibbelaar ve ark. 1991)

pl16, hicre dongusiinde G1-S ge¢isini kontrol eden pl6-siklin D1-Cdk4-Rb yolaginin
bir pargasidir. Hiicre dongiisii diizenleyicisi bu kritik yolak akciger kanseri de dahil
olmak tiizere pek ¢ok kanser tiiriinde degismis ya da mutasyona ugramis haldedir (Fong
ve ark. 2003). p16/pRb ve p53 yolaklarinda meydana gelen degisiklikler KHDAK hiicre
hatlarinda artmis proliferasyona neden olmuslardir ve bu durum 5 yil daha kisa yagsam

siiresi ve agresif timdr fenotipi ile iliskilidir (Michalides ve ark. 1998).

1.2.Apoptozis
Cok hicreli  organizmalarda  homeostazin  diizenlenmesi  yeni  hiicrelerin

proliferasyonunun kontroliinlin yani sira istenmeyen ya da hasarli hiicrelerin de yok
edilmesini gerektirir (Messmer ve Pfeilschifter 2000). Doku homeostazisi yani yeniden
yapim ve yikimin bir diizen i¢inde olusu, apoptozis/proliferasyon dengesinin saglikli bir

sekilde siirdiiriilmesine baglidir (Hikim ve ark. 1995, Erdogan 2003).

Koken olarak "apo-toe-sis’ kelimesinden tirevlienen apoptozis terimi eski Y unancada
"sonbaharda yaprak dokiimii" anlamina gelmektedir (Touchette ve Fogle 1991).Cok
hiicreli organizmalarda hasarlanmis ve ihtiyag duyulmayan hicrelerin yok edilmesine
olanak saglayan ve hiicre intiharinin morfolojik olarak farkli bir sekli olan apoptozis;
hastalik ve saglikta esas olarak rol oynayan ve evrimsel olarak korunmus bir hiicre 6liim

modudur (Jacobson ve ark. 1997, Fadeel ve ark. 1999, Dickens ve ark. 2012).

Apoptozis ile hicre 6lUmi, enerji kullanilarak hiicresel yaralanma ve enflamasyon
olmaksizin, ustaca gergeklestirilir (Guimaraes ve Linden 2004). Embriyonik gelisimde
ve yetiskin dokularin devamliliginda 6nemli rol oynayan apoptozis dengesinin
bozulmasi kanser olusumu, nérodejeneratif hastaliklar ve otoimmiin hastaliklar gibi pek

cok hastalik siirecine katki saglar (Dickens ve ark. 2012).



Hiicre oliimii tesadiifi olarak gerceklesirse bu siire¢ kontrolsiiz hiicre parcalanmasi ve
ardindan inflamatuvar yanitla sonuglanir. Bu sekildeki tesadiifi hiicre 6liimii “nekroz”
olarak adlandirilir. Apoptotik hiicre 6liimii ise nekrozdan farkli bir 6lim modu olup,
niikleer kondensasyon ve niikleer fragmentasyon ile karakterizedir. Bazi hiicrelerde
apoptozis surecinde apoptotik cisimler de olusur. Apoptozis siirecinde inflamatuvar
yanit olusmaz ¢iinkii apoptotik hiicreler ya da cisimler, makrofgjlar ya da dendritik

hiicreler gibi fagositik hiicreler tarafindan yok edilirler (Messmer ve Pfeilschifter 2000).

Apoptozis siirecinde gergeklesen ana morfolojik degisiklik niikleusun yogunlagmasi ve
ardindan pargalara ayrilmasidir (niikleer fragmentasyon) (Galle 1997). Hiicre DNA’s1
internikleozomal bolgelerden 180-200 baz ¢ifti ya da katlar1 seklinde ayrilir ve bu
durum agaroz jel elektroforezinde “ladder pattern” olarak adlandirilan merdiven

goriintlistinlin olusumuna neden olur (Walker ve ark.1999).

1.2.1.TUmor mikro cevres ve apoptozis
Timo6r mikrogevresi tarafindan salgilanan faktorlerin tiimor gelisimine katki sagladigini

ifade eden pek cok calisma mevcuttur. Bu faktorlerin tiimor gelisimini destekleme
Ozelliginin yani sira, apoptozisi baskilayarak kanser hiicrelerinin hayatta kalmasina
katkida bulunduklar diistiniilmektedir.

Timoral oOzellikte olmayan stromal hiicreler tarafindan salgilanan ¢6ziinebilir
faktorlerden olan interlokin-6’nin tiimoriin  hayatta kalmasma katki sagladigr ve
apoptozisi baskiladigr disiinilmektedir (Daton 1999). Lotem ve Sachs (1992)
yaptiklar1 ¢alismada interlokin-6 ve diger biiylime faktorlerinin bazi kemoterapdtik
ilaglar tarafindan indiiklenen apoptozisi inhibe ettigini ifade etmislerdir (Lotem ve
Sachs 1992). Ayrica baska bazi galigmalar ile interlokin-6’nin deksametazon, D3
vitamini ve Fas antagonisti antikorlar tarafindan indiiklenen apoptozise karsi da

korudugu belirtilmistir (Hardin ve ark. 1991, Puthier ve ark. 1996).

Ek olarak, ekstrasel Uler matriks ligandlarinin tiimoér mikrogevresine baglanmasi integrin
gibi hicre adezyon molekiillerini aktiflestirebilir ve bu etkilesim sonucu, ilag ile
indiiklenen apoptozisi baskilayict sinyal iletileri aktiflesebilir (Dalton 1999).Sethi ve
ark. yaptiklart caligmada Bl integrinin #i¢iik hiicreli akciger kanserinde , hucreleri
kemoterapi ile indiiklenen apoptozise karsi korudugunu ifade etmislerdir (Sethi ve ark.
1999).



Mikro gevreye ait hlcrelerin, timor hiicrelerinin apoptozisi iizerine etkisi oldugunu
gosteren bazi calismalar mevcuttur. Olumi ve ark. yaptiklart ¢aligmada pankreatik
fibroblastlar ile prostatik epitelyal hiicre olan LNCaP zenograftlarinin kombinasyonu
sonucu in vivo deneylerde daha biiyiik tiimor olusumu ve diisiik apoptozis indeksi
oldugunu belirlemistir. Ote yandan, LNCaP zenograftlar1 tek basina kullanildiginda
daha kiigiik tiimor olusumu ve yiiksek apoptotik indeks belirlemislerdir. Buradan yola
cikarak prostatik fibroblastlarin apoptozisi yavaslatarak tiimor gelisimine katki
sagladigimi ifade etmislerdir (Olumi ve ark. 1998).Kaer ve ark.ise 2010 yilinda,
HCT116, Hke-3, SW480 kolorektal karsinom hiicre hatlar1 ve THP1 insan monosit
hiicre hattinikullanarak yaptiklar1 ¢aligma sonucunda makrofaj kokenli interlokin-1p’nin
kolon kanserlerinde TRAIL ile indiiklenen apoptozisi inhibe ettigini ifade etmislerdir

(Kaler ve ark. 2009).

1.2.2.Apoptozisin Indiiklenmesi
Hiicrelerde apoptozisin gergeklesebilmesi i¢in hiicre ici ya da disindan gelen bir uyaran

ile ilgili genetik mekanizmanin harekete ge¢gmesi gerekmektedir. Hiicre i¢i uyaranlar,
sitokinler, hicre i¢i kalsiyum miktarinda artis, TUmOr Nekrozis Faktor (TNF), timor
baskilayict bir gen olan p53’iin DNA hasar1 ile aktive olmasi, viral/bakteriyel
enfeksiyonlar ve onkojenler olarak sayilabilir. Hiicre disi uyaranlar ise; hiicre oliim
proteinleri, timor nekrozis faktdr, koloni uyarici faktorler, noron biiyiime faktori,
instlin benzeri buyUme faktord, interlokinler gibi maddelerin ortamdaki dizeylerinin
degismesi, radyasyon, ilaclar ve virtislerdir. Bu faktorlerin yaninda apoptozisi uyaran ya

da diizenleyen ¢ok sayida gen bulunmaktadir (Oktem ve ark. 2001).

Apoptozis siirecinde rol alan anahtar bilesenlerden olan Bcl-2 ailesi Uyeleri; apoptozis
diizenleyici faktorlerin 6nemli bir grubunu olusturmaktadir. Bel-2 proteinlerinin bazilar
anti-apoptotiktir (Bcl-2, Bcl-X;, Bcl-1) ve mitokondri, endoplazmik retikulum veya
niiklear membranda bulunmaktadir, bazilar1 ise pro-apoptotiktir (Bax, Bcl-Xs, Bad,
Bim, Bak, Bid). Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler kendi aralarinda homo ya da
heterodimerler olustururlar. Hiicrenin akibetini belirleyen bu iiyelerin rdlatif oranidir.
Pro-apoptotik proteinler fazla eksprese edildiginde hiicreler apoptozise daha yatkin,
anti-apoptotik proteinler daha fazla eksprese edildiginde hiicreler apoptozise daha

direncli olmaktadir.



Pro-apoptotik Bcl-2 proteinleri hiicresel hasar yada stresin algilayicilart olarak
genellikle sitozolde bulunmakta ve hiicresel stres sonucu, anti-apoptotik proteinlerin
bulundugu mitokondri ylizeyine dogru yer degistirmektedirler. Pro-apoptotik ve anti-
apoptotik proteinler arasindaki etkilesim, anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin normal
islevlerini bozar ve mitokondride porlarin olusumuna, sitokrom c ve diger pro-apoptotik
molekiillerin zarlar aras1 bolgeden agiga ¢ikmasina neden olabilir. Bu da apoptozom
olusumu ve kaspaz kaskadi aktivasyonuna yol agmaktadir (Fan ve ark. 2005, Dash
2007).

Kaspazlar; hedef proteinleri spesifik aspartat kalintilarindan kiran sistein proteaz
ailesidir (Alnemri ve ark. 1996, Nicholson ve ark. 1995). Memeli hiicrelerinde 14 adet
kaspaz ailesi tanimlanmistir (Cryns ve Yuan 1998). Bunlar zimojen (inaktif 6ncil)
olarak bir pro-domain ve proteaz domaini igerirler (Cryns ve Y uan 1998, Thornberry ve
Lazebnik 1998).

Icsel ya da dissal uyaranlarla aktiflesen kaspazlar mitokondride membran hasari
olusturduktan sonra zar, hiicre iskeleti ve ¢ekirdek degisimine yol acan hasarlara neden
olurlar (Gewis 2003, Holcik ve ark. 2005). Kaspazlarin bazilar1 (2, 8, 9, 10) baslatici
kaspazlar olarak bilinirken, bazilar1 da (3, 6, 7) efektor kaspazlar olarak bilinmektedir.
Baslatic1 kaspazlarin apoptotik uyari ile baglayan 6liim sinyallerini efektor kaspazlara

iletmesi ile apoptotik hiicre morfolojisi meydana gel mektedir (Ulukaya 2003).

Apoptozis digsal ve igsel yolak olmak tizere baslica iki yol araciligiyla gergeklesir (Sekil
1.2).Dussal (ekstrinsik)/sitoplazmik yolak hiicre ylizey 6liim reseptorlerinin ligandlariyla
baglanmas: sonucu aktiflesir. Oliim reseptorleri, apoptotik sinyalin iletimi icin gerekli
olan 80 amino asit uzunlugunda intraseliiler 6lim domaini (Death Domain, DD) igerir.
Siklikla calisilan 6liim reseptorleri Fas (CD95/Apo-1), TNFR1, TRAIL-R1 (DR4) ve
TRAIL-R2 (DR5/Killer/TRICK2) dir. Reseptor ligand etkilesimi, Fas ile iligkili 6ltim
domain proteini (Fas Associated Death Domain, FADD) gibi adaptor molekullerin ve
ardindan kaspaz-8’in baglanmasima yol acar ve OlUm indukleyici sinyal kompleksi
(Death Inducing Signaling Complex, DISC) adi verilen kompleks olusur. Bu durum
kaspaz-8'in dimerizasyonuna ve aktivasyonuna yol acar. Kaspaz-8, kaspaz-3 ve kaspaz-
7’yi kirar ve aktiflestirir (Bodmer ve ark. 2000,Kischkel ve ark. 2001, Tait ve Green
2010, Dickens ve ark. 2012).
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Kaspaz-8 ayrica Bid’i de kirabilir. Kirilmis Bid (tBid) sonrasinda mitokondriye gecer ve
kaspaz 9 ve kaspaz 3 aktivasyonuna neden olacak sitokrom c¢ salinimint uyarir (Tait ve

Green 2010).

Icsel (intrinsik)/mitokondriyal yolak ise; uyarildiginda mitokondriden sitokrom-c
salinimina ve bdylece 6liim sinyaline sebep olur. Her iki yolak da, diizenleyici ve
yapisal molekiilleri kiran ve bunun sonucunda hiicrenin Sliimiine sebep olan kaspaz
denilen proteaz kaskadmin aktivasyonunu igeren ortak bir yolda birlesir (Ghobrial ve
ark. 2005). Mitokondriyal yolun kilit olayr mitokondri dig membran
permeabilizasyonudur (Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization, MOMP).
Permeabilizasyon sonucunda; sitokrom c, mitokondri tirevli kaspaz aktivatori/IAP
baglayict protein Smac/DIABLO, HtrA2/Omi, apoptozis indiikleyici faktor (AIF) ve
endoniikleaz D gibi mitokondri membran proteinleri sitozole salinir. Mitokondri i¢
membran yiizeyinden sitokrom c’nin sitozole salinmasi ile sitokrom c, sitoplazmik
protein olan Apaf-1 (apoptotik proteaz aktive edici faktor-1)’e baglanir ve onu aktive
eder, dATP/ATP’nin de ortamda bulunmasi ile Apaf-1/sitokrom ¢ kompleksi
heptamerik bir yapiya oligomerize olur. Bu yapinin olusmasi, prokaspaz 9’un Apaf-1ile

etkilesimini miimkiin kilar ve apoptozom kompleksi olusur.

Apoptozomun gorevi, baslatici kaspaz olan kaspaz 9'u aktive etmektir. Aktif kaspaz 9,
kaspaz-3'U veya diger ilerletici kazpazlar1 aktive ederek kaspaz kaskadina aracilik
eder.Ayrica kaspaz aktivitesini inhibe eden ve aktiviteleri Smac veya Omi/HtrA2 gibi
fonksiyonel analoglar ile engellenmis bircok IAPs (apoptozis inhibitdrleri) vardir. Olen
hicrelerde Smac ve Omi/HtrA2 (mitokondriyel proteinler, pro-apoptotik proteinler)
mitokondriden salindiginda IAPs inaktive olmakta ve bdylece ilerletici kaspazlarin
inhibisyonu engellenerek hiicrelerin apoptozise gitmeleri saglanir (Ulukaya 2003, Riedl
ve Salvesen 2007, Li ve ark. 2008, Duprez ve ark. 2009).

Bu igsel ve dissal yol mekanizmalar1 kaspaz-bagimli apoptozisi gostermektedir. Ayrica
kaspazlardan bagimsiz olarak apoptozise neden oldugu diistinilen kaspaz
aktivasyonunun gerceklesmedigi mekanizmada bulunmaktadir. Bu mekanizmada AIF
(apoptoz indiikleyici faktor) mitokondriden salinip niikleusa ge¢mekte ve niikleazlar
aktiflestirerek DNA hasarina yol agmaktadir. AIF, steroidler, granzim B ve endonikleaz

G kaspazlardan bagimsiz olarak apoptozise neden olmaktadir (Ulukaya 2003).
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Sekil 1.2. Apoptozisin indiklenmesi (Favaloro ve ark. 2012)

1.2.3.Apoptozis Siirecinde Meydana Gelen Morfolojik Degisiklikler
Apoptozis slrecindeki hicre 151k ya da elektron mikroskobu altinda incelendiginde

cesitli morfolojik degisiklikler tanimlanir (Hacker 2000). Apoptozisin erken
evrelerinde, hiicre biiziilmesi ve piknozis olarak adlandirilan kromatin yogunlagmasi
(kromatin kondensasyonu) olaylar1 151k mikroskobu ile goruntilenebilir (Kerr ve ark.
1972). Hiicre biiziilmesi ile hiicrenin boyutlar1 kii¢iiliir, sitoplazmasi yogunlasir ve

organelleri daha sik1 paketlenir.

Piknozis, apoptozisin en karakteristik dzelligidir. Hematoksilen ve eozin boyamalarinda
apoptotik hicreler yuvarlak ya da oval gérinimdedir, koyu eozinofilik sitoplazma ve

yogun mor niikleer kromatin fragmentleri (parcalar1) gozlenir.

Hiicrede meydana gelen degisiklikler elektron mikroskobu ile daha iyi goriintiilenir.
Erken evrede, nikleer materyalin Karakteristik olarak niikleer membranin altinda
cevresel sekilde kiimelendigi  goriintiilenir.Hiicre ¢ekirdeginin  pargalanmasi
(karyoreksis) stireci ve hiicre pargalarinin apoptotik cisimler i¢inde ayrilmasi siireglerini

takiben hiicre membraninda “bleb” adi verilen cepcikler olusur.
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Apoptotik cisimcikler sitoplazma ve siki paketlenmis organelleri igerirken, niikleer
fragment icerebilir ya da igermeyebilir. Apoptotik cisimciklerde organel biitiinliigi

korunur ve organeller saglam bir plazma zari ile ¢evrilidir.

Daha sonra bu cisimcikler makrofajlar, parenkimal hiicreler ya da neoplastik hicreler
tarafindan fagosite edilir ve fagolizozomlar ile pargalanir (Sekil 1.3). Apoptozis

stirecinde inflamatuvar reaksiyon gerceklesmez clinkii,

» apoptotik hiicreler hiicresel bilesenlerini hiicreler arasi kisma salmazlar,

» kendilerini ¢evreleyen hiicreler tarafindan hizlica fagosite edilirler,

» yutulan hicreler de anti-inflamatuvar sitokin Uretmez (Savill ve Fadok 2000,
Kurosakave ark. 2003).

Nukleus

Apoptotik
cisim
Fagosit hiicreyi yutar

Sekil 1.3. Apoptotik hiicrede meydana gelen morfol ojik degisiklikler (Anonim, 2010)

1.3.TUmor Mikro Cevresi
Karsinoma uzun yillar boyunca sadece transforme olmus epitelyal hiicre hastaligi olarak

gorilmekteydi ve bu nedenle tedavi dtratgjileri sadece timor hicrelerine
odaklanmaktaydi.

13



Fakat giinimiizde tUmaor progresyonunun sadece kanser hiicrelerinin tek basina geligimi

ile gergeklesmedigi, kanser hiicrelerinin yaninda ““timOr mikrogevresi” olarak

adlandirilan stromal hiicrelerinde bu siirecte anahtar rol oynadigi bilinmektedir(Bissell
ve Radisky 2001).

TUmor stromasi,

fibrobl ast/miyofibroblast,

gliyal hicreler,

epitelyal hticreler,

yag hiicreleri,

immun hticreler,

diz kas hticrel eri

ekstrasel Uler matriks (ECM),

ekstraseliiler molekiillerden olusmaktadir(Li ve ark. 2007) (Sekil 1.4).

Mezensimal orjin [

=« Fibroblet

Sekil 1.4.TUmor mikro cevres hiicreleri(Kerkar ve Restifo 2012).

" NK hiicreleri; dogal oldiiriicii hiicreler, CTL; sitotoksik T hiicreleri, Treg; diizenleyici T hiicreleri,
miyeloid kokenli destekleyici hiicreler.
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Bu hiicrelerin hicbiri kendi basmma malign hiicreler degildir, ancak timor mikro
cevresinde birbiriyleriyle ve kanser hiicresiyle direkt ya da indirekt etkilesim sonucu

anormal fenotip kazanirlar ve fonksiyonlar1 degisir (Li ve ark. 2007).

Stroma hiicreler tiimoére hem pozitif hem de negatif yonden katki saglayabilir. Bu
hicreler gesitli biiyiime faktorleri, kemokinler ve matriksi pargalayan enzimleri tiretecek

sekilde kanser hiicreleri tarafindan modifiye edilirler (Joyce 2005).

Sitokinler ve biiyiime faktorleri stroma hiicreleri tarafindan salgilandigi gibi, aym
zamanda stroma icindeki kanser hiicreleri tarafindan da salgilanir. CXCR4 baz1 kanser
hiicreleri tarafindan eksprese edilen ve tiimdr hiicrelerinde reseptor ligand etkilesimi
fonksiyonu ile mitojen olarak gorev yapan ve bolgesel invazyon ile sonuclanan

migrasyona katki saglayan bir kemokin reseptoriidiir (Li ve ark. 2009).

Timo6r ortaminda pek c¢ok biiyiime faktérii tanimlanmis olmasina ragmen, tiim bu
faktorlerin arasinda en kritik olani transforme biiylime faktori- B (Transforme Growth
Factor-f3, TGF-B)’dir (Anzano ve ark. 1985). TGF-f en iyi bilinen blyime inhibitori

ve potansiyel immiin baskilayic1 faktordiir. Normal kosullarda TGF-B, apoptozis ve
proliferasyon Uzerindeki etkisi ile doku homeostazinin devamliligini saglar (Li ve ark.
2007). TGF-B aym zamanda dogal dldiiriicti hiicre fonksiyonunu inhibe ederek olusan
T-hiicre proliferasyonunu da kapsayan immiin yanit {lizerinde gii¢lii inhibitor etkiye
sahiptir. Daha 6nce yapilmis bir ¢alisma ile TGF-B’nin ¢ift yonlii etkisinin tiimor mikro
¢evresine bagli oldugu ifade edilmistir (Siegel ve ark. 2003).

Normal epitelyumda proliferasyon TGF-f tarafindan gii¢lii bir sekilde inhibe edilirken,
kanser hicreleri bu biliylime inhibe edici yanmiti kaybeder. Bu yanitin degisiklige
ugramasi ya da kaybolmasi sonucu bir¢ok tiimor, immiin sistem tarafindan gerceklesen
saldirilara karsi tiimorii koruyan, tiimor invazyonuna olanak saglayan ve tiimor

blyUmesini uyaran otokrin TGF-p eksprese etme yetenegi kazanir (Li ve ark. 2007).

Dahasi, TGF-B fibroblastlann miyofibroblastlara dogrudan farklilagmasini saglayan tek
blyUme faktoridir. Fakat, fibroblastlar miyofibroblastlara doniistiikten sonra TGF-f3

antiproliferatif 6zellik sergiler (Desmouliere ve ark. 1993, Lieubeau ve ark. 1994).
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Bu ylzden, TGF-f’nin fibroblastlar iizerindeki roliiniin hiicreyi farklilastirici etkisinden
cok prolifere blyimeyi baskilayici etki seklinde oldugu diisiiniilmektedir (Powell ve
ark. 1999).

Akciger, meme, mesane, prostat ve pankreas kanseri hiicrelerinde TGF-3 ekspresyonu
gozlenmistir ve bu durumun hastaligin gelisimi ile korele oldugu c¢alismalarla
gosterilmistir (Annes ve ark. 2003, Gorsch ve ark. 1992, Friess ve ark. 1993, Kim ve
ark. 2001). Yapilan bir caligmada, fareye enjekte edilen prostat kanseri hiicrelerinin
farelerin sadece %8’inde tiimor olusturabildigi gozlenirken, prostat fibroblastlar1 ve
matrijel ile birlikle enjekte edilen pankreas hicreleri farelerin %100’ Unde tUmor
olusumuna neden olmustur. Bu tiimérler stroma bakimindan zengindir ve iyi gelismis
kan damarlarina sahip olduklar1 gozlenmistir (Tuxhorn ve ark. 2002). Bu ¢alismanin
devami olarak yapilan bir diger ¢alismada, TGF-p, fibroblastlann miyofibroblastlara
dontistimiintin de dahil oldugu iki timdr arasindaki farkliliklarin ana kaynagi olarak
tammmlanmistir  (Tuxhorn ve ark. 2002). Ayrica bu c¢alismada TGF-B’nin yeni

damarlanma olusturma 6zelliginin alt1 ¢izilmistir.

TGF-B’nin aym1 zamanda pro-metastatik 6zellikleri de oldugu diisiiniilmektedir. insan
meme kanserinde TGF-B sinyal yolgnin kemik metastazi olasi ligmi arttirmast bu
duruma drnek gosterilmektedir (Yin ve ark. 1999).

Kanser, kronik inflamasyon gibi durumlarda yeni damar olusumu siireci degisir, kaotik
bir hal alir ve damar aglar1 zayif isleyen bir duruma gelir (McDonald ve Choyke 2003).
Yeni damar olusumu anlamina gelen anjiyogenez siireci aktif yeniden yapilanmay1 ve
yeni hiicrelerin mevcut yapiya dahil olmalarin1 gerektiren bir siirectir. Yeniden
yapilanmaya olanak saglamak i¢in tiimOr stromasinda yer alan fibroblastlar ve
makrofajlar matriks metalloproteinazlar1 (Matrix MetalloProteinase, MMP) eksprese
eder ve salgilar (Li ve ark. 2009). Stroma hilcreler tarafindan bu molekiillerin
salgilanmasi1 hiicresel sinyal yolaklar1 ve ¢oklu ligandlarmi kapsayan karmasik bir
tumor-stroma etkilesimine neden olur (Stuelten ve ark. 2005).MMP’ler dokuyu
cevreleyen kollgien, laminin, elastin, fibrinojen, fibronektin ve vitronektinin dahil
oldugu ekstraseliiler proteinleri hidrolize eder (Sternlicht ve Werb, 2001, Boire ve ark.
2005). Ayrica MMP’lerin epitelyal mezenkimal doniisiim ve genomik instabilitenin

desteklenmesi siiregleriyle iligkili oldugu ifade edilmektedir (Radisky ve ark. 2005).
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1.3.1.Tiimor Mikrocevresi Temel Bilesenleri
1.3.1.1.Ekstraseluler Matriks
Ekstraseliler matriks (ECM); dokularin hacminin biiyiik kismini olusturan hiicreler

aras1 bosluktur ve kendini meydana getiren farkli fiziksel, biyokimyasal ve mekanik
0zelliklere sahip makromolekiillerin olusturdugu karmasik bir ag ile kaphidir (Lu ve ark.
2012). ECM; hiicrelerin davranigini, gelisimini, go¢ etme ve proliferasyon yetenegini,
hiicre seklini ve fonksiyonlarini diizenleyici role sahiptir.

ECM’yi olusturan bilesenler;
|. Proteoglikanlar

I.I. Heparan siilfat
I.I1. Kondroitin stlfat
[.111. Keratan stlfat
[1. Proteoglikan olmayan polisakkaritler

[1.I. Hiyaltronik asit

[11.Lifler
111.1. Kollgjen
[11.11. Elastin
IV. Digerleri
IV.I. Fibronektin
IV.1I. Laminindir (Jarvel@nen ve ark. 2009)(Sekil 1.5).

/ Polisakkarit
molekiilii

SITOPLAZMA

Integrin Hiicre iskeleti mikrofilamentleri

Sekil 1.5. ECM yapis1 ve bilesenleri (Anonim, 2013a)
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Neoplastik ya da neoplastik olmayan hiicrelerden salinan veya hiicre yizeyine lokalize
halde bulunan proteaz enzimleri ECM’yi modifiye eder ve yeniden yapilandirir.
Boylelikle hicre-hiicre ve hiicre-ECM etkilesimlerinde 6nemli degisiklikler meydana
gelir, hiicre ylizeyinde yeni uyari sinyalleri olusur. Bu sinyaller gen ekspresyonuna etki
eder ve sonug olarak proliferasyon, farklilagma, hayatta kalma ve hareket gibi kritik
hiicre 6zellikleri degisir (Mbeunkui ve Johann 2009). Bu yiizden pek ¢ok kanser tirinde
ECM modifiye haldedir. Bu duruma kanit olarak, DeWever ve Mareel tarafindan
yapilan c¢alismadrnek gosterilebilir. 2003 yilinda yapilan g¢alisma sonucunda insan
akciger, meme, kolon ve prostat kanserlerinde ECM’nin modifiye oldugu belirlenmistir
(DeWever ve Mareel 2003).

Ayrica ECM’nin yeniden yapilanmasi invazyon ve metastaz siireglerinde de rol
oynamaktadir. Kanser hiicrelerinin ¢evre dokular1 istila edebilmesi ve metastaz
yapabilmes icin go¢ edebilmeye uygun fenotip kazanmalar1 gerekmektedir ve bunun
icin de kendilerini ¢evreleyen ECM’nin yeniden yapilanmasi gerekmektedir (Pietras ve
Ostman 2010).

ECM’ nin yikimi (degredasyon) tumor bilylmesi, invazyonu ve anjiyogenez surecleri ile
iligkiliyken, biiyime faktorleri ve hiicre ylizey adezyon molekiilleri gibi ECM dist
bilesenlerin degredasyonu artmis proliferasyon, migrasyon ve epitelyal-mezenkimal
dontisiim ile iligkilidir (Hynes 2009).

ECM’nin 6zellesmis bir formu olan bazal membran (BM) ise epitelyumu stromadan
ayirir ve endotelyal hiicreler, perisitler ve diger hiicre tiplerinin altinda yer alir. BM ya
da ECM’nin yeniden yapilanmasi sistein, serin ve matriks metalloproteinaz siniflarini
kapsayan proteazlarin yani sira heparanaz gibi endoglikosidazlar tarafindan da kontrol
edilir (Carmeliet 2003; Vlodavsky ve ark. 2002). BM/ECM degredasyonun kontrol(
anjiyogenez ve invazyon icin gereklidir (Joyce 2005).

1.3.1.2.Fibroblastlar

Bag dokunun temel hiicresel komponentlerinden olan fibroblastlar vaskiiler, epitelyal ve
inflamatuvar olmayan hicrelerdir (Tarin, 1969). Yara iyilesmesinde, epitelyal

farklilasmada ve inflamasyonun diizenlenmesinde rol oynarlar (Tomasek ve ark. 2002).
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Normal kosullarda fibroblastlar inaktif ve duragan haldedir (R&sénen ve Vaheri 2010).
Saglikli organlarda fibroblastlar diisiik proliferasyon hizina ve minimum metabolik
kapasiteye sahiptir. Fakat yara iyilesmesi ve kanser siire¢lerinde fibroblastlar aktif hale
gelir, prolifere olmaya baslar, ECM bilesenlerini yliksek oranda salgilamaya baslar ve

kontraktil 6zellikler ortaya ¢ikar (Polyak ve Kalluri 2010).

TUmor bolgesindeki fibroblastlar normal dokudaki fibroblastlardan 6nemli oranda
farklidir, bu hiicreler yiiksek proliferatif aktiviteye sahip aktif hiicrelerdir (Bhowmick ve
ark. 2004b). Duragan fibroblastlar tiimor stromasinda aktif hale gelir ve stromal
hiicreler ile kanser hiicreleri arasindaki parakrin sinyal yolaginda anahtar diizenleyicCi

olarak goérev alir (Lorusso ve Ruegg 2008).

Karsinoma ile iliskili fibroblast (Carcinoma Associated Fibroblast, CAF) olarak
adlandirilan bu hiicreler malign-epitelyal doniisiimii arttirmaktadir (Hayward ve ark.
2001, Olumi ve ark. 1999, Orimo ve ark. 2005, Bhowmick ve ark. 2004b).CAF lar hem
fibroblastlar1 hem de doku hasari sonrasi fibroblastlarin farklilagarak meydana getirdigi
kasilabilen ve salgi yapabilen hiicreleri (miyofibroblastlar) kapsar(Hinz ve ark. 2007,
Shimoda ve ark. 2010) (Sekil 1.6).

Tiimér Mikro cevresinde Kanserle iliskili Fibroblastlar

Yerlesik fibroblastlar Hayatta kalma

Endotelyal kékenli CAF’lar Fibronektin Biiyiime

Miyofibroblastlar Kollajen Anjiyogenez

MSC kékenli CAF’lar Laminin invazyon
Proteoglikanlar Inflamasyon

Osteopontin Gig

Diiz kas hiicreleri

Epitelyal kékenli CAF'lar
Metastaz

Sekil 1.6. Tiimor mikro ¢evresine ait CAF tiirleri, salgiladiklar faktorler ve tiimdr iizerine
etkileri (Paraiso ve Smalley 2013’den degistirilerek alinmustir).
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CAF lar farkli kaynaklardan kdken alabilir. Bu hiicreler;

- Normal fibroblastlarin genetik degisimi ile,

- Epitelyal-mezensimal doniisiim ile epitelyal hiicrelerden,

- Mezensimal hiicrelerden,

- Endotelya-mezensimal doniisiim ile endotelyal hiicrelerden olusabilirler

(Xing ve ark. 2011) (Sekil 1.7).

& X
(=
@\)&3}\? Epitelyal-mezensimal

doniisiim

Endotelyal-mezensimal

: déniisiim

R

5 =S
S A

Normal fibroblastlar "
Mezengimal onciil

hiicreler

Sekil 1.7. CAF larin meydana gelme yollar1 (Ostman ve Augsten 2009).

Immiin hiicreler gibi, CAF lar da tiimér gelisiminin erken evrelerini inhibe eder. Bu
inhibitor etkinin aktif fibroblastlar arasinda olusan agiklik baglantilar1 araciligi ile
gerceklestigi bilinmektedir (Trosko ve Ruch 1998, Omori ve ark. 2001). Tumoér
gelisimin sonraki evrelerinde ise CAF’lar tiimor biiylimesi ve gelisimine katki saglar

(Orimo ve Weinberg 2006).

CAF’larin kanser baslatict 6zelliklerini dogrudan kanitlayan ¢aligma Bhowmick ve
arkadaglar tarafindan gergeklestirilmistir. Calismada Cre rekombinaz enzimi aktivites
ile fibroblastlardan tip Il TGF-B reseptorii kesip ¢ikarilmistir. Fibroblastlarinda TGF -3
yanit kaybi1 olan farelerde spontane olarak prostat neoplazisi ve iskembelerinde invasif
karsinom goriilmiistiir. Malign gelisim stromal genisleme ve HGF ekspresyonu artisi ile

beraber gelismistir (Bhowmick ve ark. 2004b).
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Fibroblastlar ekstraseliiler matriks sentezi ve yikimi igin esansiyeldir (Rodemann ve ark.
1991). CAFlar plazminojen aktivatorlerinin fazla oranda salgilanmasi, Matriks
MetalloProteinazlar (MMP), ECM bilesenleri, biiylime faktorleri ve sitokinler
araciligiyla stromay1 degistirir (De Wever ve ark. 2008) ve dolayisiyla salgiladiklar
birgok faktor ile karsinogenez siirecine katkida bulunurlar (Résanen ve Vaheri 2010).

Olumi ve ark. yaptiklar1 bir ¢aligmada tiimdrijenik olmayan insan prostat epitelyal
hucreleri ile insan prostat CAF hicrelerini ko-kdltir metodu ile birlikte kdlttre
etmislerdir. Calisma sonucunda CAF’larin biiylimeyi uyardigini ve epitelyal hiicrelerin
histolojisini degistirdigini gostermislerdir (Olumi ve ark. 1999). Benzer sckilde
Hayward ve ark. 2001 yilinda yaptiklar1 ¢alismada tiimorijenik olmayan prostat hiicre
hatti BPH-1 ile CAF’lar birlikte kiiltiire etmis ve epitelyal hiicrelerde malign doniisiim
gerceklestigini ifade etmislerdir (Hayward ve ark. 2001).

Kanser dokusunda yer alan CAF lar sadece kanser hiicresi blyumesini desteklemez,
ayni zamanda sitokinler ve ¢esitli inflamatuvar aracilar gibi farkli pro-invasif molekller
ve hlcre-hiicre etkilesimleri aracilifiyla kanser hiicresinin invazif 6zelligini arttirir

(Powell ve ark. 1999).

Ayrica CAF’larin pro-anjiyogenik faktorleri sagladiklari bilinmektedir. Yapilan bir
calisma ile timdrden eksprese edilen vaskiler endotelyal buyume faktori-A (Vascular
Endothelial Growth Factor-A, VEGF-A) disindaki diger anjiyogenez indukleyici
faktorlerin blylk oranda CAF lar tarafindan iretildigi gosterilmistir (Thijssen ve ark.
2004).

Timor stromasindaki fibroblastlar tip 11 transmembran proteini olan, serin proteaz
olarak gorev yapan ve tUmOr biyiimesi ve metastatik potansiyel artisi ile iligkili olan
Fibroblast Aktivasyon Proteinini (FAP) sentezler. insan karsinomlarmim %90’ inda FAP
ekspresyonu aktif haldedir (O'Brien ve O'Connor 2008). Ozellikle meme, akciger ve
kolon karsinomlarinda FAP’1n asir1 seviyede eksprese edildigi bilinmektedir (Scanlan
ve ark. 1994).

Yakin zamanda yapilan caligmalar CAF’larin malign hiicrelerin

kemoterapi/radyoterapiye duyarliligini da etkiledigini gdstermektedir.
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Yapilan bir ¢alisma ile pankreatik kanser hiicreleri CAF’lar ile birlikte kiiltlire
edildiginde ya da fibroblastlarin biiyiitiildigii besiyerinden elde edilen 6zel besiyerinde
biyiitiildiiklerinde kemoterapiye daha az duyarli hae geldikleri gosterilmistir
(Muerkoster ve ark. 2004, Hwang ve ark. 2008).

CAFlar, TGF-B ve hepatositipime faktérii ( Hepatocyte Growth Factor, HGF)
saliimi ile tiimor hiicrelerinin epitelyal-mezensimal dontisiimiine (EMT) katki saglar
(Bhowmick ve ark. 2004a). EMT norma polarize epitelyal hicrelerin  coklu
biyokimyasal degisikliklere ugrayarak goc¢ etme ve invasif Ozellikler kazandigi ve

hiicre-hiicre adezyonunun kaybedildigi bir siirectir (Kgjiyamave ark. 2009).

EMT’nin kanser gelisimi ve metastaz siirecinde rol oynadigi diisiiniilmektedir (Soon ve
ark. 2013). Yapilan birkag c¢alisma ile epitelyal mezensimal doniisiime ugrayan
tiimorlerin kemoterapiye daha direncli hale geldikleri belirtilmistir (Yang ve ark. 2006,
Kagiyama ve ark. 2009).Yang ve ark. 2006 yilinda yaptiklar1 bir ¢alisma ile, kolon
kanseri epitelyal hiicre hattt oksaliplatine direngli hale getirildiginde hiicrelerin
mezengimal fenotip (igsi goriiniim) kazandiklarin1 géstermistir (Yang ve ark. 2006).
Yine benzer sekilde ovaryum kanseri epitelyal hiicre hattinin da paklitaksele direncli
hale getirildiginde mezensimal morfoloji sergiledigi belirtilmistir (Kajiyama ve ark.

2007).

CAF’larin bir diger gorevi tamponlayict 6zellikleridir. CAF’lar toksik metabolitleri
ortamdan uzaklastirir ve kanser hiicreleri tarafindan meydana getirilen asiditeyi

tamponlar (Koukourakis ve ark. 2006).

1.3.1.3.immiin Hiicreler
Kanser ve kronik inflamasyon klinik baglamda birbirlerine oldukca yakindir ve kanser

“asla iyilesmeyen yara” olarak tanimlanmaktadir (Dvorak 1986). Kanser hiicreleri ve
CAF’lardan salinan pro-inflamatuvar sitokinler ¢ok fazla sayida immiin hiicreyi kanser
bolgesine dogru ¢eker. Makrofajlar, notrofiller ve lenfositler CAF’lar tarafindan salinan
faktorler ile timor stromasinda toplanir. NOtrofil, eozinofil, bazofil, monosit/makrofa,
dendritik hiicreler, dogal 6ldiiriicii hiicreler ve lenfositlerin dahil oldugu ¢ok c¢esitli
l6kosit gruplari tam gelismis tiimor stromasi i¢ine sizar (Lin ve Pollard 2004).

Makrofajlar endotelyal hiicre davraniglarini etkileyen VEGF ve HGF gibi bir takim
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faktorlerin salinnmindan sorumludur. Notrofiller ise VEGF, HGF, MMP2 ve IL-8

(interl6kin-8) salinimi araciligiyala anjiyogenezi uyarirlar (Li ve ark. 2007).

Yapilan caligmalar ile mast hiicrelerinin cilt kanserinde anjiyogenezi indiikledigi
gosterilirken (Coussens ve ark. 2000, Crivellato ve Ribatti 2005), eozinofillerin kolon,
servikal, akciger, meme ve bazi lenfoma tiirlerinde VEGF iiretimi ile anjiyogenezi

indiikledigi gosterilmistir (Li ve ark. 2007).

Makrofgjlar; cevresel sinyallere yanit olarak fenotiplerini degistirebilme yetenegine
sahip hiicrelerdir. Fizyolojileri hem dogal hem de adaptif bagisiklik yanitlar tarafindan
degistirilebilir (Mosser ve Edwards 2008).Makrofajlar aktif M1 makrofajlar1 ve asiri
aktiflesmis M2 makrofajlar1 olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir (Biswas ve ark. 2008).
M1 makrofajlar1 yiiksek mikrobisidal ve tiimorisidal aktivite gosteren ve pro-
inflamatuvar faktorlerin yuksek ekspresyonu ile karakterize olan pro-inflamatuvar
makrofajlardir (Allavena ve ark. 2008a). Ote yandan, M2 makrofajlari immiinosupresif
ozelliktedir ve anti-inflamatuvar sitokinleri yiksek seviyede Uretirken pro-inflamatuvar
sitokin tiretimi diisiik seviyededir. Ancak, in vivo Kosullarda makrofajlar arasinda tam
olarak smiflandirma yapmak miimkiin degildir, ¢iinkii timor mikro cevresine bagh
olarak bazi hiicre popiilasyonlart hem M1 hem de M2 makrofajlarina ait 6zellikleri

sergiler (Tang 2013).

Tumor bolgesinin icine cekilen aktif makrofglar endotelyal hicrelerin Ozelliklerini
etkileyen HGF, VEGF, MMP2 ve interlokin-8 gibi bazi1 faktérlerin salinimini saglar.
Timore ulasan makrofaj, kanser hiicrelerinin metastazini ve biiylimesin arttiran tiimor
ile iligkili makrofajlara (Tumor Associated Macrophages, TAM) farklilasmaya baslar
(Leek ve Harris 2002) (Sekil 1.8). Tiimoriin igine sizan TAM’lar genellikle neoplastik
dokularda yer alir ve timor gelisimi ve biliylimesinde 6nemli rol oynar (Pollard 2004;
Allavena ve ark. 2008b). Pek ¢ok kanser tiirlinde TAM sayisi ile kotii prognoz arasinda
korelasyon oldugu belirtilmistir. Makrofaj ve tiimor hiicresi etkilesimi makrofaj kokenli
sitokin, kemokin ve biiylime/hareket faktorlerinin salinmasina yol agar (Lorusso ve
Ruegg 2008). inflamatuvar sitokinler dogrudan epitelyal hiicrelerinin proliferasyonunu
arttirarak karsinogenez siirecinde baslatic1 ve devam ettirici rol oynarlar. inflamasyon
da immiin sistem hiicrelerinin fenotipini ve fonksiyonunu degistirerek tiimorigeneze

indirekt olarak katki saglar (Rollins 2006).
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Sekil 1.8. TAM’larin olugma siireci ve tiimor {izerine etkileri (Mallmann ve ark. 2010)

1.4.Ko-kultur yontemi

Cerrahi ya da biyopsi materyalleri ile tiim kanserlerin primer kiiltliriinliin yapilmasi
kanser dokusu mikrogevresini anlama konusunda oldukca onemli bilgiler verebilir,
fakat standart in vitro yontemlere gére primer kiltir metodunu uygulamak daha zordur.
Bu ylUzden en az iki farkli hiicre tipinin (kanser hiicresi+fibroblast ya da epitelyal
hiicret+lenfosit) birlikte kiiltiire edilmesi ile olusturulan yontem ile kanser
mikrogevresinde hucre-hiicre etkilesimi degerlendirilerek insan kanserlerinde in vivo
mikrogevre blyuk oranda taklit edilebilmektedir. Ko-kiiltiir olarak adlandirilan bu
yontem iki ya da daha fazla hiicre tipinin birlikte kiiltiire edilmesi esasina

dayanmaktadir (Miki ve ark. 2012).

Literatiirde fibroblastlar ve kanser hiicreleri arasindaki etkilesimi ve iletisimi gosteren
bazi ¢aligmalar mevcuttur ancak yine de kanser hiicreleri ile yapilan ¢aligmalarin ¢ogu
mono-kiiltiir seklinde yapilmaktadir. Mono-kiiltiir sistemlerinin en biiyiikk dezavantaji,
karsinoma hiicreleri ile introtimoral stromal hiicreler arasindaki etkilesimin
gosterilememesidir. Diger yandan, iki farkli hiicre tipi ile (6rnegin, kanser hiicresi +
fibroblast) yapilan “ko-kiiltlir” ¢alismalari ise mikrogevrede oldugu gibi hiicre-hiicre

etkilesiminin gosterilmesine olanak saglar (Miki ve ark., 2012).

Kanser hiicreleri ile somatik hiicreler arasindaki etkilesimi dolayli olarak gostermenin
bir diger yolu kanser hiicrelerinin “conditioned medium” olarak adlandirilan 6zel

besiyerinde biiyiitiilmesi esasina dayanir.
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Bu 6zel besiyeri fibroblast gibi epitelyal hicrelerin biiyiitiildiigli besiyerinin toplanip
artiklardan uzaklastirildiktan sonra kanser hiicresini biiyiitiilmesinde kullanilir. 2006
yilinda yapilan ¢aligsma ile hiicrelerin “conditioned medium” ortaminda biiyiitiilmesi ile
direkt ko-kiltiir yontemi karsilastirilmis ve sonug olarak ko-kdltir metodunun daha
iistlin oldugu ifade edilmistir (Malekshah ve ark. 2006).

Dogrudan ko-kiiltiir hemen hemen tiim kiiltiir kaplarinda gerceklestirilebilir ve fiziksel
hiicre-hiicre temasmin kanser invazyon mekanizmasinda 6nemli rol oynadigi yapilan
calismalarda gosterilmistir (DeéWever ve Mareel 2003). Fakat, direkt ko-kiltir metodu
bircok teknik zorluga sahiptir ve bu ylizden hiicre kiiltiirii “insert”leri olarak
adlandirilan ve kiiltiir kabinin i¢ine yerlesmis haldeki porlu membranlar ile hiicrelerin
ayrilmasi ve bu sekilde kiiltiire edilmesine olanak saglayan indirekt ko-kultir metodu
daha uygun bir metoddur (Sekil 1.9). Bu metod ile tekrarlanabilir ve glvenilir in vitro
sonuclar elde edilmektedir.

Stromal hiicreler

Karsinoma hiicreleri

0,4 uM por

Coziniir faktorler

Sekil 1.9. Ko-kiiltiir sistemi semast (Miki ve ark. 2012)
1.5.Akciger Kanseri Tedavisinde Kullamlan Kemoterapi ilaglari
1.5.1.5-Florourasil (5-FU)
Bir pirimidin analogu olan (Sekil 1.10) bu ila¢ hiicre i¢i transport yollarini kullanarak
hiicreye rahatlikla girebilmekte ve hiicre icinde farkli sitotoksik metabolitlere
doniistiiriilmektedir. Daha sonra bu aktif metabolitler pirimidin niikleotid sentezinde hiz

smirlayici bir enzim olan timidilat sentaz (TS) aktivitesini inhibe eder.
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TS inhibisyonu sonucu daha az deoksitimidin monofosfat ({TMP) olusur ve bunun
sonucunda DNA onarimi ve sentezi inhibe edilir (Sobrero ve ark. 2000).
5-FUuygulamasi1 dTMP kitligina neden olur ve bdylelikle hizli bdliinen kanser hiicreleri

“timinsizlik” durumundan dolay1 oliirler (Longley ve ark. 2003).

HN \

O N O
H

Sekil 1.10. 5-Florourasilin kimyasal yapisi (Guerrero-Ramirez ve Issa Katime 2011)

1.5.2.Paklitaksel
Pasifik porsuk agact Taxus brevifolia’nin aga¢ kabugundan elde edilmistir (Jordan ve

Vivien 2001). Kimyasal yapisi sekil 1.11°de gosterilen paklitaksel, tdbdlinleri
hedefleyen bir hiicre iskeleti ilacidir. Paklitaksel uygulanan hiicrelerde mitotik ig ipligi
birlesmesinde, kromozom ayrilmasinda ve hiicre boliinmesinde defektler gergeklesir.
Paklitaksel mikrotiibiil polimerlerini stabilize eder ve ayrilmalarini 6nler, bdylelikle
metafazda ig ipligi yapilanmasi miimkin olmaz. Bu durumda mitoz bdlinme devam
edemez, mitotik kontrol noktalarmin uzun siireli aktivasyonu sonucu ya apoptozis
tetiklenir ya da hiicre boliinmesi gerceklesmeden G-fazina geri doniis gergeklesir

(Rajnish ve Hongtao 2004, Brito ve ark. 2008).

o™ o 0
OH O
O I

0O (@)

Sekil 1.11. Paklitakselin kimyasal yapis1 (Anonim 2007a).
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1.5.3.Dosetak sel
Taksan grubundan, paklitakselin yari-sentetik analogu (Clarke ve Rivory 1999) (Sekil

1.12),antimitotik bir ajandir. Hiicre iginde serbest tiibiilinlere baglanir ve ardindan
tiibiilinlerin  kararli mikrotiibiillere polimerizasyonunu destekler ve mikrotiibiil
ayrilmasini inhibe eder, sonug olarak hiicrenin mitotik ve interfaz fonksiyonlarini bloke

ederek hiicre bolinmesini inhibe eder (Cortes ve Pazdur 1995, Pronk ve ark. 1995).

Sekil 1.12. Dosetakselin kimyasal yapis1 (Anonim 2006c)

1.5.4.Etoposid
DNA ve topoizomeraz Il enzimi ile U¢li kompleks olusturur. Kimyasal yapisi sekil

1.13'de gosterilen etoposid, DNA zincirlerinin yeniden baglanmasini engeller ve
boylelikle DNA zincirlerinin kirilmasina yol acar. Kanser hiicreleri daha hizli boliinen
hiicreler oldugundan topoizomeraz II enzimine saglikli hiicrelerden daha fazla ihtiyag
duyarlar. Bu yiizden, etoposid uygulamasi sonucu kanser hiicrelerinde DNA sentezinde

hatalar gergeklesir ve apoptozis indiiklenir (Hande 1998, Gordalizave ark. 2004).

H
-""l O\
OH
/O

Sekil 1.13. Etoposidin kimyasal yapisi (Anonim, 2006d).
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1.5.5.Vinorelbin
Vinca rosea bitkisinden elde edilen bitkisinden elde edilen vinblastinin ve diger vinka

alkaloidlerinin yari-sentetik formudur (Anonim2002b) (Sekil 1.14).Vinka alkaloidleri,
hicreleri mitozun metafaz evresinde durduran htcre dongustinespesifik ajanlardir.
Vinka alkaloidleri mikrotiibiillerin olusumunu inhibe etmek i¢in tiibiilin monomerlerine
baglanir.Yeterli sayida fonksiyonel mikrotiibiil olmadiginda yeni replike olmus
kromozomlar ayrilamaz ve hiicre dongiisii baskilanir. Yarim kalan hiicre dongusi de
hiicre 6lUmUna tetikler (Capasso 2012).

Vinorelbinin ana etki mekanizmast mitotik tutulma ve hiicre 6liimiine yol acan
mikrotibdl dinamiklerinin inhibe edilmesidir. Y Uksek konsantrasyonda mikrottbdllerin
yapisini bozan, mikrotiibiil depolimerizasyonu ve mitotik ig ipligi yikimini uyaran bir
etki gosterirken, diisiik konsantrasyonlarda mitotik gelisimi baskilayabilir (Capasso

2012).

OCH 0
* HaC

CH3

Sekil 1.14. Vinorelbinin kimyasal yapisi (Anonim 2010).

1.5.6.Cisplatin
cis-[Pt(NH3)2(Cl);] bilesigi ilk kez Michele Peyrone tarafindan tanimlandi ve uzun

yillar boyunca Peyrone tuzu olarak bilindi (Peyrone 1844). Yaklasik 50 yil sonra
formiiliic Alfred Werner tarafindan (Trzaska 2005) c¢Ozilen cisplatin glnimizde en
yaygin kullanilan kemoterapi ilaglarindan biridir (Sekil 1.15). Cisplatinin sitotoksisitesi
DNA’ya baglanmasi ve kovalent capraz baglantilar olusturmas1 o6zelliginden
kaynaklanmaktadir. Cisplatinin DNA’ya baglanmas1 helikal yapida bozulmalara ve
sonugta DNA replikasyonu ve transkripsiyonunun bozulmasina neden olur (Jamieson ve

ark. 1999, Ishidave ark. 2002, Lin ve ark. 2002, Lee ve ark. 2002).
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Cisplatin, endoplazmik retikulum stres yolaklarin1 uyararak apoptotik kaspazlarin
aktiflesmesini (Mandic ve ark. 2003) ve apoptozis inhibe eden proteinlerin
ekspresyonunu engelleyerek apoptozisin artmasini saglamaktadir (Li ve ark. 2001).

Cl NH,
N/
Pt
7\
Cl”  'NH,

Sekil 1.15. Cisplatinin kimyasal yapist (Anonim 2007b).

1.5.7.Karboplatin
Cigplatin ile birlikte platin-bazli antineoplastik ajanlar grubuna ait bir kemoterapi

ilacidir (Sekil 1.16). Cisplatinden farki, cisplatindeki iki klorid ligandi yerine bidentat
dikarboksilat ligand:r igermesidir. Karboplatin DNA onarimina miidahale ederek DNA
ile etkilesime girer. Ancak, etki mekanizmasi heniiz tam olarak agiga kavusturulamamis
olsa da bu ajanin genomik DNA, tubulin ya da diger proteinler gibi hiicresel hedeflerle
etkileserek biyolojik etkisini gosterdigi diisiiniilmektedir (Knox ve ark. 1986, Bose
2002, Dabrowiak 2009).
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Sekil 1.16.Karboplatinin kimyasal yapisi (Anonim 2010c).

1.5.8.Gemsitabin
Niikleik asit yapiminda sitidin yerine yer alir ve bdylelikle yanlis niikleotid eklenmesi

ile niikleik asit yapimi1 bloke olur, tiimor biiyiimesi durur ve hiicre apoptozise gider.
Gemsitabinin bir diger hedefi de riboniikleotid rediiktaz (RNR) enzimidir. Gemsitabin

RNR’nin aktif bolgesine baglanir ve enzimi geri doniigsiiz olarak inaktive eder.
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RNR inhibe oldugunda DNA replikasyonu ve onarimi igin gerekli olan
deoksiribontkleaz Uretilemez ve hiicrede apoptozis indiklenir (Cerqueira ve ark. 2007).

Gemsitabinin kimyasal yapis1 sekil 1.17°de gosterilmistir.

NH,
N
HO O\FN @)
OH F

Sekil 1.17.Gemsitabinin kimyasal yapist (Anonim 2007c).
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2.MATERYAL ve YONTEM
2.1.Materyal
2.1.1.Kimyasal maddeler

-MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromid), Sigma, Almanya
-Fetal sigir serumu (FBS), PAA, USA

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

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

-Dulbecco’ s Modified Eagle’'s Medium (DMEM), HyClone, Thermo Scientific, USA
-SDS Molecular Biology grade, BioChemica Applicham, Almanya

-Ham’s F12, Medium, PAA, USA

-0,05% Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Tripsin-EDTA), Gibco, USA
-Dimetil stilfoksit (DM SO), Sigma, Almanya

-Triton X-100, Sigma, Almanya

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

-Cell Viability Imaging Kit, Roche, Isvigre

-ATP Tumor Chemosensitivity Assay, DCS Innovative, Almanya

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

-Paklitaksel (Taksen), Kogak farma, Turkiye

-Dosetaksel (Taxotere, Sanofi Aventis, Turkiye

-Cigplatin, Kogak farma, Turkiye

-Karboplatin (Carboplatin-Teva), Med-ilag, Turkiye

-Etoposid (Etosid), Kogak Farma

-5-Florourasil, Kogak Farma

-Vinorelbin (Navelbine), Pierre Fabre ilag A.S, Tiirkiye

-Gemstabin (Gemko), Kogak Farma, Turkiye

2.1.2.Sarf malzemeler

-25cm” ve 75cm? lik flask, Thermo Scientific, USA

-96 kuyulu flat plate, Corning Incorporated, USA

-5ml ve 10ml hacimlerinde enjektorler, Set inject, Cin

-10ul’lik pipet uglari, Biohit, Finlandiya

-100ul’lik pipet uglari, Expell
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-1000ul’lik pipet uclari, Ayset, Turkiye

-Steril santrifdj tapleri (15ml), Orange Scientific, Belgika
-Steril santrifQj tapleri (50ml), Nest, Cin

-Thoma lam1, Bright —Line, Hausser Scientific Horsham, PA, USA
-Kriyovial, Corning Incorporated, USA

-E-Plate 96, Roche, isvigre

-E-Plate insert 96, Roche, Isvicre

-10 ml’lik pastor pipetler, Corning Incorporated, USA
-25 ml’lik pastor pipetler, Lp Italiana Spa, Italya

-2 ml*lik cam pastor pipetler, Heinz Herenz, Almanya

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

-Otoklavlanabilir cam sise, Isolab, Almanya

2.1.3.Cihazlar
-Spektrofotometre (FLASHScan S12, Analytik Jena, Almanya)

-Hassas terazi, SHIMADZU AUW?220D

-Luminometre (FL 800 Mikroplate Floresans Okuyucu)
-CO; inkbatorl, Sanyo, Japonya

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

-Multipipet cihazi, Multipette eppendorf, Hamburg, Almanya
-Inverted mikroskop, Olympus CKX41, Japonya
-xCELLigence RTCA cihazi, Roche, Almanya
-Aspirator, Rocker 300, Tayvan

-Kuru hava sterilizatori, Elektro-mag M 420, Turkiye
-Santrif(jj, Rotina 35R, Almanya

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

-10ml pipet, Eppendorf

-5-50ul Transferpipet, Thermo Scientific

-Pipet boy, ISOfill

-20-200ul Transferpipet, Brand, Almanya
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2.2.Yontem
2.2.1. Kemoterapdtiklerin Hazirlanmasi
Tim kemoterapttikler DMEM+Ham's F12 (1:1) besiyerinde 200 TDC (Test Drug

Concentration) dozunda hazirlad1 ve hiicrelere son konsantrasyonlar: 100 TDC olacak
sekilde uygulandi. Kemoterapotiklerin 200 TDC hesaplamalari su sekilde yapildi; 5’er
ml besiyeri icine paklitaksel (22.6pl), dosetaksel (22.5 pl), cisplatin (19 ul), karboplatin
(15.7 pul), etoposid (24 pl), 5-FU (4.5 pl), vinorelbin (1.9 pl), gemsitabin (6.25 ul)
eklendi.

2.2.2.Akciger Kanseri Hasta Dokusundan Fibroblast izolasyonu
Akciger kanseri hastasina ait dokuyu parcalamak icin ATP-TUmdr kemosensitivite testi

(DCS Innovative Diagnostics, Almanya) kiti kullanildi. Kit igerisinden ¢ikan enzim ile
doku enzimatik olarak parcalandi ve hiicrelerin tek tek ayrismasi saglandi. Bunun igin
kit icerisinde bulunan enzim doku ile 37°C, calkalamali inkiibatorde, 15 ml’lik santrif(j
tUpl icinde 8 saat muamele edildi. Inkiibasyon sonunda hiicreleri ¢oktiirmek amaci ile
santrifilj yapildi. Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirildi ve pellet besiyeri ile
siispanse edildikten sonra iki kez daha yikama yapilarak hiicreler 25cm? hiicre kiltir
kabma Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, HyClone, USA) + Ham's
F12(PAA, USA) besiyeri icerisine %10 FBS (Feta Bovine Serum, PAA, USA), %l
Penisilin-Streptomisin Soltisyonu (10000U/ml penisilin,10 mg/ml streptomisin, Gibco,
USA), %1 L-glutamin (Gibco, USA) ilave edilerek buyttuldi ve mikroskobik olarak
karakterize edildi.

2.2.3.Hucrekdaltura
Deneylerde A549 insan akciger kanseri hiicre soyu ve akciger kanseri hastasina ait

dokudan elde edilen ve kiiltiir ortaminda ¢ogaltilan fibroblastlar kullanildi. A549 insan
akciger hiicre hatti/lw Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali’nda gorev yapan Hakan Akg¢a’dan temin edilmistir. Fibroblast hiicreleri ise akciger

kanseri hastasindan izole edilerek kiiltiir ortaminda ¢ogaltildi.

2.2.3.1. Kullamlan Besiyerinin Hazirlanmasi
A549 ve fibroblast hiicreleri i¢in kullanilan besiyeri su sekilde hazirlandi: 1:1 oraninda

karistirtlarak hazirlanan Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, HyClone,
USA) + Ham's F12(PAA, USA) besiyerine %10 FBS (Fetal Bovine Serum, PAA,
USA), %1 Penisilin-Streptomisin  Solisyonu (10000U/ml  penisilin, 0 mg/ml
streptomisin, Gibco, USA), %1 L-glutamin (Gibco, USA) ilave edildi.
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2.2.3.2.Hiicre Soylarimin Stoktan Cikartilmasi

Donmus haldeki stok hiicreleri ¢ogaltmak igin, hiicrelerin icerisinde saklandigi
kriyovialler -80°C’den alind1 ve hizli bir sekilde sicak su banyosunda ¢oziildii. Coziilen
hiicre slspansiyonu; 15ml’lik santrifdlj tOpinde bulunan % 10 FBS, %1 penisilin-
streptomisin ve %1 L-glutaminiceren DMEM-+Ham’s F12 (1:1) besiyeri igine alindi.
Santrifyj tapd 800rpm’de Sdk santrifiij edildikten sonra siipernatant kisim aspire edildi
ve hicre peleti Uzerine 1ml besiyeri ilave edilerek hicrelerin slispansiyon haline
gelmesi saglandi. Daha sonra tiip lizerine 4ml besiyeri ilave edildi ve 5ml’lik hiicre
siispansiyonu 25cm?lik hiicre kiiltiiri kaplar1 (Thermo Scientific, USA) icerisine
almarak 37°C’ de, %5 CO, iceren ortamda inkibe edildi.

2.2.3.3.Hucre Soylarimin Pasajlanmasi
Hiicrelerin pasajlanmasi islemi, hiicreler biiyiitiildiikleri hticre kultirl kabinin yiizeyini

%80-90 oraninda kapladiginda gergeklestirildi. Oncelikle hiicre kiiltiirii kab1 icindeki
besiyeri aspire edildi. Hiicre artiklarinin uzaklastirilmasi ve hiicrelerin serumdan
arindirilmast i¢in 25cm? lik hiicre kiiltiirii kabmin icerisine 2ml 1X PBS (Gibco) ilave
edildi ve hiicre kiiltiirii kabinin igi PBS ile yikandi. Daha sonra PBS aspire edilerek
ortamdan uzaklastirildi ve 0.5ml %0,05 Tripsin-EDTA (HyClone, USA) solisyonu
kullanilarak hiicre kiiltiirii kab1 37°C’'de, %5 CO,’li ortamda 5dk inkiibe edildi ve
boylelikle kabin yiizeyine yapigsmis halde bulunan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari
saglandi. Hiicrelerin yiizeyden ayrildigi mikroskop ile kontrol edildikten sonra birkag
ml serumlu besiyeri eklenerek tripsinli hiicreler, eklenen tripsin miktarmin 10 kati
besiyeri iceren 15ml’lik santrif(jj tpune toplandi. Santrifiij thpt 800rpm’ e 5dk santrifij
yapildiktan sonra siipernatant kism1 aspire edildi ve hticre peleti 1ml hiicre besiyerinde
suspanse edildikten sonra 9ml besiyeri ilave edildi ve 10ml’'lik hiicre slispansiyonu
75cm?lik hiicre kiiltiirii kabina almarak 37°C’de, %5 CO, iceren ortamda inkiibasyona

birakildi. Bu sekilde hiicreler istenilen sayiya ulasincaya kadar ¢cogalmalar1 saglandi.

2.2.3.4.Hiicre Soylarimin Stoklanmasi

Hiicreler biiyiitiildiikleri kiiltiir kabinin ylizeyini %80-90 oraninda kapladiginda hicre
stoklama islemi gerceklestirildi. ilk olarak flask igindeki besiyeri aspire edildi. Hiicre
artiklarinin uzaklastirilmasi ve hiicrelerin serumdan arindirilmasi i¢in hiicre kiiltiirii kab1
icerisine 1X PBS (Gibco) ilave edildi ve kabin yiizeyi PBS ile yikandi. Daha sonra PBS
aspire edilerek ortamdan uzaklastirildi ve %0,05 Tripsin-EDTA (HyClone, USA)
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soliisyonu kullamlarak kltir kabu 37°C’de, %5 CO;'li ortamda 5dk inkiibe edildi ve
boylelikle kabin yiizeyine yapismis halde bulunan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari
saglandi. Hiicrelerin yiizeyden ayrildigi mikroskop ile kontrol edildikten sonra birkag
ml serumlu besiyeri eklenerek tripsinli hiicreler, eklenen tripsin miktarmin 10 kati
besiyeri iceren 15ml’lik santrif(jj tUpune toplandi. Santrifdj tdpt 800rpm’ e 5dk santrifij
yapildiktan sonra siipernatant kisim aspire edildi ve pelet iizerine her bir kriyovial i¢in
1.5ml dondurucu medium (5ml DM SO, Sigma, Almanya + 5ml FBS + 40ml DMEM)
karanlik ortamda ilave edildi. Hiicre siispansiyonu kriyovialler igerisine dagitilarak -

80°C’ye kaldirilds..

2.2.3.5.Hemositometre ile Hiicrelerin Sayimi
Hiicreleri sayabilmek amaciyla tripsinizasyon islemi sonucunda elde edilen hiicre

suspansiyonundan 10ul alinarak 96 kuyucuklu bir hiicre kiiltiirii kabinin bos bir
kuyusuna eklendi ve tizerine esit miktarda %0,5 tripan mavisi (Biological Industries,
Israil) konarak iyice karismas1 sagland1. Hematositometre distile su ile iyice temizlendi.
Bu karigimdan 10pl alinarak thoma lamina koyuldu ve mikroskopta bu lam {izerinde bes
alanda hiicre sayimi yapildi. Bulunan say1 sulandirma katsayisi ile c¢arpilarak 1ml

besiyerinde ne kadar hiicre oldugu hesaplandi.

224MTT (Metiltiazoltetrazolium) Canlhiik Metodu
MTT yontemi yasayan hiicrelerde gdzlenen mitokondriyal Siiksinat dehidrogenaz enzim

aktivitesinin kolorimetrik olarak 6l¢iilmesi esasina dayanmaktadir. Bu yontem, yasayan
hiicrelerde sar1 renkli MTT (3-(4,5-dimethyl-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)
tuzunun, mitokondriyal stksinat dehidrogenaz enzimi aktivites ile suda ¢oziinmeyen
mavi-mor renkli formazan kristallerine doniistiiriilmesi esasina dayanir (Sylvester 2011)
(Sekil 2.1).Dolayisiyla indirgenme ve formazan kristallerinin olusum bdlgelerinin

mitokondri oldugu kabul edilmektedir.

Sekil 2.1.MTT reaksiyon semasi (Anonim 2007d).
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Hiicre sitotoksik bir bilesen ile muamele edildiginde hiicre canliligi, dolayisiyla MTT
tetrazolium tuzunun formazana indigenmesi azalmaktadir. Sonug¢ olarak MTT metodu
ile canli ve mitokondriyal fonksiyonlart devam eden hiicreler mavi-mor renk
olustururken, Olii ya da mitokondriyal fonksiyonlar1 bozulmus hiicreler ise renk

meydana getirmemektedir.

Mitokondriyal siksinat dehidrogenaz aktivitesi ile olusturulan formazan kristalleri suda
¢oziinlir durumda degildir, bu kristalleri suda ¢6ziiniir hale getirmek icin SDS (steril
distile su iginde %10 sodyum dodesil siilfat+0,01N HCI) kullanilir. Olusturulan renk
siddeti spektrofotometre ile 570 nm dalga boyunda ol¢iiliir.Ol¢iim sonunda, ilag
uygulanmamis kontrol hiicrelerindeki renk siddeti ile ilaca maruz kalan hiicrelerdeki

renk siddeti oranlanarak hiicrelerin canlilik orani (yiizdesi) hesaplanir.

Ko-kiltir yontemi ile kemoterapotik ilaglarin (dosetaksel, paklitaksel, cisplatin,
karboplatin, etoposid, 5-florourasil, vinorelbin, gemsitabin) ortamda fibroblast varlig
ve yoklugunda A549 hicreleri Uzerindeki etkilerinin degerlendirilmesi i¢in MTT
metodu uygulandi. Bu amagla, ko-kiiltiir igin tasarlanmis olan 96 kuyucuklu ko-kultir
kabinin taban kismma A549 hiicreleri 100ul icinde 7.5x10° olacak sekilde ekildi. Ko-
kiiltiir kabinin 0.4um por genisligine sahip olan ve “insert” olarak adlandirilan ig
kuyularinin yarisma fibroblast hiicreleri 1.5x10° 50pl icinde ekilirken, diger yarisina
sadece 50ul besiyeri eklendi. Kor olarak kullanilan kuyularin tabanina 100ul, i
kuyularina 50ul besiyeri eklendi.

Sonug olarak her bir ilag icin iki kuyu fibroblast varliginda, iki kuyu fibroblast
yoklugunda degerlendirme yapilacak sekilde fibroblast ekimi gerceklestirildi.

Hiicrelerin yapismasi i¢in 37°C’de %5'lik CO.’li etiivde 24 saatlik inkiibasyon sonrasi
tedaviler uygulandi. Kemoterapi ilaci uygulamasi oncesi tabandaki A549 hucrelerinin
her bir kuyusundan 50ul besiyeri uzaklastirildi. TUm kemoterapi ilaglar1 son
konsantrasyonlar1 plazma dozuna karsilik gelen doz olan 100 TDC (test drug
concentration) dozunda, hem A549 hicrelerine, hem de fibroblast hiicrelerine son
hacimler 100p1 olacak sekilde uygulandi. Ardindan hiicreler, 48 saat 37°C, %5 CO,'li

ortamda inkiibasyona birakild.

36



MTT kimyasali, PBS tamponu igerisinde 5Smg/ml ve pH=7.2 olacak sekilde stok olarak
hazirlandi. Hazirlanan MTT ¢ozeltisi filtre edilerek steril hale getirildi. 48 saat sonunda
96 kuyucuklu ko-kiiltiir kabindan i¢ kuyular uzaklastirildi ve tabandaki A-549 hiicreleri
icin her bir kuyucuga 10ul MTT boyasi eklendikten sonra hiicreler 37°C'de 4 saat
stireyle inkiibasyona birakildi.

Olusan formazan kristallerini ¢oziiniir hale getirmek icin biitiin kuyucuklarin iizerine
%10’ luk SDS soliisyonundan 50l eklenerek 18 saat 37°C'de %5'lik CO,'li etivde
inkilbe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerde olusan renk siddeti
spektrofotometrede (FLASHScan S12, Jena, Almanya) 570nm dalga boyunda ol culdi

ve okunan absorbanslar kullanilarak hiicrelerin canlilik oranlar: belirlendi.

96 kuyucuklu ko-kiiltiir kabinin i¢ kuyucuklarinda bulunan hiicrelerin tek basina ilaglara
yamtin1 belirlemek igin fibroblast hiicreleri 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kabmna 10x10°
hiicre olacak sekilde ekildi ve hiicrelerin yapismasi igin 24saat 37°C’ de %5'lik CO.’li
inkibatorde inkibe edildi. Inkiibasyon sonrasi kemoterapi ilaclar1 (dosetaksel,
paklitaksel, cisplatin, karboplatin, etoposid, 5-florourasil, vinorelbin, gemsitabin) son
hacim 200pl ve son konsantrasyon 100 TDC olacak sekilde eklendi. Hiicreler 37°C’de
%5’ lik CO_’li inkubatdrde48 saat inkube edildi.

% Canlilik hesabai:

flag uygulanmamis kontrol hiicre (MO) canliligt %100 olarak kabul edilerek, ilag

uygulanan hiicrelerin canlilik oranlar asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

% Canlilik=[100%(Bilesik ile muamele edilen hiicre absorbansi ortalamasi-kor

ortalama)/(Kontrol hiicre absorbansi ortalamasi-kor ortalama)]
2.25.ATP (Adenozin Trifosfat) Canliik Metodu

Bu yontemin prensibi hiicre kiiltiiriinde biiylitiilen kanser (veya herhangi bir cesit)
hiicrelerindeki intraseliiler ATP igeriginin Olglilmesi esasina dayanir (Andreotti ve ark.
1995). ATP seviyesi Ol¢iimii liiminesans teknolojisine dayandigi i¢in canli hiicre sayisi ile
mukemmel bir korelasyon gostermektedir ve kolorimetrik bir test olan MTT testine gore
daha hassas ve guvenilirdir (Ulukaya ve ark. 2008).
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ATP yontemi; lisiferinin Mg*%yonlari ve ATP varliginda lisiferaz enzimi ile
oksiliisiferine katalize olup liiminesans sinyal olusturmasina dayanmaktadir (Sekil 2.2).
Liiminesans sinyal (ATP konsantrasyonu) ile hiicre sayis1 arasinda dogrusal bir iligki

bulunmaktadir(Andreotti ve ark., 1995; Mueller ve ark., 2004).

HO 3 5 COOH
\]\/‘::'[u; f-ﬁj # ATP + 0Oy

D-Lusifarin

Lu sle r=c +/~\L' *

:ﬁ" ';f FFPi  + AMP + 0Oy

Ciksilusiferin

Sekil 2.2.Lisiferinin Mg* iyonlar1 ve ATP varliginda liisiferaz enzimi ile oksiliisiferine
katalize olmasi ile 151k (luminesans sinyal) olusumu (Anonim 2013b).

Hucrede herhangi bir neden (kemoterapdtik ilaglar ya da mitokondriyal toksinler vb.)
Oldiirticii bir hasar meydana geldiginde ATP diizeyi biiyiik 6l¢iide azalmaktadir.

Hiicre sayisi ile ATP diizeyi korele oldugundan ko-kultlr yontemi ile kemoterapi
ilaglarmin (dosetaksel, paklitaksel, cisplatin, karboplatin, etoposid, 5-florourasil,
vinorelbin, gemsitabin) ortamda fibroblast varligi ve yoklugunda A549 hicreleri

tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi i¢in ATP metodu uygulandi.

Bu amagla, ko-kiiltiir i¢in tasarlanmig olan 96 kuyucuklu ko-kiiltiir kabinin taban
kismina A549 hiicreleri 100p! icinde 7.5x10° olacak sekilde ekildi. Ko-kiiltiir kabinin
0.4pm por genisligine sahip olan ve “insert” olarak adlandirilan i¢ kuyulariin yarisina
fibroblast hiicreleri 1.5x10° 50ul icinde ekilirken, diger yarisma sadece 50ul besiyeri
eklendi. Sonug olarak her bir ilag i¢in iki kuyu fibroblast varliginda, iki kuyu fibroblast
yoklugunda degerlendirme yapilacak sekilde fibroblast ekimi gerceklestirildi.

Hiicrelerin yapismasi i¢in 37°C'de %5'lik CO2'li inkilbatérde 24 saatlik inkiibasyon
sonrasi tedaviler uygulandi. Kemoterapi uygulamasi dncesi tabandaki A549 hiicrelerinin

her bir kuyusundan 50ul besiyeri uzaklastirildi.

38



Daha sonra tiim kemoterapi ilaglart son konsantrasyonlart plazma dozuna karsilik gelen
doz olan 100 TDC (test drug concentration) dozunda, hem A549 hicrelerine, hem de
fibroblast hiicrelerine son hacimler 100ul olacak sekilde uygulandi. Ardindan hiicreler,

48 saat 370C, %5 COy’li ortamda inkiibasyona birakildi.

Negatif kontrol (maksimum canlilik, MO, muamele uygulanmamis hiicre kontrolii) i¢in

100p! besiyeri icerisine 7.5x10° A549 ve i¢ kuyucuklara 1.5x10° fibroblast ekildi.

Pozitif kontrol (minimum canlilik, MI, %100 &ldiiren doz) olarak, 100ul besiyeri
icerisine 7.5x10° A549 ve i¢ kuyucuklara 1.5x10° fibroblast ekildi. 24 saatlik
inkiibasyon sonrast kemoterapi ilaglar1 uygulamasi sirasinda tabandaki A549
hiicrelerinin her bir kuyusundan 50ul besiyeri uzaklastirildi. Daha sonra hiicrelerin
Uzerine hiicre Olimiinii %100 indiikledigi bilinen %21'lik Triton X-100 (Sigma,
Almanya) cozeltisinden son hacim 100ul olacak sekilde ilave edildi. Hiicreler 37°C'de
%5’ lik CO2’li inklbatdrde 48 saat inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon siiresi sonunda intraseliiller ATP igeriginin belirlenmesi i¢in ATP Kkiti
(Adenosine 5'-triphosphate bioluminescemt somatic cell assay kit, Sigma,
Almanya)kullanildi. Oncelikle kit icerisinde yer alan hiicre lizis tamponundan kuyu
basina 50ul eklendi ve boylelikle hiicre igindeki ATP’nin hiicre disina ¢ikmasi saglandi.
20 dakika oda 1sisinda inkiibasyon sonrasi hiicre slispansiyonundan 50’ser ul beyaz
renkli 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarina (Corning Incorporated, USA) aktarildi ve
her bir kuyuya 50ul lusiferin-lusiferaz enzimi iceren sollsyon eklendi. Reaksiyon
sonunda olusan ATP miktar1 (lusiferin-lusiferaz bioluminesans reaksiyonu yardimiyla),
O0lgme zamani 2 saniye olacak sekilde luminometre (Bio-Tek, Winooski, USA)
kullanilarak 6l¢iildii. Boylece bilesiklerle muamele edilen ve edilmeyen hiicrelerin RLU
degerlerine gore, bilesiklerin sitotoksik/sitostatik etkileri hakkinda bilgi edinildi.

% Canlilik asagidaki formiile gore hesaplanda:

% Canlilik= [100x(Bilesik ile muamele edilen hiicre absorbansi ortalamasi-

MI)/(Kontrol hiicre absorbansi ortalamasi—M )]
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2.2.6.XCEL Ligence Teknolojisi ile Ger¢cek Zamanlhh Empedans Analizi
Hiicresel olaylar xCELLigence sistemi ile higbir isaretleme yapmadan ger¢ek zamanl

olarak analiz edilebilmektedir. Sistem, hicre kiltiri E-Plate'lerinin zeminine
yerlestirilmis mikro-elektrodlar sayesinde, ger¢cek zamanli hiicresel durumu belirlemek
icin elektriksel empedans Olger. Bu Ol¢iim sirasinda elektrotlara uygulanan gerilim
yaklasik 20 mV civarindadir. Diislik voltajli alternatif akim sinyallerinin uygulanmasi
ile elektrodlar arasinda bir elektrik alan1 olusmasina sebep olur. Sensor elektrodlarinin
elektronik empedansi; elektrotlar tiizerindeki hiicrelerin fiziksel degisikliklerinin
izlenmesine ve belirlenmesine izin vermek i¢in Ol¢lilmektedir. Elektrotlar arasinda
Olcilen empedans, elektrot geometrisine, iyon konsantrasyonuna ve hicrelerin
elektrotlara bagli olup olmamasina baglidir (Sekil 2.3). Hiicrelerin yoklugunda elektrot
empedansi, elektrot cozeltisi ara ylizeyinde ve biitiin ¢dzeltideki iyon ortami ile
belirlenmektedir. Hiicrelerin varliginda, elektrot sensorii yizeyine hareket eden hticreler
yalitkanlar olarak davranmaktadir. Empedans okumasi; hiicre sayisi, hiicre canliligi,
hiicre 6liimii, hiicre morfolojisi ve adezyonundaki degisiklikleri belirler ve hiicrelerin bu

biyolojik durumlari hakkinda kantitatif bilgi verir (Urcan ve ark. 2010, Anonim, 2012a).
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Sekil 2.3.Empedans 6l¢iim semast (Anonim, 2012b)

XCELLigence gergek zamanli anaiz sisteminde; hiicreler altin mikroelektrotlarla
kaplamis olan ve “E-plat€’olarak adlandirilan 6zel 96 kuyucuklu kiiltiir kabina ekilir.
Bu eektrotlar; kuyucuklar icerisindeki besiyerinin iyonik gevresi ile etkilesim halinde
oldugundan elektrotlar1 saran hiicrelerin sayisi, morfolojisi ve yapisma giicliyle siirekli

olarak degisebilir.
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XCELLigence sistemi A549 hucreerinin fibroblast varliginda ya da yoklugunda
kemoterapi ilaglarina olan yamitin1 gercek zamanli olarak goruntileyerek, htcre
bliylimesi, proliferasyonu, morfolojik degisiklikleri ve canliligini goriintiilemek igin

kullanilmustir.

xCELLigence Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi i¢in 6zel olarak dizayn edilmis 96
kuyucuklu ko-kiiltiir kabinin taban kisminda her kuyuya 50 pl besiyeri koyuldu ve 30
dakika 37°C, %5 CO,’li ortamda inkiibasyonu takiben bazal 6l¢iim yapilmak iizere E-
plate xCELLigence cihazina yerlestirildi. Bazal 6l¢iim sonrasi A549 hicreleri 50 pl
besiyeri icinde 7.5x10° olacak sekilde ekildi. Ko-kiiltiir kabinin 0.4pum por genisligine
sahip olan ve “insert” olarak adlandirilan i¢ kuyularinin yarisina fibroblast hiicreleri
1.5x10° 50ul i¢inde ekilirken, diger yarisina sadece 50ul besiyeri eklendi. Sonug olarak
her bir ila¢ i¢in iki kuyu fibroblast varliginda, iki kuyu fibroblast yoklugunda
degerlendirme yapilacak sekilde fibroblast ekimi ger¢eklestirildi.

Hiicrelerin yapismasi i¢in 37°C’de %5'lik CO,'li inkibatérde 24 saatlik inkiibasyon
sonrasi tedaviler uygulandi. Kemoterapi uygulamasi dncesi tabandaki A549 hlicrelerinin
her bir kuyusundan 50pul besiyeri uzaklastirildi. Daha sonra tiim kemoterapi ilaglart son
konsantrasyonlar1 plazma dozuna karsilik gelen doz olan 100 TDC (test drug
concentration) dozunda, hem A549 hicrelerine, hem de fibroblast hiicrelerine son
hacimler 100pl olacak sekilde uygulandi. Ardindan hiicreler, 37°C, %5 CO.'li
inkubat6rde xCELLigence cihazinda 48 saat inkiibasyona birakildi.

2.2.7.Hoechst 33342, Propidiyum iyodiir (PI) ile Ikili Boyama Yéntemi
Floresan boyalar DNA’ya baglanabildiklerinden hiicrenin kromatinini ve dolayisiyla

niikleusu goriiniir hale getirmektedirler. Hoechst 33342, hiicre membranindan gegebilen
ve DNA'ya baglanabilen bir boyadir. Canli ve 6lii (apoptotik / nekrotik) hiicrelerin
niikleuslarini boyamak i¢in kullanilmaktadir.

Propidium iyodiir (PI), sadece membran1 hasarli hiicrelere girebilen, dolayisiyla primer
nekrotik veya ge¢ apoptotik/sekonder nekrotik hiicreleri boyayabilen floresan nukleik

asit boyasidir.

Bu boya canli hiicreler tarafindan disar1 atilmaktadir.Primer nekrozis (hiicre hacminin
artmas1 fakat fragmente ya da piknotik nukleuslarin goézlenmemesi) toksik kosullar

(hipoksi, iskemi, hipertermi, vb.) altinda gerceklesen klasik 6liim seklidir.
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Sekonder nekrozis ise, piknotik ya da fragmente nukleus ile karakterize olup,

apoptozisin ge¢ sathasidir.

Hiicre kiiltiirii ortaminda apoptozise giden hiicrelerin membranlar1 intakt (erken
apoptozda) olmasina ragmen daha ileri donemlerde ge¢ apoptozis / sekonder nekrozun
gelismesi ile hiicrelerin  membran biitiinliikleri bozulmaktadir. Sekonder nekroz
asamasina kadar olan siire i¢inde hiicreler non-vital boyalar denilen (Pl) boyalar ile
boyanacak olurlarsa apoptozis baslamis olmasina ragmen membran intakt olmasindan
dolaytr bu boyalarla boyanamazlar. Yani PI negatif ve Hoechst boyasi pozitif
boyanmaktadirlar.Sekonder nekroz gelistikten sonraki asamalarda hiicreler membran
biitiinliiklerinin bozulmasi ile non-vital boyalar ile boyanmaya baglarlar. Dolayisiyla PI

pozitif ve Hoechst pozitif boyanmaktadirlar (Ulukaya ve ark., 2011).

Ikili boyama yéntemi kullanilarak bilesiklere maruz kalmis hiicrelerin &liim sekilleri,
niikleus morfolojisine bakilarak yapilabilir. Apoptotik hiicrelerde; ¢ekirdegin normal
hiicrelere gore daha kiiciik olma 6zelligi aranirken, nekrotik hiicrelerde ise ¢ekirdegin
normal hiicrelerden biraz daha biiylik olmasi ve daha az boya almasi 6zelligi
aranmaktadir. Bu amagla, ko-kiiltiir yonteminde kullanilan fibroblastlarin kemoterapi
ilaglarina (dosetaksel, paklitaksel, cisplatin, karboplatin, etoposid, 5-florourasil,
vinorelbin, gemsitabin) yanitinin morfolojik olarak degerlendirilmesi i¢in ikili boyama

yontemi kullanildi.

Ikili boyama yontemi igin, fibroblast hiicreleri kuyu basina 10x10° hiicre olacak sekilde
100u! besiyeri icinde ekildi.37 °C, %5 CO,'li ortamda 24 saat inkilbasyonu takiben tiim
kemoterapi ilaglar1 son konsantrasyonlar1 plazma dozuna karsilik gelen doz olan 100
TDC (test drug concentration) dozunda, hticrelerin tzerine son hacimler 200ul olacak
sekilde uygulandi. Ardindan hiicreler, 37°C, %5 CO,'li etiivde 48 saat inkiibasyona
birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda kit (Cell Viability Imaging, Roche, Almanya) icerisinde bulunan
2 bilesenin (Hoechst 33342, Propidium lodide (PI)) oda 1sisina gelmesi saglandi ve her
biri kisa siireli vorteks yapildi. 5 ml Hoechst, 5ml PBS (1x, CaCl,+, MgCl,+) icerisine
pipetlendi ve kisa bir vorteks yapildi. PI hazirlanan karigim i¢ine 25ul pipetlendi ve kisa
bir vorteks yapildi. 96 kuyucuklu kiiltiir kabindaki hiicreler iizerinden 50ul besiyeri
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hiicrelere zarar vermeden uzaklastirildi ve her kuyuya 50 pl hazirlanmis olan bu
karisimdan ilave edildi. Her kuyuda hiicreleri kaldirmamaya dikkat edilerek pipetaj
yapildi. Hiicre kiiltiir kab1 37°C, %5 CO; ‘li ortamda 30 dk inkiibasyona birakildi ve

inklbasyon sonrasinda floresan mikroskop altinda degerlendirme yapildi.

2.2.8.Anneksin-V-FITC Boyama Y 6ntemi
Normal hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik yiiziinde membran lipidlerinden biri olan

fosfatidilserin bulunmaktadir. Eger hiicre apoptozise giderse normalde membranin i¢
kisminda yerlesmis olarak bulunan fosfatidilserin molekiilleri hiicre zarmin dis yiiziine
yer degistirirler. Bu yer degistirme hiicre membran biitlinliiglinlin bozulmadig:

apoptotik hticre 6lumunin erken donemlerinde meydana gelir.

Anneksin-V, hiicrenin dis yiizeyine transloke olan fosfatidilserine baglanabilen bir
protein oldugu igin, floresan bir madde (6rn. FITC) ile isaretlenerek apoptotik hiicre
gorundr hale getirilebilir (Bratton ve ark. 1997, Gatti ve ark. 1998, Overbeeke ve ark.
1998, Tesarik ve ark. 1998, Zhang ve ark. 1997). Nekrotik hicrelerin ylzeylerinde de
Anneksin-V baglanmas1 goriilebildigi icin ikinci boya olarak propidyum iyodir
eklenmektedir. Annexin V-FITC (green fluorescence) ve non-vital boya olan propidium
iodide (red fluorescence) ile ayn1 zamanda boyanan hiicreler, canli hiicreler (FITC+PI-),
erken apoptotik hicreler (FITC+PI-) ve ge¢c apoptotik veya nekrotik hicrelerin
(FITC+PI+) birbirinden ayirt edilmesine izin verir (Kockx ve ark. 1998, Overbeeke ve
ark. 1998, Tesarik ve ark. 1998,Ulukaya ve ark. 2011).

Anneksin-V boyama ydntemi igin, fibroblast hiicreleri kuyu basina 10x10° hiicre olacak
sekilde 1001 besiyeri iginde ekildi. 37 °C, %5 CO,'li ortamda 24 saat inkiibasyonu
takiben tiim kemoterapi ilaglar1 son konsantrasyonlar1 plazma dozuna karsilik gelen doz
olan 100 TDC (test drug concentration) dozunda, hiicrelerin tizerine son hacimler 200ul
olacak sekilde uygulandi. Ardindan hiicreler, 37°C, %5 CO;'li etivde 48 saat

inkiibasyona birakild1.

Inkiibasyon siiresi sonunda hiicreleri zedelemeden iizerlerinden tiim besiyeri (yaklasik
180 pl) uzaklastirilarak Annexin-V-FLUOS Staining Kit (Roche, Manheim, Germany)
icerigine uygun olarak ¢alisildi. 500 pL Incubation Buffer icerisine 5 uL Annexin-V-
Fluorescein ve 5 puL Propidium lodide boyasi pipetlendi. Ayrica hiicrelerin niikleus

morfolojisini de bakmak amaciyla Hoechst 33342 (200 pg/ml) boyast son
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konsantrasyonu 5 pg/ml (40X sulandirilarak) olacak sekilde bu karigima eklendi. Her
kuyuya boya karisimindan 30 pL pipetlenerek yarim saat oda 1sisinda inkiibasyona

birakildi. Inkiibasyon sonunda floresan mikroskop altinda degerlendirme yapildi.
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3.BULGULAR

3.1.MTT ve ATP Canlilik Testi Bulgular

Hiicre soylarma 48 saat siire ile 8 farkli kemoterapi ilact (dosetaksel, paklitaksel,

cisplatin, karboplatin, etoposid, 5-FU, vinorelbin, gemsitabin) 100 TDC dozunda

uygulandiginda ortaya ¢ikan sonuglar Sekil 3.1 ve 3.2’ de gOsterilmistir.

Ko-kiiltiir yonteminde i¢ kuyularda yer alan fibroblastlarin tek basinayken ilaglara

verdigi yaniti belirlemek i¢cin 96 kuyucuklu htcre kultri kaplari kullanildi. Ay

kemoterapi ilaglari, ayn1 dozlarda tek basina fibroblastlara uygulanarak MTT ve ATP

Canlilik testleri yapildi. ilaglara 48 saatlik maruziyet sonrast meydana gelen sonuglar

sekil 3.1°de gosterilmistir

Fibroblast, MTT Testi Fibroblast, MTT Testi
130 130 -
110 110
90 90 -
.~._:= 70 m Dosetaksel —"_:‘ 70 4 u Ctoposid
5 0 W Paklitaksel 5 50 H5-FU
o Cisplatin m Vinorelbin
LT i z ES 30 4
W Karboplatin B Gemsitabin
10 4 10
a0 4 -10 -
10 100 100
Doz (TDC) Doz (TDC)
Fibroblast, ATP Testi Fibroblast, ATP Testi
130 - 130 ~
110 110
50 4 90
é 70 | m Dosetaksel Z 5 m Etoposid
\f_): 50 - o Paklitaksel E - | 5-FU
= Cisplatin 3 B Vinorelbin
30 4 30
B Karboplatin B Gemsitabin
10 10 i i
a0
1 -10 4
100 100
Doz (TDC) Doz (TDC)

Sekil 3.1. Farkli kemoterapi ilaglarinin 100 TDC dozuile muamele edilen fibroblast hiicrelerinin

canlilik yiizdelerinin grafigi.

etmektedir.
"Ust satir MTT testi sonuglarini, alt satir ATP testi sonuglarini gdstermektedir.
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Fibroblastlar ile yapilan MTT ve ATP canlilik testi sonuglari incelendiginde ATP
testinin MTT testine kiyasla ¢ok daha hassas oldugu gozlendi. MTT canlilik testi
sonuglarina goére,kemoterapi ilaglarinin 100 TDC dozundaki etkilerine bakildiginda
fibroblast hicreleri icin en etkili kemoterapdtik ilaclarin paklitaksel (%22 canlilik),
gemsitabin (%26 canlilik) ve cisplatin (%35 canlilik) oldugu saptandi.

ATP canlilik testi sonuglarina bakildiginda ise, tiim ilaglar i¢in hiicre canliliginin 6nemli

orandaazaldigi (%30’un altina diistiigii) goruldi.

Ardindan ko-kiiltiir yontemi ile, A549 akciger kanseri hiicre hatt1 ile akciger kanseri
dokusundan izole edilen fibroblastlarin indirekt etkilesimi saglandi.100 TDC dozunda
kemoterapi ilaglar1 (dosetaksel, paklitaksel, sisplatin, karboplatin, ectoposid, 5-
florourasil, vinorelbin, gemsitabin) 48 saat siireyle uygulandi. A549 hiicrelerinin
fibroblastlarin varligindailaclara olan yanitinindegisip degismedigi (hiicre O6limiinii
modifiye edip etmedigi) MTT ve ATP canlilik testleri ile belirlendi.Sonuglar sekil
3.2°de gosterilmistir.

A549, MTT Testi A549, MTT Testi
130 130
110 W E{+}, Dosetaksel 110 B F{+), Bloposid
ag | F(-), Dosetaksel 90 1 W F{-), Etoposid
= mFi+), Paklitaksel = mF{+), 5-FU
=0 I = I
E ] B F{-), Paklitaksel c B F{-), 5-FU
8 s0 | Il 8 s0 -
= F+), Cisplatin - (), Vinerelbin
30 4 . . 30 ) .
F(-), Cisplatin W F(-), Vinorelbin
10 1 Fi+), Karbaplatin 10 _. | W F+), Gemsitabin
-10 - 100 F{-}, Karhoplatin -10 - 100 Fi-}, Gemsitabin
Doz (TDC) Doz (TDC)
A549, ATP Testi A549, ATP Testi
130 130
110 - ]: B F{+}, Dosetaksel 110 B F{+}, Ftoposid
F-J, Dosetaksel H F{-), Etoposid
e 90 - a0
= I W F{+), Paklitaksel = W F{+),5-FU
= 70 4 i = /0~
3 . m F{-), Paklitaksel s . m F{-}, 5-FL
w2 50 A . . 2 50 4 ) )
F{+}, Cisplatin B F{+}, Vinorelbin
30 4 oo ) 30 _ ) ]
F{-J, Cisplatin P W F{-), vinorelbin
10 1 W+ ), Karboplatin 10 1 —_ W F{+), Gemsitabin
-10 - 100 F(-), Karboplatin -10 - 100 F{-J, Gemsitabin
Doz (TDC) Doz (TDC)

Sekil.3.2.Farkli kemoterapi ilaglarinin 100 TDC dozuile muamele edilen A549 hiicrelerinin
fibroblast varligi ve yoklugunda canlilik yilizdelerinin grafigi. Her bir siitiin iki tekrarli, 2
bagimsiz deney sonucunu temsil etmektedir.

"Ust satir MTT testi sonuglarini, alt satir ATP testi sonuglarini gostermektedir.

"F(+); ortamda fibroblast varhgini, F(-); ortamda fibroblast bulunmadigini ifade etmektedir.
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A549 hiicreleri ile yapilan MTT ve ATP canlilik testi grafikleri incelendiginde,
fibroblast varligi ya da yoklugunun A549 hiicre ila¢ yaniti tizerinde anlamli bir etkisi
olmadig1 goriilmiistiir. Dolayisiyla kemoterapi ilaglar etkisiyle 6len fibroblast hiicreleri

A549 hiicrelerinin canliliginda bir degisiklige yol agmamustir.
3.2.Ger¢ek zamanh xCELLigence empedans analizi bulgular:

A549 hiicrelerinin fibroblast varlig1 ve yoklugunda kemoterapi ilaglarina (dosetaksel,
paklitaksel, cisplatin, karboplain, etoposid, 5-FU, vinorelbin, gemsitabin)olan yaniti ko-
kiltar yonteminin XxCELLigence sistemiyle birlikte uygulanmasi ile ger¢cek zamanl
olarak izlendi.Hiicrelerin ilaca maruziyet sonras1 empedans degisikligi sekil 3.3.1, sekil
3.3.2, sekil 3.3.3, sekil 3.3.4, sekil 3.3.5, sekil 3.3.6, sekil 3.3.7 ve sekil 3.3.8'de
gosterildi.

Dosetaksel
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60

50

40

30

Cell Index

20

' L ' L
1.0 220 330 40 550 B6.0 770
Time (in Hour)

Sekil 3.3.1. A549 hiicrelerinin fibroblast varlig1 ve yoklugunda dosetaksele yanitinin
xCELLigence grafigi.

Dosetaksel icin, xCELLigence grafigine bakildiginda, 28. saatte 100 TDC dosetaksel
uygulamasim takiben fibroblasthl (mavi) ve fibroblastsiz (pembe) hiicrelerinin empedansi 44.
saate kadar bir miktar azaldiktan sonra tekrar artmaya basladi. Ilag uygulanmayan kontrol
hiicrelerinde de [fibroblastsiz (yesil), fibroblastli (kirmizi)], empedans artisi devam etti yani

hiicreler ¢ogalmaya devam etti.
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Paklitaksel
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Sekil 3.3.2. A549 hicrelerinin fibroblast varligi ve yoklugunda paklitaksele yanitinin
XCELLigence grafigi.

Paklitaksel icin, xCELLigence grafigine bakildiginda, 28. saatte 100 TDC paklitaksel
uygulamasini1 takiben fibroblastli (mavi) ve fibroblastsiz (pembe) hiicrelerinin
empedansigiderek azaldi. Ilag uygulanmayan kontrol hiicrelerinde de [fibroblastsiz

(yesil), fibroblastl (kirmizi)], empedans artis1 devam etti.

Cisplatin
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Sekil 3.3.3. A549 hiicrelerinin fibroblast varlig1 ve yoklugunda cisplatine yanitinin
xCELLigence grafigi.
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Cisplatin etkisini degerlendirmek i¢in xCELLigence grafigine bakildiginda, 28. saatte
100 TDC cisplatin uygulamasini takiben fibroblastli (mavi) ve fibroblastsiz (pembe)
hiicrelerinin empedansinda bir siire degisiklik gdzlenmedi, ancak 52. saatten itibaren
empedans giderek azaldi. ila¢ uygulanmayan kontrol hiicrelerinde de [fibroblastsiz

(yesil), fibroblastli (kirmiz1)], empedans artis1 devam etti.

Karboplatin
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Sekil 3.3.4. A549 hiicrelerinin fibroblast varligi ve yoklugunda karboplatine yanitinin
xCELLigence grafigi.

Karboplatin etkisini degerlendirmek i¢in xCELLigence grafigine bakildiginda, 28.
saatte 100 TDC karboplatin uygulamasini takiben fibroblastli (mavi) ve fibroblastsiz
(pembe) hiicrelerinin empedansinda bir siire degisiklik gozlenmedi, empedans kontrol
hiicrelerine benzer sekilde artmaya devam etti. Ilag uygulanmayan kontrol hiicrelerinde

de [fibroblastsiz (yesil), fibroblastli (kirmiz1)], empedans artis1 devam etti.
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Sekil 3.3.5. A549 hiicrelerinin fibroblast varlig1 ve yoklugunda etoposide yanitinin
xCELLigence grafigi.

Etoposid i¢in xCELLigence grafigine bakildiginda, 28. saatte 100 TDC etoposid
uygulamasini1 takiben fibroblastli (mavi) ve fibroblastsiz (pembe) hiicrelerinin
empedans1 giderek azaldi. ilag uygulanmayan kontrol hiicrelerinde de [fibroblastsiz

(yesil), fibroblastli (kirmiz1)], empedans artisi devam etti.

Cell Index

Time (in Houn)

Sekil 3.3.6. A549 hiicrelerinin fibroblast varlig1 ve yoklugunda 5-FU’ yayanitinin xCELLigence
grafigi.
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5-FU etkisini degerlendirmek i¢in xCELLigence grafigine bakildiginda, 28. saatte 100
TDC 5-FU uygulamasini takiben fibroblastli (mavi) ve fibroblastsiz (pembe)
hicrelerinin empedans: giderek azaldi. ila¢ uygulanmayan kontrol hiicrelerinde de

[fibroblastsiz (yesil), fibroblastli (kirmiz1)], empedans artis1 devam etti.

Vinorelbin
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Sekil 3.3.7. A549 hiicrelerinin fibroblast varlig1 ve yoklugunda vinorelbine yanitinin
xCELLigence grafigi.

Vinorelbin etkisini degerlendirmek i¢cin xCELLigence grafigine bakildiginda, 28. saatte
100 TDC vinorelbin uygulamasini takiben fibroblastli (mavi) ve fibroblastsiz (pembe)
hiicrelerinin empedans: giderek azaldi. Ilag uygulanmayan kontrol hiicrelerinde de

[fibroblastsiz (yesil), fibroblastli (kirmiz1)], empedans artis1 devam etti.
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Gemsitabin
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Sekil 3.3.8. A549 hiicrelerinin fibroblast varligi ve yoklugunda gemsitabin yanitinin
xCELLigence grafigi.

Gemsitabin etkisini degerlendirmek igin xCELLigence grafigine bakildiginda, 28. saatte
100 TDC gemsitabin uygulamasini takiben fibroblastli (mavi) ve fibroblastsiz (pembe)
hiicrelerinin empedanst 44. saate kadar artti. 44. Saatten itibaren ila¢ uygulanan
hiicrelerin empedans: azalmaya basladi. Ilag uygulanmayan kontrol hiicrelerinde de

[fibroblastsiz (yesil), fibroblastli (kirmiz1)], empedans artis1 devam etti.

3.3.Hoechst 33342, Propidium Iyodiir (PI) ile ikili Boyama Yontemi Bulgular
Ko-kiiltiir yonteminde A549 hiicrelerinin fibroblast varligindaki etkilerini daha iyi

degerlendirebilmek i¢in fibroblastlar tek basina 48 saat slreyle gesitlikemoterapotiklerle
(dosetaksel, paklitaksel, cisplatin, karboplatin, etoposid, 5-florourasil, vinorelbin,
gemsitabin ilaglar;, 100 TDC dozunda) inkiibe edildi.inkiibasyonu takiben, canli veya
O0li tim hiicreleri boyayabilen Hoechst 33342 boyasit ile sadece olil
hiicreleriboyayabilen  propidyum iyodiir, birlikte kullanildi. inkiibasyon sonunda,
niikleuslar1 Hoechst 33342 boyasiyla mavi renk boyanmis canli ve 6li hiicreler ile
niikleuslar1 propidyum iyodiir boyasiyla kirmizi renk boyanmis 6lii hiicreler, floresan
mikroskobunda degerlendirildi. Boyanan hiicrelerin fotograflanmasi1 10x objektif ile

floresan mikroskobu altinda yapildi (Sekil 3.5).
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Boyama sonuglari incelendiginde;

» Gemsitabin uygulanan kuyucuklarda 48 saatin sonunda hicre siluetlerinin
neredeyse tamamen ortadan kayboldugu gozlendi.

» Etoposid uygulanan kuyucuklarda kalan az sayidaki hiicrelerin birka¢ tanesinde
piknotik niikleus varlig1 gozlendi.

» Cisplatin,5-FU ve vinorelbinde piknotik nikleus velveya fragmente nukleus
varligt belirlendi. Hoechst boyasi ile niikleer fragmantasyon motifleri icerdigi
gozlenen hiicrelerin ayn1 zamanda Pl ile de boyandigi gorildi.Bu durum hticre
6lUim modunun geg apoptozis=sekonder nekroz oldugunu diistindiirdii.

» Dosetaksel, paklitaksel ve karboplatinde ise piknotik niikleuslarin sadece bir
kisminin PI boyast ile pozitif boyandigi, dolayisiyla bu hiicrelerin dliim modunun
ge¢ apoptozis oldugu,piknotik varligi gozlenen bazi alanlarin ise Pl ile
boyanmadigi vebu hicrelerin de 6lim modunun erken dénem apoptozis oldugu

belirlenmistir.
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Etoposid

5-Florourasil

Sekil 3.5. 100 TDC dozlarinda kemoterapétiklerin uygulandigr fibroblast hiicrelerinin ilaglarla
48 saat muamelesi sonrasindaki Hoechst 33342 (sol siitun) ve PI (sag siitun) boyama
goruntuleri.

— Hiicre 6lim sekli olarak apoptozis temsil eden piknotik ve/veyafragmentenikleus
varligini1 gostermektedir.



3.4.Anneksin-V-FITC Boyama Bulgulari

Apoptozisin erken donem belirteci olarak kabul edilen Anneksin-V boyama
yontemindenekrotik hiicreleriayirmak i¢in Anneksin-V-FITC boyasina ek olarak,
propidyum iyodiir de kullanildi. Anneksin-V-FITC pozitif, propidyum iyodir negatif
hiicreler apoptozis, hem Anneksin-V-FITC pozitif, hem de propidyum iyodir pozitif

hicreler nekrozis olarak degerlendirildi.

Cesitli kemoterapotikler 24 saat slreyle fibroblast hicrelerine 100 TDC dozlarinda
uygulandiginda hiicre oOliim sekillerinin  tedaviye gore degiskenlik gosterdigi
bulunmustur. (Sekil 3.6). NUkleus morfolojisinin gozlenmesi amaciyla kullanilan

Hoechst 33342 boyast, yine bu hiicrelerde piknozisin varligini gostermistir.
Anneksin-V boyama sonuglar1 incelendiginde;

» Dosetaksel, cisplatin, karboplatin, etoposid, 5-FU ve vinorelbin uygulanan
kuyucuklar anneksin-V-FITC pozitif, Pl negatif olarak goruntilendi (Erken
dénem apoptozis)

» Gemsitabin ve paklitaksel uygulanan kuyucuklarda ise anneksin-V-FITC
pozitif, Pl negatif olarak gorunttlendi (Geg apoptozis=sekonder nekroz).

Ozetle, anneksin-V boyama bulgularina gore, tedavilerin cogunlukla apoptozisle
sonuglandig1 fakat bazi tedavilerde (paklitaksel, gemsitabin) sekonder nekroz varligi

gozlenmistir.
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Sekil.3.6.100 TDC dozlarinda kemoterapdtiklerin uygulandigi A-549hicrelerinin 24 saatlik
muamele sonrasindakiHoechst 33342 (sol siitun) Anneksin V-FITC (orta siitun) ve PI (sag
siitun) boyama gorintdleri.

— Hiicre dliim sekli olarak apoptozisi temsil eden piknotikve/veya fragmenteniikleus
varligini gostermektedir.
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4 TARTISMA VE SONUC
Bu calismada, A549 akciger kanseri hiicreleri ile akciger kanseri hastasina ait dokudan

izole edilen fibroblastlarin ko-kultir metodu ile indirekt olarak etkilesimi saglanmistir.
Boyldikle fibroblast varliginda AS549 hiicrelerinin farkli kemoterapi ilaglarina
(dosetaksel, paklitaksel, cisplatin, karboplatin, etoposid, 5-FU, vinorelbin, gemsitabin)
yanitinda degisiklik olup olmadigi incelenmistir. Bu sekilde, A549 hiicreleri ile
fibroblastlarin etkilesimi saglanarak bir nevi tiimor mikro cevresini taklit etmek
amaglanmustir.

Kanser hicreleri in vivo kosullarda homojen popiilasyondan olusmaz. Tiimér mikro
cevresi olarak adlandirilan stromal hicreler kanser hiicrelerinin etrafini sarar ve kanser
hiicrelerinin malign doniisiimlerine katki saglayabilir (Martinez-Outschoorn ve ark.
2011, Joyce 2005). Tumér mikro gevresi ana hucrelerinden olan fibroblastlar normal
kosullarda inaktif hiicrelerdir. Bu hiicreler normal sartlarda diisiik proliferasyon hizi ve
minimum metabolik aktiviteye sahip hicrelerdir. Ancak kanser siirecinde aktif hale
gelirler ve yiiksek proliferatif aktivite kazanirlar. Aktiflesmis bu fibroblastlar stromal
hiicreler ile kanser hiicreleri arasindaki parakrin sinyal yolaginda anahtar diizenleyici
olarak gorev alir (Lorusso ve Ruegg 2008, Polyak ve Kalluri 2010, Ré&sénen ve Vaheri
2010).

Kanser dokusunda yer alan kanser ile iligkili fibroblastlar (CAF) kanser hucresi
bliylimesini desteklerken, ayni zamanda sitokinler ve cesitli inflamatuvar aracilar gibi
farkli pro-invasif molekiller ve hiicre-hiicre etkilesimleri araciligiyla kanser hiicresinin

invazif 6zelligini de arttirir (Powell ve ark. 1999).

CAF’larin timor gelisimini baglatici ve destekleyici 6zelliklerini konu alan pek ¢ok
caligma yapilmistir. 2005 yilinda yapilan bir ¢alisma ile Ras-transforme MCF7 meme
kanseri hiicrelerinin meme CAF’lar1 ile birlikte enjekte edildiginde daha biiylik
zenograft timorler olusturdugu belirtilmistir (Orimo ve ark. 2005). 2013 yilinda yapilan
bir baska calismada CAF’lar MCF7 insan meme kanseri hiicre hatti ile birlikte kiiltiire
edilmis ve ¢alisma sonucunda CAF’larin daha malign meme kanseri fenotipi olusumuna

katk1 sagladigi belirtilmistir (Soon ve ark. 2013).
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CAF’larin kanser hiicrelerinin kemoterapi yanitini etkiledigi ve hiicreleri kemoterapiye
daha direngli hale getirdigini belirten ¢ok sayida caligma mevcuttur. Soon ve ark.
yaptiklar1 calismada MCF7 hiicreleri ile CAF’lar1 birlikte kiiltiire etmis ve hiicreler
arasindaki bu etkilesim sonucu MCF7 hiicrelerinin kemoterapiye daha direncli hale
geldigini belirtmislerdir (Soon ve ark. 2013). 2007 ve 2008 yillarinda pankreas ve
meme kanseri ile yapilan iki ayr1 ¢alismada ise kanser hticrelerinin CAF lar ile birlikte
kiltiire edildiklerinde kemoterapi ilaglarina olan duyarliliginin azaldigi belirtilmistir (L1

ve ark. 2007, DeWever ve ark. 2008).

Bu bilgilerden yola ¢ikarak, bu calismada ©Oncelikle sadece fibroblast hticrelerinin
kemoterapi ilaglarina (dosetaksel, paklitaksel, cisplatin, karboplatin, etoposid, 5-FU,
vinorelbin, gemsitabin) yanitlar1 degerlendirildi. MTT testine gére ¢ok daha hassas bir
test olan(Ulukaya ve ark. 2008) ATP testi verileri, fibroblastlarin kemoterapi ilaglari
uygulamasi sonucu canliliklarinda 6nemli oranda azalma oldugunu (%30’un altina

diistiigii) gosterdi.

2011 yilinda Tang ve ark. tarafindan yapilan bir derleme ise fibroblastlarin tiimor
hiicrelerinin canliligini arttirdigini ifade eden calismalarin aksini savunmaktadir. Bu
derlemeye gore hiicrelerin nekroz ile oliirken hasar ile iligkili yapt molekiilii (Damage
Associated Molecule Pattern, DAMP) salgiladiklarini ve boylelikle tiimor biiyiimesine
katki sagladiklarini ifade edilmektedir (Tang ve ark. 2011).

Tdm bu bilgilerin 1s181inda, A549 hiicrelerinin fibroblast varliginda kemoterapi ilaglarina
(dosetaksel, paklitaksel, cisplatin, karboplatin, etoposid, 5-FU, vinorelbin, gemsitabin)
yanitlar1 degerlendirildi. MTT ve ATP testi sonuclarma gore A549 hiicreleri ile
fibroblastlarin indirekt etkilesiminin hiicrenin ilaca verdigi yanitta bir farkliliga neden

olmadig1 goriildi.

A549 hiicrelerinin fibroblast varligi ve yoklugunda kemoterapétik ilaglara olan yaniti
ko-kultdr yonteminin xCELLigence sistemiyle birlikte uygulanmasi ile ger¢cek zamanl
olarak izlendi. xCELLigence sistemi sonuclarina gore, ila¢ uygulamasii takiben
dosetaksel ve karboplatin uygulanan hiicrelerin empedansinin kontrol hiicreleri gibi
artigi, diger ilaglar igin ise (paklitaksel, cisplatin, etoposid, 5-FU, vinorelbin,

gemsitabin) empedanslarin azaldig1 goriildii.
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Ayrica fibroblast ile indirekt etkilesim halinde olan ve olmayan A549 hiicrelerinin

empedanslar1 arasinda bir farklilik olmadig1 gézlendi.

Farklilik olusmamasinin nedenlerinden biri olarak i¢ kuyularda yer alan fibroblastlarin,
uygulanan kemoterapi ilaglar1 sonucunda o6ldigi i¢in kanser hicrelerini uyaracak
faktorleri salgilayamadigi diisiiniilebilir. Ancak 2011 yilinda Tang ve ark. tarafindan

yapilan ¢alismaya gore nekroz ile 6len hiicreler tiimor biiylimesine katki saglamaktadir.

Bu bilgi g6z Oniline alinarak fibroblastlarin 6liim modunu belirlemek i¢in, ayni
kemoterapi ilaglar1 ile 48 saat tedavi sonrasi ikili boyama ve 24 saat tedavi sonrasi

Anneksin-V boyamalar1 gergeklestirildi.

Ikili boyama sonucuna bakildiginda, Hoechst 33342 boyas: ile piknotik ve/veya
fragmente niikleuslarin varligi goriintiilendi. Ilaglarin bir kismmin hiicrelerde erken
dénem apoptozise neden olurken (Hoechst pozitif, PI negatif), bir kisminin ise sekonder

nekroz/ge¢ apoptozise neden oldugu (Hoechst pozitif, PI pozitif) goriildii.

Anneksin-V boyama sonuglarina gore ise, bazi ilaglar i¢in anneksin-V-FITC pozitif, Pl
negatif gorultrken(erken donem apoptozis), diger ilaglarda ise anneksin-V-FITC pozitif,
Pl pozitif olarak gorunttlendi (ge¢ donem apoptozis = sekonder nekroz).

Ozetle, her iki boyama sonucu birlikte degerlendirildiginde fibroblastlarin 6liim seklinin
ilaca gore degistigi, ancak 6liim sekilleri arasinda nekroz olmadigi sonucuna varilmistir.
Bu nedenle bu ¢alismada Tang ve ark. tarafindan savunulan diisiinceyi derstekleyen

sonuclar alinamamastir.

TUm sonuglar birlikte ele alindiginda, daha sonraki ¢aligmalar iginfibroblast varliginda
A549 hiicrelerinin 6liim seklinin morfolojik olarak degerlendirilebilmesi icin floresan
boyama metodlar1 yapilmasina ve tiimor dokusundan izole edilen fibroblast hiicrelerinin
Ozgiin antikorlar ile karakterizasyonu yapildiktan sonra ¢alismalara devam edilmesi

gerektigi sonucuna varilmistir.

61



KAYNAKLAR DiZiNi

Aboussekhra, A. 2011. Role of cancer-associated fibroblasts in breast cancer
development and prognosis. Int. J. Dev. Biol., 55: 841-849.

Albanell, J., Lonardo, F., Rusch, V., Engelhardt, M., Langenfeld, J., Han, W.,
Klimstra, D., Venkatraman, E., Moore, M.A., Dmitrovsky, E. 1997. High telomerase
activity in primary lung cancers: association with increased cell proliferation rates and
advanced pathologic stage. J. Natl. Cancer Inst.,89: 1609-1615.

Alberg, A.J., Samet, J.M. 2003. Epidemiology of lung cancer. Chest,123: 21-49.

Allavena, P., Sica, A., Garlanda, C., Mantovani, A. 2008a. The Yin-Yang of tumor-
associated macrophages in neoplastic progression and immune surveillance. Immunol.
Rev., 222:155-161.

Allavena, P, Sica, A., Solinas, G., Porta, C., Mantovani, A., 2008b. The
inflammatory micro-environment in tumor progression: the role of tumor-associated
macrophages. Crit. Rev. Oncol. Hematol, 66: 1-9.

Alnemri, E.S, Livingston, D.J., Nicholson, D.W., Salvesen, G., Thornberry,
N.A., Wong, W.W., Yuan, J. 1996. Human ICE/CED-3 Protease Nomenclature. Cell,
87: 171.

Andreotti, P.E., Creg, |.A., Kurbacher, C.M., Hartmann, D.M., Linder, D., Hardl,
G., Gleilberman, |, Caruso, P.A., Ricks, SH., Untch, M., Sartori, C., Bruckner,
H.W., 1995. Chemosensitivity testing of human tumors using a microplate adenosine
triphosphate luminescence assay: clinical correlation for cisplatin resistance of ovarian
cancer. Cancer Res., 55: 5276-5782.

Annes, J.P., Rifkin, D.B., Munger, J.S. 2003. Making sense of latent TGF beta
activation. J. Cell Sci.,116: 217-224.

Anonim 1987. Internationa Agency for Research on Cancer. Overall evaluation of
carcinogenity: an updating of IARC monographs volumes 1-42. IARC monographs on
the evaluation of carcinogenic risk to humans, supplment 7. IARC press, Lyon.

Anonim 1998. National Research Council. Committee on health risk of exposure to
radon, Board on radiation effects research: health effects of exposure to radon (BEIR
VI). DC: National Academy Press, Washington.

Anonim 2002a. Physician’'s Desk Reference, 56th ed., Medcial Economics. Thomson
Healthcare.

Anonim 2002b.http://en.wikipedia.org/wiki/Vinorelbine

Anonim 2006a. Lung Cancer Alliance (LCA). Lung Cancer Alliance issues inaugural
report on lung cance. Retrieved April 25, 2006, from
http://www.lungcanceralliance.org/news/documents/Report%20Card%20

Press%20Rel ease%20FINAL %2 01.19.06.pdf

62



Anonim 2006b. Akciger ve Plevra Maligniteleri Calisma Grubu. Akciger kanseri
tan1 ve tedavi rehberi. Toraks Dergisi, 7: 1-37.

Anonim 2006c¢. http://www.itshio.co.kr/main/goods _view.php?category2=57& no=119
Anonim 2006d. http://en.wikipedia.org/wiki/File:Etoposide.svg

Anonim 2007a. http://en.wikipedia.org/wiki/File:Taxol.svg

Anonim 2007b. http://www.pharmacopei a.cn/v29240/usp29nf24s0_m17910.html.

Anonim 2007c. http://en.wikipedia.org/wiki/File:Gemcitabine.svg
Anonim, 2007d. http://www.itshbio.co.kr/main/goods_view.php?category2=57& no=119

Anonim 2010a.
http://www.labspaces.net/103644/Running_a marathon_halts cellular_suicide.

Anonim 2010b. http://en.wikipedia.org/wiki/File:Vinorelbine.svg
Anonim, 2010c. http://en.wikipedia.org/wiki/File:Carboplatin-2D-skel etal .png

Anonim 2012a. xCELLigence System,
http://roche-biochem.jp/products/transfection/xcelligence/xcelligence-
technology/Cell_Index.html.

Anonim 2012b. http://www.aceabio.com/theory.aspx

Anonim 2013a. http://www.piercenet.com/browse.cfm?fldID=0F98C8F5-9570-BAFC-
368A-C7F6FC73944E.

Anonim, 2013b. http://www.piercenet.com/browse.cfm?fldID=0F98C8F5-9570-
BAFC-368A-C7F6FC73944E.

Anzano, M.A., Roberts, A.B., Meyers, C.A., Komoriya, A., Lamb, L.C., Smith,
J.M. 1985. Increased secretion of type beta transforming growth factor accompanies
viral transformation of cells.Mol. Cell Biol., 5: 242-247.

Aygencel, S.G., Oguziilgen, I.K., Oztiirk, C. 2005. Kiigiik Hiicreli Akciger Kanserinde
Uzun Doénem Sagkalimda Prediktif ve Prognostik Faktorlerin Gozden Gegirilmesi.
Toraks Dergisi, 6: 81-84.

Betticher, D.C., Heighway, J., Hadeton, P.S., Altermatt H.J., Ryder W.D., Cerny
T., Thatcher N. 1996. Prognostic significance of CCND1 (cyclin D1) overexpression in
primary resected non-small-cell lung cancer. Br. J. Cancer, 73: 294-300.

Bhowmick, N.A., Neilson, E.G., Moses, H.L. 2004a. Stroma fibroblasts in cancer
initiation and progression, Nature, 432 : 332-337.

Bhowmick, N.A., Chytil, A., Plieth, D., Gorska,A.E., Dumont, N., Shappdll, S.,
Washington, M.K., Neilson, E.G., Moses, H.L. 2004b. TGF-beta signaling in
fibroblasts modulates the oncogenic potential of adjacent epithelia, Science, 303: 843—
851.

63



Bilgel, N., 2001. Akciger kanserlerinin epidemiyolojisi: 6. Uludag Onkoloji
Sempozyumu Kitab1 ve konsensus raporu, Editorler: Engin, K., Ozyardimei, N., Uludag
Universitesi Yayinlari, Bursa, 35-38.

Bissell, M.J., Radisky, D. 2001. Putting tumours in context, Nat. Rev. Cancer, 1: 46—
54.

Biswas, SK., Sica, A., Lewis, C.E. 2008. Plasticity of macrophage function during
tumor progression: regulation by distinct molecular mechanisms, J. Immunol., 180:
2011-2017.

Bodmer, J.L., Holler, N., Reynard, S, Vinciguerra, P., Schneider, P., Juo P. 2000.
TRAIL receptor-2 signals apoptosis through FADD and caspase-8. Nat.Cell Biol. 2:
241-243.

Boffetta, P., Agudo, A., Ahrens, W., Benhamou, E., Benhamou, S., Darby,
S.C., Ferro, G, Fortes, C., Gonzalez, C.A., Jockel, K.H., Krauss, M., Kreienbrock,
L., Kreuzer, M., Mendes, A., Merletti, F., Nyberg, F., Pershagen, G., Pohlabeln,
H., Riboli, E., Schmid, G., Simonato, L., Trédanid, J., Whitley, E., Wichmann,
H.E., Winck, C., Zambon, P, Saracci, R. 1998. Multicenter case-control study of
exposure to environmental tobacco smoke and lung cancer. J. Natl. Cancer Inst.,90:
1440-1450.

Boire, A., Covic, L., Agarwal, A., Jacques, S., Sherfi, S., Kuliopulos, S., 2005. Parl
IS a matrix metalloprotease-1 receptor that promotes invasion and tumorigenesis of
breast cancer cells. Cell, 120: 303-313.

Bose, R.N. 2002. Biomolecular targets for platinum antitumor drugs.Mini Rev. Med.
Chem.,2: 103-11.

Bouchardy, D., Benhamou, S., Jourenkova, N., Dayer, P., Hirvonen, A. 2001.
Metabolic genetic polymorphisms and susceptibility to lung cancer. Lung Cancer, 32
109-112.

Bozkurt, B., Sel¢uk, Z.T., Firat, P., Kalyoncu, A.F., Artvinli, M. 2004. 1972-2002
Déneminde Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi’nde Akciger Kanseri Tanisi

Konulan Hastalarin Histolojik ve Epidemiyolojik Degerlendirmesi. Toraks Dergisi, 5:
148-153.

Bratton, D.L., Fadok, V.A., Richter, D.A., Kailey, J.M., Guthrie, L.A., Henson,
P.M. 1997. Appearance of phosphatidylserine on apoptotic cells requires cacium-
mediated nonspecific flipflop and is enhanced by loss of the aminophospholipid
translocase. J. Biol. Chem., 272: 26159-26165.

Brito, D.A., Yang, Z., Rieder, C.L. 2008. Microtubules do not promote mitotic
slippagewhen the spindle assembly checkpoint cannot be satisfied. The Journal of Cell
Biology, 182: 623-6299.

64



Broers, J.L., Ramaekers F.C. 1994. Differentiation markers for lung-cancer sub-types.
A comparative study of their expression in vivo and in vitro. Int. J. Cancer Supplement,
8: 134-137.

Bunn, P.A. Jr, Franklin, W. 2002. Epidermal growth factor receptor expression, signal
pathway, and inhibitorsin non-small cell lung cancer. Semin. Oncol.,29:38-44.

Capasso, A. 2012. Vinorelbine in Cancer Therapy. Current Drug Targets, 13: 1065-
1071.

Carmeéliet, P. 2003. Angiogenesisin health and disease. Nat. Med., 9: 653-660.

Cerqueira, N.M.F.SA., Fernandes, P.A., Ramos, M.J. 2007. Understanding
ribonucleotide reductase inactivation by gemcitabine. Chemistry: A European Journal,
13: 8507-8515.

Clarke, S.J., Rivory, L.P. 1999. Clinica pharmacokinetics of docetaxel. Clin
Pharmacokinet, 36: 99-114.

Cortes, J.E., Pazdur, R. 1995. Docetaxel. J. Clin Oncol, 13: 2643-2655.

Coultas, D.B., Samet, J.M. 1992. Occupational lung cancer. Clin. Chest Med., 13:
341-354.

Coussens, L.M., Tinkle, C.L., Hanahan, D., Werb, Z. 2000. MMP- 9 supplied by
bone marrow derived cells contributes to skin carcinogenesis. Cell, 103: 481-490.

Crivdlato, F., Ribatti, D. 2005. Involvement of mast cells in angiogenesis and chronic
inflammation. Curr. Drug Targets In flamm Allergy,4: 9-11.

Cryns, V., Yuan, J. 1998. Proteasesto die for. Genes Dev., 12: 1551-1570.
Dabrowiak, J.C. 2009. Metalsin Medicine Wiley, Chichester, UK .

Dalton, W.S. 1999. The tumor microenvironment as a determinant of drug response
and resistance; Drug Resist. Update, 2: 285-288.

Dash, P., 2007. Apoptosis,.http:/www.sgul .ac.uk/depts/immunol ogy/~dash/apoptosis/

DeWever O,. Mareel, M. 2003. Role of myofibroblasts at the invasion front. Biol.
Chem., 383: 55-67.

De Wever, O., Demetter, P., Mared, M., Bracke, M. 2008. Stroma myofibroblasts
are drivers of invasive cancer growth. Int. J. Cancer, 123: 2229-2238.

Desmouliere, A., Geinoz, A., Gabbiani, F.,Gabbiani, G.,1993. Transforming growth
factor-beta 1 induces alpha-smooth muscle actin expression in granulation tissue
myofibroblasts and in quiescent and growing cultured fibroblasts. J. Cell Biol.,122:103—
11.

Dickens, L.S,, Boyd, R.S., Jukes-Jones, R., Hughes, M.A., Robinson, G.L ., Fairall,
L., Schwabe, J.W., Cain, K., Macfarlane, M. 2012. A death effector domain chain

65



DISC model reveals acrucial role for caspase-8 chain assembly in mediatingapoptotic
cell death. Mol. Cell. 47: 291-305.

Duprez, L., Wirawan, E., Berghe, T.V., Vandenabeele, P. 2009. Mgjor cell death
pathways at a glance. Microbes and Infection. 11: 1050-1062.

Dvorak, H.F. 1986. Tumors; wounds that do not heal. Similarities between tumor
stroma generation and wound healing. N. Engl. J. Med., 315: 1650-1659.

Economou, P., Samet, J.M., Lechner, J.F. 1994. Familia and genetic factors in the
pathogenesis of lung cancer: Epidemiology of lung cancer, Editorler: Samet, J.M.,
Marcel Dekker Inc, New York, 353-396.

Erdogan, B.B. 2003. Apoptozis mekanizmalari: tiimor gelisiminde fas-fasl bagimli
apoptozis Akciger Arsivi, 4. 165-174.

Fadeel, B., Orrenius, S, Zhivotovsky, B. 1999. Apoptosis in human disease: a new
skin for the old ceremony? Biochem. Biophys. Res. Commun.,266:699-717.

Fadok, V.A., Vodker, D.R., Campbell, P.A., Cohen, J.J., Bratton, D.L., Henson,
P.M. 1992. Exposure of phosphatidylserine on the surface of apoptotic lymphocytes
triggers specific recognition and removal by macrophages. J. Immunol., 148: 2207-
2216.

Fan, T.J., Han, L.H., Cong, R.S,, Liang, J. 2005. Caspase Family Proteases and
Apoptosis. Acta Biochimica et Biophysica Sinica, 37: 719-727.

Favaloro, B., Allocati, N., Graziano, V., Di llio, C., De Laurenzi, V., 2012.Role of
Apoptosisin disease. AGING, 4: 330-349.

Fong, K.W., Sekido, Y., Minna, J.D. 1999. Molecular pathogenesis of lung cancer. J.
Thorac Cardiovasc. Surg.,118: 1136-1152.

Fong, K.M., Sekido, Y., Gazdar, A.F., Minna, J.D. 2003. Lung cancer. 9: Molecular
biology of lung cancer: clinical implications. Thorax, 58: 892—900.

Fontham, E.T.H., Correa, P., Reynolds, P., Wu-Williams, A., Buffler, PA.,
Greenberg, R.S,, Chen V.W., Alterman T., Boyd P, Austin D.F,, Liff J. 1994.
Environmental tobacco smoke and lung cancer in nonsmoking women: a multicenter
study. JAMA, 271: 1752—-1759.

Friess, H., Yamanaka, Y., Buchler, M., Ebert, M., Beger, H.G., Gold, L.I., Korc, M.
1993. Enhanced expression of transforming growth factor beta isoforms in pancrestic
cancer correlates with decreased survival. Gastroenterology, 105: 1846-1856.

Galle, P.R. 1997. Apoptosisin Liver Disease. Journa of Hepatology. 27: 405-412.

Gatti, R., Bdletti, S., Orlandini, G., Bussolati, O., Dall’asta, V., Gazzola, G.C.
1998. Comparison of Annexin V and calcein-AM as early vital markers of apoptosisin
adherent cells by confocal laser microscopy. J. Histochem. Cytochem.,46: 895-900.

Gewis, A. (2003).“ Introduction to Apoptosis,” ApoReview, 1-26.

66



Ghobrial, 1.M., Witzig, T.E., Adje, A.A. 2005.Targeting Apoptosis Pathways in
Cancer Therapy. Cancer J Clin. 55: 178 —194.

Gilliland, F.D., Samet, J.M. 1994. Lung cancer. Cancer Surv.,20: 175-195.

Gordaliza, M., Garcia, P.A., dd Corral, J.M., Castro, M.A., Gomez-Zurita, M.A.
2004. Podophyllotoxin: distribution, sources, applications and new cytotoxic
derivatives. Toxicon, 44: 441-459.

Gorsch, SM., Memali, V.A., Stukel, T.A. et al. 1992. Immuno- histochemical staining
for transforming growth factor beta 1 associates with disease progression in human
breast cancer. Cancer Res., 52: 6949-6952.

Greenlee, R.T., Murray, T., Bolden, S., Wingpo, C.A. 2000. Cancer statistics. Cancer
J. Clin.,50: 7-33.

Groeger, A.M., Esposito, V., Mudller, M.R., Caputi, M., Kaiser, H.E., Giordano, A.
1997. Advances in the understanding of lung cancer. Anticancer Research, 17: 2519-
2522.

Guerrero-Ramirez, L.G., Katime, |. 2011. Nano-Engineering of Complex Systems:
Smart Nanocarriers for Biomedical Applications, Biomedica Engineering: Theory to
Applications, Editorler: Fazel, R., ISBN: 978-953-307-637-9.

Guimaraes, C.A., Linden, R. 2004. Programmed cell death; apoptosis and aternative
deathstyles. Eur. J. Biochem., 271: 1638-1650.

Hacker, G. 2000. The morphology of apoptosis. Cell Tissue Res., 301: 5-17.

Halil¢olar, H., Tatar, D., Ertugrul, G., Cakan, A., Gayafoglu, M., Komiirciioglu, B.
1999. Epidemiyoloji: Akciger kanseri multidisipliner yaklasim, Editorler: Akkoglu, A.,
Oztiirk, C., Bilimsel T1p Yayinevi, Ankara, 17-22.

Hande, K. R. 1998. Etoposide: Four decades of development of a topoisomerase Il
inhibitor. European Journal of Cancer 34: 1514-1521.

Hardin, J., MacLeod, S, Grigorieva, |. Chang, R., Barlogie, B, Xiao H, Epstein J.
1991. Interleukin-6 prevents dexamethasone-induced myeloma cell death. Blood, 84:
3063-3070.

Hayward, SW., Wang, Y., Cao, M., Hom, Y.K., Zhang, B., Grossfeld, G.D.,
Sudilovsky, D., and Cunha, G.R. 2001. Malignant transformation in a nontu morigenic
human prostatic epithelial cell line. Cancer Res., 61 8135-8142.

Hikim, A.P.S., Wang, C., Leung, A.R., Swerdloff, S. 1995. Involvement of apoptosis
in the induction of germ cell degeneration in adult rats after gonadotropin- releasing
hormone antagonist treatment. Endocrinology, 136: 2770-2775.

Hinz, B., Phan, SH., Thannickal, V.J., Galli, A., Bochaton-Piallat, M.L ., Gabbiani,
G., 2007. The myofibroblast: one function, multiple origins. Am. J. Pathol.,170: 1807—
1816.

67



Hirsch, F.R., Franklin, W.A., Gazdar, A.F., Bunn, P.A. 2001. Early Detection of Lung
Cancer: Clinical Perspectives of Recent Advances in Biology and Radiology. Clinical
Cancer Research, 7: 5-22.

Holcik, M., Lacasse, E., Mackenzie, A. ve Korneluk, R. 2005. Apoptosis in Health
and disease,Cambridge, Ingiltere, 246.

Hwang, R.F., Moore, T., Arumugam, T., Ramachandran, V., Amos, K.D., Rivera,
A., Ji, B., Evans, D.B., Logsdon, C.D. 2008. Cancer-associated stromal fibroblasts
promote pancreatic tumor progression. Cancer Res, 68: 918-926.

Hynes, R.O. 2009. The extracellular matrix: not just pretty fibrils. Science, 326: 1216—
1219.

itil, O. 2000. Akciger kanserlerinin epidemiyolojisi ve etyolojisi: Akciger kanserleri:
Tam ve tedavi, Editérler: Haydaroglu, A., Ege iiniversitesi basimevi, Izmir, 15-34.

Ishida, S., Lee, J., Thiele, DJ., Herskowitz, I. 2002. Uptake of the anticancer drug
cisplatin mediated by the copper transporter Ctrl in yeast and mammals. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 99: 14298-14302.

Jacobson, D.R. 1999. Ras mutations in lung cancer. In: Brambilla C, Brambilla E, eds.
Lung tumors fundamental biology and clinical management. New York, Marcel Dekker
Inc, 139-156.

Jacobson, M. D., Weil, M., and Raff, M. C. 1997. Cell, 88:347-354.

Jamieson, E.R., Lippard, SJ. 1999. Structure, recognition, and processing of
cisplatin-DNA adducts. Chem Rev.,99: 2467-2498.

Jarveldginen, H., Sainio, A., Koulu, M., Wight, T.N., Penttinen, R. 2009.
Extracellular matrix molecules: potentia targets in pharmacotherapy, Pharmacol.Rev.,
61: 198-223.

Jemal, A., Siegd, R., Ward, E., Hao, Y., Xu, J., Murray, T., Thun, M.J. 2008.
Cancer statistics. CA Cancer J. Clin., 58: 71-96.

Jeremic, B., Milicic, B., Dagovic, A., Aleksandrovic, J., Nikolic, N. et al. 2003.
Pretreatment clinical prognostic factors in patients with stage 1V non- small cell lung
cancer (NSCLC) treated with chemotherapy, J Cancer Res Clin Oncol, 129:114-22.

Jordan, G., Vivien, W. 2001. The Story of Taxol: Nature and Politics in the Pursuit of
an Anti-Cancer Drug. Cambridge University Press. p. 17. ISBN 0-521-56123.

Joyce J.A. 2005. Therapeutic targeting of the tumor microenvironment. Cancer Cell, 7:
513-520.

Kajiyama, H., Shibata, K., Terauchi, M., Yamashita, M. Ino, K., Nawa,
A., Kikkawa, F. 2007. Chemoresistance to paclitaxel induces epithelial-mesenchymal
transition and enhances metastatic potential for epithelial ovarian carcinomacells. Int. J.
Oncol., 31: 277-283.

68



Kajiyama, H., Shibata, K., Terauchi, M., Yamashita, M., Ino, K., Nawa, A. and
Kikkawa ,Kalluri, R.,Weinberg, R.A. 2009 .The basics of epithelia—mesenchymal
transition. Journal of Clinical Investigation, 119: 1420-1428.

Kaler, P.,, Augenlicht, L., Klampfer, L. 2009. Macrophage-derived |L-1beta stimulates
Wnt signaling and growth of colon cancer cells: a crosstalk interrupted by vitamin D3.
Oncogene, 28: 3892—-3902.

Kerkar, S.P., Restifo, N.P. 2012. Cellular Constituents of Immune Escape within the
Tumor Microenvironment. Cancer Res., 72: 3125-3130.

Kerr, J. F., Wyllie, A. H., and Currie, A.R. 1972. Apoptosis. a basic biolog- ical
phenomenon with wide-ranging implications in tissue kinetics. Br. J. Cancer, 4: 239-
257.

Kibbelaar, R.E,Moolenaar, K.E.C Michalides, R.J.A.M, Bodegom, P.C,
Vander schueren, R.G.J.R.A.,Wagenaar, S.S,Dingemans, K.P,, Bitter-Suermann, D.,
Dalesio, O., Van Zandwijk, N., Mooi, W.J. 1991. Neural cell adhesion molecule
expression, neuro-endocrin differentiation, and prognosis in lung carcinoma. European
Journal of Cancer and Clinical Oncology, 27: 431-435.

Kim, J.H., Shariat, SFF., Kim, |.Y. Menesses-Diaz, A., Tokunaga, H., Wheeler,
T.M., Lerner, S.P. 2001. Predictive value of expression of transforming growth factor-
beta(1) and its receptors in transitional cell carcinoma of the urinary bladder.
Cancer,92:1475-1483.

Kim H.T. Paraiso, Smalley K.S.M. 2013. Fibroblast-mediated drug resistance in
cancer. Biochemical Pharmacology, 85: 1033-1041.

Kischkel, F.C., Lawrence, D.A., Tindl, A., LeBlanc, H., Virmani, A., Schow, P.
2001. Death receptor recruitment of endogenous caspase-10 and apoptosis initiation in
the absence of caspase-8. J.Biol.Chem. 276: 46639-46646.

Knox, R.J., Friedlos, F., Lydall, D.A., Roberts, J.J. 1986. Mechanism of cytotoxicity
of anticancer platinum drugs: evidence that cis-diamminedichloroplatinum(ll) and cis-
diammine-(1,1-cyclobutanedicarboxylato)platinum(ll) differ only in the kinetics of their
interaction with DNA.Cancer Res., 46: 1972-1979.

Kockx, M. M., Muhring, J., Knaapen, M. W. M., de Meyer, G. R. Y. 1998. RNA
synthesis and splicing interferes with DNA in situ end labeling techniques used to detect
apoptosis. Am. J. Pathol., 152: 885-888.

Koukourakis, M.I., Giatromanolaki, A., Harris, A.L., Sivridis, E. 2006. Comparison
of metabolic pathways between cancer cells and stromal cells in colorectal carcinomas:
ametabolic survival role for tumor-associated stroma. Cancer Res., 66: 632-637.

Koktiirk, N., Kirisoglu, C.E, Oztiirk, C. 2003. Akciger kanseri molekiiler biyolojisi.
Solunum, 5: 127-138.

Kranenburg, O. 2005. The KRAS oncogene: past, present, and future. Biochim.
Biophys. Acta., 1756: 81-82.

69



Kurosaka, K., Takahashi, M., Watanabe, N., and Kobayashi, Y. 2003. Silent
cleanup of very early apoptotic cells by macrophages. J. Immunol., 171: 4672-4679.

Lecture, G.FF. 1996. Molecular mechanisms of lung cancer. Interaction of
environmental and genetic factors. Chest, 109: 14-19.

Lee, K-B., Wang, D., Lippard, S.J., Sharp, P.A. 2002 .Transcription-coupled and
DNA damage-dependent ubiquitination of RNA polymerase Il in vitro. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 99: 4239-4244.

Leek, R.D., Harris, A.L. 2002. Tumor-associated macrophages in breast cancer. J.
Mammary Gland Biol. Neoplasia, 7: 177-189.

Li, J., Feng, Q., Kim, J.M., Schneiderman, D., Liston, P., Li, M., Vanderhyden, B.,
Faught, W., Fung, M.F., Senterman, M., Korneluk, R.G., Tsang, B.K. 2001. Human
ovarian cancer and cisplatin resistance: possible role of inhibitor of apoptosis proteins.
Endocrinology, 142: 370-380.

Li,H., Fan, X., Houghton, J.M. 2007. Tumor Microenvironment: The Role of the
Tumor Stromain Cancer. Journal of Cellular Biochemistry, 101: 805-815.

Li, J., Yuan, J. 2008. Caspases in apoptosis and beyond. Oncogene, 27: 6194-6206.

Lieubeau, B., Garrigue, L., Barbieux, I., Meflah, K., Gregoire, M. 1994 . The role of
transforming growth factor beta 1 in the fibroblastic reaction associated with rat
colorectal tumor development. Cancer Res.,54: 6526-6532.

Lin, X., Okuda, T., Holzer, A., Howell, S.B. 2002. The copper transporter CTR1
regul ates cisplatin uptake in Saccharomyces cerevisiag, Mol. Phar., 62: 1154-1159.

Lin, E.Y., Pollard, J.W. 2004. Role of inWltrated leucocytes in tumour growth and
spread. Br. J. Cancer, 90: 2053—2058.

Longley, D.B., Harkin, D.P., Johnston, P.G. 2003. 5-fluorouracil: mechanisms of
action and clinical strategies. Nat. Rev. Cancer, 3: 330-338.

Lorusso, G., Ruegg, C. 2008. The tumor microenvironment and its contribution to
tumor evolution toward metastasis. Histochem. Cell Biol.,130: 1091-1103.

Lotem, J., Sachs, L. 1992 . Hematopoietic cytokines inhibit apoptosis induced by
transforming growth factor bl and cancer chemotherapy compounds in myeloid
leukemic cells. Blood, 80: 1750-1757.

Lu, P.,.Weaver, V.M., Werb, Z. 2012.The extracellular matrix: A dynamic niche in
cancer progression. JCB, 196: 395.

Lynch, T.J. Bdl, D.MW., Sordella, R., Gurubhagavatula, S., Okimoto,
R.A., Brannigan, B.W.,Harris, P.L. Haserlat, SM., Supko, J.G., Haluska,
F.G, Louis, D.N., Christiani, D.C.,Settleman, J.,Haber, D.A. 2004. Activating
mutations in the epidermal growth factor receptor underlying responsiveness of non-
small cell lung cancer to gefitinib. N. Eng. J. Med., 350: 2129-2139.

70



Mabry, M. 1998 .Activating oncogenes in lung cancer: Biology of lung cancer,
Editorler: Kane, M.A., Bunn, PA., Marcel Dekker Inc., New York, 391-412.

Malekshah, A.K., Moghaddam, A.E., Daraka, SE., 2006. Comparison of
conditioned medium and direct co-culture of human granulosa cells on mouse embryo
development. Indian Journal of Experimental Biology, 44: 189-192.

Mallmann, M.R., Schmidt S.V., Schultze, J.L. 2012. Macrophages in human cancer:
Current and future aspects. Atlas Genet. Cytogenet. Oncol. Haematol., 16, 765-774.

Mandic, A., Hansson, J., Linder, S, Shoshan, M.C. 2003. Cisplatin induces
endoplasmic reticulum stres and nucleus-independent apoptotic signaling. J. Biol.
Chem., 278: 9100-9106.

Martinez-Outschoorn, U.E., Pavlides, S., Howell, A., Pestell, R.G., Tanowitz, H.B.,
Sotgia, F., Lisanti, M.P. 2011. Stromal-Epithelial Metabolic Coupling in Cancer:
Integrating Autophagy and Metabolism in the Tumor Microenvironment. Int. J.
Biochem. Cell Biol., 43: 1045-1051.

Matlashewski, G., Lamb, P., Pim, D., Peacock, J., Crawford, L. 1984. Benchimol S.
Isolation and characterization of a human p53 cDNA clone: expression of the human
p53 gene. EMBO J.,3: 3257-3262.

M beunkui, F., Johann, D.J. 2009. Cancer and the tumor microenvironment: areview
of an essential relationship. Cancer Chemother. Pharmacol., 63(4): 571-582.

McDonald, D.M., Choyke, P.L. 2003. Imaging of angiogenesis. from microscope to
clinic. Nat. Med., 9: 713-725.

Messmer, U.K., Pfelschifter, J. 2000. New insights into the mechanism for clearance
of apoptotiz cells. BioEssays, 22: 878-881.

Michalides, R.J.A.M. 1998. Deregulation of the cell cycle in lung cancer: Lung
Biology in Health and Disease, Editérler Brambilla C., Brambilla E., Marcel Dekker
Inc., New York, 211-225.

Miki, Y., Ono, K., Hata, S., Suzuki, T., Kumamoto, H., Sasano, H. 2012. The
advantages of co-culture over mono cell culture in simulating in vivo environment.
Journal of Steroid Biochemistry & Molecular Biology, 131: 68— 75.

Mosser, D.M., Edwards, J.P., 2008.Exploring the full spectrum of macrophage
activation. Nat. Rev. Immunol., 8: 958-969.

Motadi, L.R., Misso, N.L., Dlamini, Z., Bhoola, K.D. 2007. Molecular genetics and
mechanisms of apoptosis in carcinomas of the lung and pleura: Therapeutic targets.
International Immunopharmacology, 14: 1934-1947.

Mueller, M.M., Fusenig, N.E. 2004. Friends or foes-bipolar effects of the tumour
stromain cancer. Nat. Rev. Cancer, 4: 839-849.

71



Muerkoster, S., Wegehenkel, K., Arlt, A., Witt, M., Sipos, B., Kruse, M..L., Sebens,
T., Kloppd, G., Kalthoff, H., Folsch, U.R., Schéfer, H. 2004 . Tumor stroma
interactions induce chemoresistance in pancreatic ductal carcinoma cells involving
increased secretion and paracrine effects of nitric oxide and interleukin-1beta. Cancer
Res.,64: 1331-1337.

Nicholson, D. W., Ali, A., Thornberry, N. A., Vaillancourt, J. P., Ding, C. K.,
Gallant, M., Gareau, Y., Griffin, P. R., Labelle, M., Lazebnik, Y. A., Munday, N.
A., Raju, S. M., Smulson, M. E., Yamin, T.-T., Yu, V. L. And Miller, D. K. 1995.
Identification and inhibition of the ICE/CED-3 protease necessary for mammalian
apoptosis. Nature, 376: 37-43.

O'Brien, P., O'Connor, B.F. 2008. Seprase: an overview of an important matrix serine
protease. Biochim. Biophys. Acta, 1784: 1130-1145.

Olumi, A.F., Dazin, P., Tlsty, T.D. 1998. A Novel Coculture Technique Demonstrates
That Normal Human Prostatic Fibroblasts Contribute to Tumor Formation of LNCaP
Cells by Retarding Cell Death. Cancer Res.,58: 4525-4530.

Olumi, A.F., Grossfeld, G.D., Hayward, SW., Carrall, PR., TIsty, T.D. Cunha, G.R.
1999. Carcinoma-associated fibroblasts direct tumor progression of initiated human
prostatic epithelium. Cancer Res., 59: 5002-5011.

Omori, Y., Zaidan Dagli, M.L. Yamakage, K., Yamasak, H. 2001. Involvement of
gap junctions in tumor suppression: analysis of genetically-manipulated mice, Mutat.
Res., 477, 191-196.

Orimo, A., Gupta, P .B., Sgroi, D.C., Arenzana-Seisdedos, F., Delaunay, T., Naeem,
R., Carey, V.J., Richardson, A.L., and Weinberg, R.A. 2005. Stromal fibroblasts
present in invasive human breast carcinomas promote tumor growth and angiogenesis
through elevated SDF-1/CXCL12 secretion. Cell, 121: 335-348.

Orimo, R.A. Weinberg. 2006. Stromal fibroblasts in cancer: a novel tumor-promoting
cell type. Cell Cycle, 5: 1597-1601.

Overbeeke, R., Steffens-Nakken, H., Vermes, I., Reutelingsperger, C., Hanen, C.
1998. Early features of apoptosis detected by four different flow cytometry assays.
Apoptosis, 3: 115-121.

Oktem S., Ozhan M.H, Ozol D. 2001. Apoptozisin Onemi. Toraks Dergisi, 2: 91-95.

Ostman, A., Augsten, M. 2009. Cancer-associated fibroblasts and tumor growth-
bystanders turning into key players, Curr. Opin. Genet. Dev., 19: 67-73.

Parkin, D.M ., Bray, F., Ferlay, J., Pisani, P. 2005.Global cancer statistics. CA Cancer
J. Clin.,55: 74-108.

Peyrone, M. 1844. Ueber die Einwirkung des Ammoniaks auf Platinchlorir. Ann
Chemie Pharm 51: 1-29.

Pietras, K., Ostman, A. 2010. Hallmarks of cancer: Interactions with the tumor stroma.
Exp. Cell Res.,316: 1324-1331.

72



Pollard, J.W. 2004. Tumour-educated macrophages promote tumour progression and
metastasis. Nat. Rev. Cancer, 4: 71-78.

Polyak, K. and Kalluri, R. 2010. The Role of the Microenvironment in Mam- mary
Gland Development and Cancer. Cold Spring Harb Perspect Biol., 2: a003244.

Powell, D.W., Mifflin, R.C., Valentich, J.D. et al. 1999. Myofibroblasts. |I. Paracrine
cellsimportant in health and disease. Am. J. Physiol., 277: C1-C9.

Prives, C. 1998. Signaling to p53: breaking the MDM2-p53 circuit. Cell, 95: 1437—-
1443.

Pronk, L.C., Stoter, G., Verweij, J. 1995. Docetaxel (Taxotere): single agent activity,
development of combination treatment, and reducing side effects. Cancer Treatment
Reviews ,21: 463-78.

Puthier, D., Bataille, R., Barille, S.,Mé€llerin, M.P., Harousseau, J.L., Ponzio,
A., Robillard, N., Wijdenes, J., Amiot, M. 1996. Myeloma cell growth arrest,
apoptosis, and interleukin-6 receptor modulation induced by EB1089, a vitamin D3
derivative, alone or in association with dexamethasone. Blood, 88: 4659-4666.

Radisky, D.C., Levy, D.D., Littlepage, L.E., Liu, H., Nelson, C.M., Fata, J.E.,
Leake, D., Godden, E.L ., Albertson, D.G., Nieto, M.A., Werb, Z., Bissall, M.J. 2005.
Raclb and reactive oxygen species mediate MMP3-induced EMT and genomic
instability. Nature, 436:123-127.

Radzikowska, E., Roszkowski, K., Glaz, P. 2001. Lung cancer in patients under 50
yearsold. Lung Cancer., 33: 203-211.

Rajnish, B.Hongtao, Y. 2004. The spindle checkpoint, aneuploidy, and
cancer.Oncogene, 23: 2016-2027.

R&sdnen, K., Vaheri, A. 2010. Activation of fibroblasts in cancer stroma. Experimental
Cell Research, 316: 2713-2722.

Read, A. P, Strachan, T. 1999. Human molecular genetics 2. Wiley, New York, ISBN
0-471-33061-2. Chapter 18.

Riedl, S.J., Salvesen, G.S. 2007. The apoptosome: Signalling platform of cell death.
Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 8: 405-413.

Roberts, A.B., Wakefield, L.M. 2003. The two faces of transforming growth factor
betain carcinogenesis. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 100: 8621-8623.

Rodemann, H.P.,, Muller, G.A. 1991. Characterization of human renal fibroblasts in
health and disease: Il. In vitro growth, differentiation, and collagen synthesis of
fibroblasts from kidneys with interstitial fibrosis. Am. J Kidney Dis.,17: 684—686.

Rodenhuis, S., Van De Wetering, M.L., Mooi, W.J., Evers, S.G., Van Zandwijk, N.,
Bos, J.L. 1987.Mutational activation of the K-RAS oncogene. A possible pathogenetic
factor in adenocarcinoma of the lung. N. Engl. J. Med., 317: 929-935.

73



Rollins, B.J. 2006. Inflammatory chemokines in cancer growth and progression. Eur. J.
Cancer, 42: 760-767.

Rom, W.N., Hay, J.G., Lee, T.C., Jiang, Y., Tchau-Wong, K.M. 2000. Molecular and
Genetic Aspects of Lung Cancer. Am. J. Respir. Crit. Care Med. 161: 1355-1367.

Samet, J.M. 1989. Radon and lung cancer. J. Natl. Cancer Inst., 81: 745-757.

Savill, J., Fadok, V. 2000. Corpse clearance defines the meaning of cell death. Nature,
407 784—788.

Scanlan, M.J.,Raj, B.K., Calvo, B., Garin-Chesa, P., Sanz-Moncasi, M.P., Healey,
JH.,OIld, L.J,Rettig, W.J.1994. Molecular cloning of fibroblast activation
protein alpha, a member of the serine protease family selectively expressed in
stromal fibroblasts of epithelia cancers. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S A., 91. 5657—
5661.

Sethi, T., Rintoul, R., Moore, S., MacKinnon, A.C., Salter, D., Choo, C., Chilvers,
E.R., Dransfield, I., Donnelly, S.C., Strieter, R., Hadlett, C. 1999. Extracelular
matrix proteins protect small cell lung cancer cells against apoptosis: a mechanism for
small cell lung cancer growth and drug resistance in vivo. Nature Med.,5: 662—668.

Siegel, PM., Shu, W., Cardiff, R.D. et al. 2003. Transforming growth factor beta
signaling impairs Neu-induced mammary tumorigenesis while promoting pulmonary
metastasis. Proc Natl Acad Sci USA, 100:8430-5.

Sobrero, A., Guglidmi, A., Gross, F., Puglisi, F., Aschele, C. 2000. Mechanism of
action of fluoropyrimidines: relevance to the new developments in colorectal cancer
chemotherapy. Semin. Oncol., 27: 72-77.

Soon, P.SH.Kim, E.,, Pon, CK., Gill, AJ., Moore, K., Kaler, P., Galea, V.,
Augenlicht, L., Klampfer, L. 2010. Tumor Associated Macrophages Protect Colon
Cancer Célls from TRAIL-Induced Apoptosis through IL-1B- Dependent Stabilization
of Snail in Tumor Cells. PLoS One, 5: 11700.

Spiro S.G., Porter J.C. 2002. Lung Cancer-Where Are We Today? Current Advancesin
Staging and Nonsurgica Treatment. Am. J. Respir. Crit. Care Med., 166: 1166-1196.

Spivack, S.D., Fasco, M .J., Walker, V.E., Kaminsky, L.S. 1997. The molecular
epidemiology of lung cancer. Crit. Rev. Toxicology, 27: 319-365.

Sternlicht, M.D., Werb, Z. 2001. How matric metalloprotei- nases regulate cell
behavior. Annu. Rev. Cell Dev. Biol., 17: 463-516.

Stuelten, C.H., Dacosta Byfield, S., Arany, P.R, Karpova, T.S,, Stetler- Stevenson,
W.G., Roberts, A.B. 2005. Breast cancer cells induce stromal fibroblasts to express
MMP-9 via secretion of TNF-alphaand TGF-beta. J. Cell Sci., 118: 2143-2153.

Sylvester, P.W. 2011.Optimization of the tetrazolium dye (MTT) colorimetric assay for
cellular growth and viability.Methods Mol. Biol., 716: 157-168.

74



Tait, SW., Green, D.R. 2010.Mitochondria and cell death: outer membrane
permeabilization and beyond.Nat. Rev. Mol. Cell Biol., 11: 621-632.

Tang, D., Lotze M.T., Kang, R., HJ Zeh, H.J. 2011. Apoptosis promotes early
tumorigenesis. Oncogene, 30: 1851-1854.

Tang, X. 2013. Tumor-associated macrophages as potential diagnostic and prognostic
biomarkersin breast cancer. Cancer Letters, 332: 3-10.

Tarin, D. 1969. Fine structure of murine mammary tumours: the relationship be- tween
epithelium and connective tissue in neoplasms induced by various agents. Br. J. Cancer,
23. 417-425.

Tatar, D., Kiling, O., Yorgancioglu, A., Aksel, N., Halil¢olar, H., Ozacar, R. 2000.
Akciger timori ve akciger tiiberkiilozu birlikteligi. Solunum, 2: 56-60.

Tesarik, J., Greco, E., Cohen-Bacrie, P., Mendoza, C. 1998. Germ cell apoptosis in
men with complete and incomplete spermiogenesis failure. Mol. Hum. Reprod.,4: 757.

Thijssen, V.L., Brandwijk, R.J., Dings, R.P., Griffioen. A.W. 2004. Angiogenesis
gene expression profiling in xenograft models to study cellular interactions. Exp. Cell
Res., 299: 286-293.

Thornberry, N. A. and Lazebnik, Y. 1998. Caspases: enemies within. Science, 281:
1312-1316.

Tomasek, J.J., Gabbiani, G., Hinz, B., Chaponnier, C., Brown, R.A. 2002.
Myofibroblasts and mechano-regulation of connective tissue remodelling. Nat. Rev.
Mol. Cell Biol., 3: 349-363.

Touchette, N,, Fogle, S. 1991. Apoptosis:. it chimes with mitosis. INIH Res., 3: 75.

Travis, W.D., Brambilla, E., Mller-Hermelink, H.K., Harris, C.C. 2004. Pathology
& Genetics of Tumours of the Lung, Pleura, Thymus and Hear. IARCPress, Lyon, 8.

Travis, W.D. 2011. Pathology of Lung Cancer. Clin. Chest Med.,32: 669-692.

Trosko, J.E., Ruch, R.J. 1998. Cell—cell communication in carcinogenesis. Front.
Biosci., 3: 208-236.

Trzaska, S. 2005. Cisplatin. C&EN News, 83(25).

Tuxhorn, J.A., McAlhany, S.J., Dang, T.D., Ayala, G.E., Rowley, D.R. 2002. Stromal
cells promote angiogenesis and growth of human prostate tumors in a differentia
reactive stroma (DRS) xenograft model. Cancer Res., 62: 3298-3307.

Ulukaya, E. 2003. Apoptozis ders notlari.
http://biyokimya.uludag.edu.tr/apoptozis_ders_notu.pdf-(Erisim tarihi:12 Mayis 2011)

Ulukaya, E., Ozdikicioglu, F., Oral, A.Y., Demirci, M., 2008.The MTT assay yields
arelatively lower result of growth inhibition than the ATP assay depending on the
chemotherapeutic drugs tested. Toxicol. In Vitro,22(1):232-9.

75



Ulukaya E, Acilan C, Yilmaz Y. 2011. Apoptosis. Why and how does it occur in
biology? Cell Biochem Func. 29: 468-480.

Urcan, E., Haertel, U., Styllou, M., Hickd, R., Scherthan, H. ve Reichl, F.X.
2010.Redl-time xCELLigence impedance analysis of the cytotoxicity of dental
composite components on human gingival fibroblasts. Dent. Mater.,26: 51-58.

Vallieres, E. 2007. Role of adjuvant systemic therapy for stage | NSCLC. Thorac. Surg.
Clin.,17: 279-285.

Vlodavsky, I., Goldshmidt, O., Zcharia, E., Atzmon, R., Rangini-Guatta, Z., Elkin,
M., Peretz, T., and Friedmann, Y. 2002. Mammalian heparanase: Involvement in
cancer metastasis, angiogenesis and normal development. Semin. Cancer Biol., 12: 121—
129.

Walker, P.R., Leblanc, J., Smith, B., Pandey, S., Sikorska, M. 1999. Detection of
DNA fragmentation and Endonuclease in apoptosis. Enzymology. 17: 329-338.

Xing, F., Saidou, J., Watabe, K. 2011. Cancer associated fibroblasts (CAFs) in tumor
microenvironment. Front Biosci., 15: 166-179.

Yang, P, Allen, M..S,, Aubry, M.C., Wampfler, J.A., Marks, R.S., Ed€ll, E.S. et al.
2005. Clinical features of 5,628 primary lung cancer patients: experience at Mayo Clinic
from 1997 to 2003. Chest ,128: 452—-462.

Yang, A.D., Fan, F., Camp, E.R., van Buren, G., Liu, W., Somcio, R., Gray, M.J.,
Cheng, H., Hoff, PM. and Ellis, L.M. 2006. Chronic oxaliplatin resistance induces
epithelia-to-mesenchymal transition in colorectal cancer cell lines. Clinical Cancer
Research, 12: 4147-4153.

Yesner, R. 1993. Pathogenesis and pathology. Clin Chest Med. 14(1):17-30.

Yin, JJ., Selander, K., Chirgwin, J.M., Dallas, M., Grubbs, B.G., Wieser,
R., Massagué, J., Mundy, G.R., Guise, T.A. 1999. TGF-beta signaling blockade
inhibits PTHrP secretion by breast cancer cells and bone metastases development. J.
Clin. Invest.,103: 197—206.

Yurdakul, A.S., Calisir, H.C., Demirag, F., Taci, N., Ogretensoy, M. 2002. Akciger
Kanserinin Histolojik Tiplerinin Dagilim1 (2216 olgunun analizi). Toraks Dergisi, 3: 59-
65.

Zhang, G., Gurtu, V., Kain, S. R., Yan, G .1997. Early detection of apoptosis using a
fluorescent conjugate of Annexin V. Biotechniques, 23: 525-531.

Zhong, L., Goldberg, M.S, Parent, M.E., Hanley, J.A. 2000. Exposure to
environmental tobacco smoke and the risk of lung cancer: a meta- analysis. Lung
Cancer, 27: 3-18.

76



OZGECMIS

Adi Soyadi: Didem KARAKAS
Dogum Yeri ve Tarihi: Kocaeli, 8 Subat 1988

Yabana Dili: Ingilizce

Egitim Durumu (Kurum ve Yil)

Lise: Merkez Bankas1 Derince Anadolu Lisesi (2002-2006)

Lisans: Uludag Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii (2006-2011)
Yiksek Lisans: Uludag Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimi,
Molekiiler Biyoloji Ana Bilim Dal1 (2011-2013)

Cahstigi Kurum/Kurumlar ve Y1l : -

Tletisim (e-posta): didemmkarakass@gmail.com

Yaynlar: -

77



78



	İç Kapak
	Tez Onayı
	tez ek
	tez 26.07.13 son hali

