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Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri Hiicrelerinde TGF-$ Sinyal Yolag1 Uzerinden
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Amag: Akciger kanseri, tim diinyada hem kadin hem de erkeklerde en sik goriilen kanser tiiriidiir. Son yillarda kanser
konusunda elde edilen bilimsel gelismelere ragmen, bu patoloji hala yiiksek mortalite oranlari ile ilk siralarda yer almaktadir.
Akciger kanseri olgularmnin %85’ini kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri olusturmaktadir. Bu hastalarda hastaligin seyri
olduk¢a kotii ilerlemekte ve tanisi ¢ogunlukla ileri evrelerde konuldugundan, ¢ogu hastada uygulanan tedaviler basarili
olamamaktadir. Borik asit (BA) sahip oldugu kimyasal ozellikler, diisiik yan etki oranlari ve anti-kanserojen etkilere sahip
esansiyel bir mikro elementtir. Bu ¢aligma kapsaminda anti-proliferatif ve anti-apoptotik etkileri bilinen BA’nin, kiigiik hiicreli
dig1 akciger kanseri hiicreleri (A549) tizerindeki sitotoksik, anti-proliferatif ve apoptotik etkilerinin TGF-B sinyal yolagi
iizerinden arastirilmasi amaglanmgtir.

Yéontem: Calismada insan kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicreleri (A549) kullanildi. BA’nin sitotoksik analizi MTT analizi
ile yapildi. BA’nin apoptotik etkisi Annexin V/PI ve immiinfloresan analizlerle belirlendi. TGF-B, SMAD2/3/4 genlerinin
ekspresyon diizeyleri molekiiler diizeyde kantitatif ger¢cek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR) ile analiz edildi.
Her bir reaksiyon ti¢ kez tekrarlandi.

Bulgular: MTT analizi sonucu 50 mM BA’nin A549 hiicrelerinde proliferasyonu azalttigi gozlendi (p<0.01). 50 mM BA
uygulamasi ile 48. saatte apoptotik hiicre oram1 %9.7’ye, erken apoptoz evresindeki hiicre orani ise %10.1’e yiikseldi.
Immiinfloresan analizinde de A549 hiicrelerinde Kaspaz-3 isaretlenme diizeyininin kontrol grubuna gore yiiksek miktarda
oldugu gozlendi. BA uygulanan A549 hiicrelerinde SMAD3 ve SMAD4 genlerinin ifadesinde anlamli bir degisme g6zlenmedi.
TGF-B geninin ifadesinde azalma gozlenirken (p<0.05), SMAD?2 gen ifadesinde artig gzlendi (p<0.01).

Sonug: Sonuglar BA’nin; anti-proliferatif ve anti-apoptotik aktiviteye sahip yeni bir tedavi edici ajan olabilecegini
gostermektedir. Ancak bu etkilere aracilik eden yolaklarin aydinlatilmast igin ileri diizeyde ¢aligmalara ihtiyag¢ bulunmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri, borik asit, sitotoksisite, apoptoz, TGF-p/Smad sinyal yolagi.

ABSTRACT

Objective: Lung cancer is the most common type of cancer in both men and women worldwide. Despite scientific advances in
cancer in recent years, this pathology still ranks first with high mortality rates. Non-small cell lung cancer constitutes 85% of
lung cancer cases. In these patients, the course of the disease progresses very poorly and since the diagnosis is mostly made in
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advanced stages, the treatments applied in most patients are not successful. Boric acid (BA) is an essential microelement with
its chemical properties, low side effects and anti-carcinogenic effects. In this study, it was aimed to investigate the cytotoxic,
anti-proliferative and apoptotic effects of Boric Acid (BA), which has known anti-proliferative and anti-apoptotic effects, on
non-small cell lung cancer cells (A549) via TGF-f signaling pathway.

Methods: Human non-small cell lung cancer cells (A549) were used in the study. Cytotoxic analysis of BA was performed by
MTT analysis. The apoptotic effect of BA was determined by Annexin V/PI and immunofluorescence analysis. Expression
levels of TGF-B, SMAD?2/3/4 genes were analyzed at the molecular level by quantitative real-time polymerase chain reaction
(RT-gPCR). Each reaction was replicated three times.

Results: As a result of MTT analysis, it was observed that 50 mM BA decreased proliferation in A549 cells (p<0.01). With 50
mM BA application, the rate of apoptotic cells at 48 hours increased to 9.7%, and the rate of cells in the early apoptosis stage
to 10.1%. In the immunofluorescence analysis, it was observed that the level of Caspase-3 labeling index in A549 cells was
higher than the control group. No significant change was observed in the expression of SMAD3 and SMAD4 genes in BA
applied A549 cells. While a decrease was observed in the expression of TGF-p gene (p<0.05), an increase in SMAD2 gene
expression was observed (p<0.01).

Conclusion: The results show that BA may be a new therapeutic agent with anti-proliferative and anti-apoptotic activity.
However, further in vivo and advanced molecular level studies are needed to support these findings.

Key words: Non-small cell lung cancer, boric acid, cytotoxicity, apoptosis, TGF-B/Smad signaling pathway.
1. GIRIS

Akciger kanseri diinya capinda kansere bagli Olimler arasinda ilk siralarda yer
almaktadir (1). Akciger kanserine bagli yeni vaka ve 6liim oranlarindaki yiiksekligin en 6nemli
nedenlerinden biri hastaligin baslangi¢ evrelerinde ¢ogunlukla asemptomatik olmasi, ancak
ilerleyen evrelerde tani konulabilmesidir. Tan1 konuldugunda ise kanserin tipi ve evresi
tedavinin sekillenmesinde belirleyici rol oynamaktadir (2). Hastalarin yaklagik %85°1 “Akciger
Adenokarsinomu” ve “Akciger Skuamoz Hiicreli Karsinomu” olarak alt tiplere ayrilan ve
“Kiigiik Hiicreli Dis1 Akciger Karsinomu” (KHDAK) olarak adlandirilan bir histolojik grupta
yer alir (3).

Evre, histoloji, genetik farkliliklar ve hastanin genel durumu KHDAK’de tedavi
yaklagimini belirleyen temel unsurlardir. Buna gore cerrahi, radyoterapi, kemoterapi,
immiinoterapi ve yeni molekiiler hedefli tedaviler tek baslarina veya kombinasyon seklinde
uygulanir. Daha ileri evre hastalar ise tedavi se¢imi dncesi multidisipliner bir degerlendirmeye
ihtiyac duyar (4). Evre I ve II hastalar eger kontrendikasyon yoksa cerrahi rezeksiyon ile tedavi
edilir. Opere edilemeyen hastalarda ise konvansiyonel veya sterotaktik radyoterapi tercih edilir.
Mikro-metastazlari 6nlemeye yonelik olarak ise ¢cogunlukla neoadjuvan ve adjuvan kemoterapi
yaklasimlar1 gerekli olmaktadir (5). Palyatif kemoterapide ilk secenek Vinorelbin, Gemstabin,
Pemetreksat ve Paklitaksel gibi platin icerikli sitotoksik ilaclarin ikisinden olusur. Segili
hastalarda bu ikili kombinasyona Bevasizumab veya Nesitumumab eklenebilir (6).

Hastalarin baslangicta kemoterapiye cevaplari iyi olsa da ilerleyen donemde relapslar
goriilmektedir. Yan etkiler ve ilag direnci akciger kanseri kemoterapisinde, ilaclarin etkinligini
azaltan ve kullanimin1 kisitlayan en 6nemli etkenlerin basinda gelmektedir (7). Kemoterapiye
bagli yan etkilerin nedeni ise ilaglarin 6zgiin olmamasi, saglikli hiicre veya kanser hiicresi ayirt
etmeksizin hizli ¢ogalan tiim hiicreleri inhibe etmesi veya 6ldiirmesidir. Yan etkiler ¢ogunlukla
notropenik sepsis, bulanti, kusma, diyare, alopesi, stomatit, periferal noropati ve
ekstravazasyon seklinde goriilmektedir (8). Bu yan etkiler hastalarin yasam kalitesini olumsuz
etkilemekte ve tedaviye uyumu ciddi oranda bozmaktadir. Ciddi diizeyde ve ¢ok sayida gelisen
yan etki ise yasami tehdit eden tablolara neden olabilmektedir (9). Bu nedenlerle daha hedefe
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yonelik, yan etki oranlar1 diisiik ve direngli tiimorleri hedef alabilen yeni nesil ilaglarin
gelisimine ihtiya¢ duyulmaktadir (10).

Bor, dogada boraks ve BA seklinde bulunan ametal bir elementtir. Gidalarda ve igcme
suyunda yaygin olarak bulunur ve insan plazmasinda da yaklasik 10-20 uM diizeyinde
bulundugu bildirilmektedir (11). BA maruziyetinin erkeklerde prostat kanseri, kadinlarda ise
servikal kanser ve akciger kanseri goriilme sikligini azalttig1 bilinmektedir (12-14). Ayrica bazi
in-vitro ¢alismalar BA’nin prostat, melanom, meme kanseri, kolon kanseri, hepatoseliiler
karsinom, glioblastom ve kiigiik hiicreli akciger kanseri gibi ¢esitli tiimorlerde kanser
hiicrelerinde proliferasyonu azaltarak veya apoptoza neden olarak anti-kanserojen etkiler
gosterdigini bildirmektedir (15-21).

TGF-B sinyal yolagi, hiicre biiyiimesi, farklilasma, apoptoz ve diger hiicresel islevlerin
diizenlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir. Bu sinyal yolagi, TGF-f ligandlarinin hiicreye
baglanmasiyla baslar ve hiicre zarindan SMAD sinyal vericileri araciligiyla nukleusa gegis
yapar. SMAD proteinleri, nukleusda TGF-p yanit elemanlarmma baglanip gen ifadesini
diizenleyerek TGF-f sinyal yolaginin hiicresel yanitin1 kontrol eder (22).

Calismamizda diisiik yan etki oranlari, anti-proliferatif ve anti-apoptotik ozellikleri
bilinen BA’nin, yiiksek insidans ve mortalite oranlari ile onemli bir saglik sorunu haline gelen
KHDAK hiicre dongiisii iizerine etkilerini incelemeyi hedefledik. Bu amagla KHDAK hiicre
hatt1 olan A549 hiicreleri kiiltiire edildi ve BA uygulamasi sonrasi apoptoz durumlari Annexin
V\PI yontemi ve Kaspaz-3 immiinohistokimyasi ile, TGF-f sinyal yolagi genlerinin ifade
diizeyleri kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR) ile arastirildu.

2. GEREC VE YONTEMLER
Hiicre Hatt1 ve Kiiltiirii

Calismada A549 (ATCC® CCL-185™), insan akciger adenokarsinoma epitelyal
hiicreleri kullanildi. Kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicreleri; %10 fotal sigir serumu, %1
penisilin/streptomisin igeren RPMI-1640 besiyerinde, %5 CO2’li etiivde, %95 bagil nemde
37°C’de kiiltiir ortaminda ¢ogaltildi. Kiiltiir kabi1 %70 oraninda hiicre yogunluguna sahip
oldugu zaman (yaklasik 2-3 giin) alt kiiltiirlere pasajlandi.

MTT Sitotoksisite Analizi

BA’nin hiicre canlilig: iizerindeki etkisi MTT testi ile belirlendi. Bu amagla BA serum
icermeyen hiicre medyumu igerisinde 1 mM, 10 mM, 25 mM, 50 mM ve 75 mM final
konsantrasyonlarinda olacak sekilde ¢ozdiirtildii (17). Hiicreler 96 kuyucuklu kiiltiir kabina
5x10° hiicre/kuyucuk yogunlugunda 200 uL besiyeri igerisinde ekildi. Hiicreler tutunduktan
sonra 100 pL besiyeri ¢ekildi ve BA gruplarina 100 pL belirtilen konsantrasyonlarinda BA
uygulandi, kontrol grubuna ise BA uygulamasi yapilmadi, 100 pL serum icermeyen kiiltiir
medyumu eklendi ve hiicreler 24 ve 48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siireleri sonunda
kuyucuklara MTT soliisyonu uygulandi ve 3-4 saat daha inkiibe edildi. Siire sonunda
kuyucuklardaki medyum uzaklastirildi, 100 u. DMSO eklendi, 15 dk karanlikta bekletilerek
540 nm’de mikroplaka okuyucuda (BIOTEK ELx8081U, ABD) okutularak absorbans degerleri
oOlciildii ve kontrol grubuna kiyasla BA gruplarinda hiicre canliliklar hesaplandi.
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Annexin V/PI Analizi

A549 hiicreleri, 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarma, 3x10° hiicre/kuyucuk oraninda, 2 ml
besiyeri icerisinde ekildi. 24 saatlik inkiibasyon sonucunda her kuyudan 1 ml besiyeri
uzaklastirilarak, 1 ml besiyeri igerisinde sitotoksisite analizi sonucu belirlenen dozda BA
uygulandi. 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda, hiicreler PBS ile 2 kez yikand1 ve 1200
rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda 100 pL baglama soliisyonu eklenerek
pipetlendi. Hiicrelere 5 uL. Annexin V, 5 pL Propidium Iyodiir (PI) eklenerek 15 dk karanlik
bir ortamda inkiibe edildi. Daha sonra 400 uL baglanma soliisyonu aktarilarak Flow Sitometri
cihaz1 (Novocyte D3005, Agilent, USA) ile NovoExpress Flow Cytometry software (version
1.5.0) programu ile analiz edildi.

RT-gPCR Analizi

BA uygulanan A549 hiicrelerinden ve uygulanmayan kontrol grubu hiicrelerinden total
RNA ekstraksiyonu (GeneAll® Hybrid-RTM, Seul, Kore) yapildi. Elde edilen RNA'lar cDNA
sentez Kiti (Atlas Biyoteknoloji, Ankara, Turkey) ile komplamenter DNA (cDNA)'ya ¢evrildi.
Real-time PCR reaksiyonu i¢in; SYBR Green i¢eren master mix soliisyonu (RT? SYBR Green
gPCR Mastermix, Qiagen, Hilden, Almanya), ve TGF-3, SMAD2/3/4 genlerine 6zgii primerler
ve housekeeping gen olarak GAPDH primerleri (Suarge Biyoteknoloji, istanbul) kullanildi
(Tablo 1). ilgili genlerin ifade diizeylerinin belirlenmesi i¢in drnekler Rotorgene Q5 plex+HRM
Real-Time PCR cihazinda (Qiagen, Hilden, Almanya) ¢alisildi. Elde edilen veriler 2-AACt
metoduyla analiz edildi. Her bir reaksiyon ii¢ kez tekrarlandi.

Kaspaz-3 Immiinfloresan Analizi

Bu amagla 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarmna 0.5x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde lamelli
ekim yapildi. Hiicreler tutunduktan sonra BA soliisyonu uygulanarak 24 ve 48 saat inkiibe
edildi. Siirelerin sonunda hiicreler metanolle fikse edilip PBS ile yikandiktan sonra, %1,5
normal blok serum i¢eren PBS’de 30 dk inkiibe edildi ve Antibody Diluent soliisyonu ile uygun
oranlarinda dilue edilen kaspaz-3 primer antikoru (Bioss, BS-2593R) ile oda sicakliginda 2 saat
stireyle inkiibe edildi. PBS ile 3x2 dk yikama isleminden sonra immiinfloresan ¢aligsmalar i¢in
uygun FITC isaretli sekonder antikorla oda sicakliginda 30 dk inkiibe edilerek, son asamada
DAPI igeren kapatma medyumu (UltraCruz Mounting Medium for flouresence with DAPI) ile
kapatildi. Ornekler floresan mikroskopta (Leica DMI 4000 Microsystems) incelenerek
goriintiiler elde edildi.

istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin normal dagilim gosterip gdostermedikleri Kolmogorov-Smirnov
testi ile kontrol edildi. Veriler normal dagilim gosterdiginden gruplarin karsilagtirilmasinda
One-Way Analysis of Variance testi ve Tukey’s post hoc testleri uygulandi. Istatiksel olarak
anlamlilik i¢in p<0.05 kabul edildi. Tiim istatiksel analizler GraphPad Prism 7.0 programu ile
yapild.
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3. BULGULAR
Hiicre Kiiltiirii

A549 hiicrelerinin gilinliik olarak faz-kontrast mikroskobu ile yapilan incelemelerinde
hiicrelerin; ig ya da yildiz sekilli fibroblast-benzeri morfolojiye sahip olduklar1 gozlendi (Sekil
1a). Hiicreler ¢caligmalar i¢in gerekli sayiya ulagincaya kadar giinliik mikroskobik olarak takip
edildi, 3 giinde bir besiyeri degistirilerek, %70-80 konfluent olunca tripsin-EDTA ile kaldirilip
yeni kiiltiir kaplarina 1/3 oraninda bdéliinerek pasajlandi.

150 Hl 24 saat

& 3 48 saat
=

< 100~

=

3

(8]

X 50—

Kontrol 1 mM 10 mM 25 mM 50 mM 75 mM
BA dozlan

Sekil 1. Kiiltiire alindiktan sonra 3. giinde kiiltiir kabina tutunan A549 hiicrelerinin faz-
kontrast mikroskop goriintiileri ve MTT analizi. a) AS549hiicreleri i§ ya da yildiz sekilli
fibroblast-benzeri morfolojide gdzlendi (Ol¢iim ¢ubugu=200 pm). b) BA konsantrasyonlarinin
A549 hiicre hattinda, BA uygulanmayan kontrol grubuna kiyasla MTT yo6ntemi ile hesaplanan
24. ve 48. saatteki % canlilik degerleri (* p<0.05, *** p<0.001).

MTT Sitotoksisite Analizi

BA konsantrasyonlarinin A549 hiicreleri tizerinde 24 ve 48 saatlik sitotoksik etkileri
MTT analizi ile belirlenmistir. BA uygulamasi yapilmayan kontrol grubuna kiyasla ImM BA
uygulanan grupta hiicre canliliginda anlamli1 bir degisiklik gézlenmedi. 10, 25, 50 ve 75 mM
BA uygulanan gruplarda ise hem 24 hem 48 saatte hiicre canliliginin anlamli derecede azaldig:
gozlendi (Sekil 1b). Literatiir verileri ve sitotoksite analiz sonuglarina gore diger analizlerde 50
mM dozu uygulanmasina karar verildi.

Annexin V/PI Analizi

Analiz sonuglarina goére 24. saatte kontrol grubu hiicrelerinin %35.8’inin apoptotik,
%4.3’linilin ise erken apoptoz evresinde oldugu gozlendi. 24 saatlik 50 mM BA uygulamasi
sonrast apoptotik hiicre oran1 %9.1°e ¢ikarken, erken apoptoz evresindeki hiicre orant %4.2
olarak tespit edildi. 48. saatte kontrol grubundaki hiicrelerin ise %6.9°u apoptoz, %5.4’1i erken
apoptoz evresinde tespit edildi. 50 mM BA uygulamasi ile 48. saatte apoptotik hiicre orani
%9.7’ye, erken apoptoz evresindeki hiicre orani ise %10.1°e yiikseldi (Sekil 2).
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Sekil 2. 24 ve 48 saat siire boyunca A549 hiicrelerinin 50 mM BA ile muamele sonrasi
apoptoz analizi. a) A-549 24 saat kontrol. b) A-549 24 saat 50 mM BA uygulamasi. c) A-549
48 saat kontrol. d) A-549 48 saat 50 mM BA uygulamasi. e) Apoptotik hiicre yiizde grafigi f)
Erken apoptoz hiicre ylizde grafigi (Q1=Nekroz, Q2= Geg apoptoz, Q3=Canlilik, Q4= Erken
apoptoz)

Kaspaz-3 immiinfloresan Analizi

Hiicrelerdeki apoptoz durumu kaspaz-3 immiinohistokimyas1 ile arastirildi.
Immiinfloresan analiz sonuglarina gére 50 mM BA uygulanan A549 hiicrelerinde Kaspaz-3 ile
isaretlenme diizeylerinin kontrol grubuna gore kiyasla daha yiiksek miktarda oldugu gézlendi

(Sekil 3a-d).
RT-gPCR Analiz Sonuglari

RT-gPCR analizinde; kontrol grubu ile karsilastirildiginda, BA grubunda TGF- ifade
diizeyinin anlamli derecede azaldigi (p<0.01), SMAD 2 ifade diizeyinin anlamli derecede
artmis oldugu tespit edildi (p<0.01). Iki grup arasinda SMAD3 ve SMAD4 ifade diizeyleri
arasinda ise belirgin bir fark gozlenmedi (Sekil 4).
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Sekil 3. A549 hiicrelerinin 50 mM BA ile muamele sonrasi kaspaz-3 immiinofloresan
analizi a) A-549 24 saat kontrol b) A-549 24 saat 50 mM BA c¢) A-549 48 saat kontrol d) A-
549 48 saat 50 mM BA (nukleus (mavi), kaspaz-3 (yesil)).

15=
%k Kk
- | A549-K
Q{
2 10- o A549-BA
-
=
o
=
& 5+
& s %k ns ns
— —i —
. - _

T I T I
TGF- SMAD2 SMAD3 SMAD4

Sekil 4. TGF-B, SMAD2/3/4 genlerinin ekspresyon profili. Kontrol grubuna kiyasla,
BA grubunda TGF-p ifade diizeyinin anlamli derecede azalma (p<0.01), SMAD 2 ifade
diizeyinde ise anlamli derecede artis tespit edildi. Iki grup arasinda SMAD3 ve SMAD4 ifade
diizeyleri arasinda ise belirgin bir fark gozlenmedi (ns: fark yok, ** p<0.01).
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4. TARTISMA

Kanser tedavisinin basarisizligi ve mortalitenin ana nedeni kanser hiicrelerinin
apoptozdan kagmasi ve metastaz olmasina ragmen, mekanizmasi tam olarak anlasilamamaistir.
Apoptozdan kagarak canliliklarin1 devam ettirmeleri, kanser hiicrelerinin birincil bdlgelerini
terk edip, kan dolasimina gegerek kan damarlarindaki basinca dayanmalarmi ve ikincil bir
ortamda yerlesimlerini saglar. Son ¢alismalar bir¢ok transkripsiyon ve biiyiime faktoriiniin,
ayn1 zamanda kanser hiicrelerinin devamlilig1 i¢in gerekli oldugunu ve dolayisiyla kanserin
niiks ve metastaz siirecleri ile dogrudan iliskili oldugunu gostermektedir (22). Bu ¢alismada,
niiks ve metastaz olaylarinda basrol oynayan sinyal yolaklarindan TGF-f/Smad sinyal yolagina
BA’in etkisini A549 hiicrelerinde ¢alismay1 amacladik.

Bor; tarim, sanayi, kozmetik sektorii yaninda geleneksel tip uygulamalarinda da siklikla
kullanilmaktadir. Bor, BA formunda viicuda alinmakta ve dolagima bu formda ge¢cmektedir
(23). BA ile kanser tedavisi i¢in ilk olarak “Boron neutron capture therapy” kullanilmistir (24).
Yapilan ¢esitli calismalarda, BA’nin ¢esitli kanser tiirlerinde; hiicre proliferasyon, migrasyon
ve invazyonunu azalttigir bildirilmistir (17,19,25,26). BA ve akciger kanseri ile yapilan
caligmalarda, BA’ nin kimyasal bir koruyucu ajan oldugu desteklenmektedir (27,28). Sisplatin
toksisitesi iizerine yapilan bir arastirmada, farkli dozlarda uygulanan boraks ve BA’nin,
sisplatin toksisitesinin neden oldugu inflamasyon ve oksidatif stresi azaltarak, ER stresini
artirdigi gozlenmistir (29). BA’nin kanser hiicreleri iizerine etkisinin c¢alisildigi 6nceki
caligmalarda BA’nin anti proliferatif ve anti-apoptotik 6zellikleri gosterilmistir (15; 30-33).
BA’nin bu etkilerinin molekiiler mekanizmalar1 heniiz tam olarak anlagsilamamustir, ancak bazi
caligmalar, BA’nin TGF-f sinyal yolagi lizerinde etkili olabilecegini 6ne stirmektedir (28).
BA’nin Ulkemizin en énemli stratejik madeni olan BA nin kanser hiicreleri iizerindeki anti-
proliferatif ve anti-apoptotik  ozelliklerini MTT, Annexin V/PI ve kaspaz-3
immiinohistokimyasi ile, TGF-f sinyal yolagi lizerine olan etkisini ise RT-gPCR ile analiz ettik.

TGF-B sinyal yolagmin iki ana yol {izerinden etki ettigi bilinmektedir: Smad bagimli
yol ve mitojenle aktive edilen protein kinaz (MAPK) yolu. Epitelyal mezenkimal gegis
sirasinda; TGF-B, TGF-P tip II reseptoriine (TBRII) baglanir. Bu baglanma sonrasinda reseptor-
iligkili Smad2 ve Smad3'iin fosforile edildigi kinaz bolgesini iceren TGF-B I reseptdr (TPRI)
kinaz aktive edilir. Fosforile Smad’lar, sitozolik Smad4 ile birleserek heteromerik Smad
kompleksi olusturur, ¢ekirdege tasinir ve hedef genlerin Smad baglama elemanlarina (SBE)
baglanarak gen transkripsiyonunu gergeklestirirler (34,35). Bu baglamda, BA’nin TGF-J3 sinyal
yolag1 lizerindeki etkisi daha fazla arastirilmaya deger bir konudur. Cilinkii literatiirde TGF-3
ve Smad2/3/4 sinyal yolagi lizerine farkli kanser tiirlerinde farkli etken maddelerinin oldugu
calismalara rastlanirken, BA’nin etkisinin calisildig1 bir ¢alismaya rastlanmamistir. TGF-
ifade diizeyinin c¢alisildig1 diger kanser ¢alismalarinda, TGF-B ifadesinin arttig1 ve epitelyal
mezenkimal gecisi indiikledigi belirtilmistir (36-40). Calismamizda BA uygulanan kanser
hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla TGF-B ifade diizeyi literatiirdeki diger kanser
caligmalarina benzer olarak azaldi. SMAD3 ve SMAD4 gen ifade diizeylerinde ise kontrol
grubu ile karsilastirildiginda, anlamli bir degisiklik olmadigi1 belirlendi. Calismamizda BA
uygulanan kanser hiicrelerinde SMAD?2 ifadesinin azalmasi beklenirken arttig1 gozlendi.
BA’nin bize farkli olay ve/veya molekiillerin rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Ornegin,
kodlamayan RNA’lar SMAD3 ve SMAD4 ifade diizeylerinde anlamli bir etki olusturmazken,
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SMAD 2’yi aktive ediyor olabilir. BA tek basina yeterli gelmemis olabilir. Belki de etkisini
gosterebilmesi icin kombine tedavi seklinde uygulanmasi gerekebilir. TGF-B’nin kanser-iligkili
fibroblastlarin (CAF) olugsmasinda énemli roller oynadigi ve diizenleyici SMAD2 ve SMAD3
proteinlerinin bu sinyali ilettigi iyi bilinmektedir (35). Ancak, TGF-f sinyalinin SMAD2
ifadesini nasil indiikledigi tam olarak anlasilamamistir. Bu durumun anlasilabilmesi i¢in ek
molekiiler analizler ve in vivo ¢alismalarla desteklenmesi gerekmektedir.

Kontrol grubu hiicrelerine kiyasla BA grubunda, BA A549 hiicreleri lizerinde sitotoksik
ve anti-proliferatif etkiler gosterdi. Kontrol grubuna kiyasla 1mM BA uygulanan grupta hiicre
canliliginda anlamli bir degisiklik yokken 10, 25, 50 ve 75 mM BA uygulanan gruplarda ise
hem 24 hem 48 saatte hiicre canliliginin anlamli derecede azaldig1 gozlendi. Hiicre apoptozu,
hiicresel yok edilme denilen aktif bir fizyolojik siirectir. Biyokimyasal degisikliklerin yani sira,
hiicre biizilmesi, kromatin yogunlagmasi, hiicre yogunlugunun artmasi, karyoreksis ve
apoptotik cisimciklerin olusumu gibi belirgin morfolojik degisikliklerle karakterizedir. Bu
degisiklikler, inverted mikroskop ve transmisyon elektron mikroskopu ile gézlemlenebilir (41).
Ayrica hiicre apoptoza giderken i¢ zardaki fosfotidilserin molekiilleri zarin dis tarafina geger.
Bu olay apoptotik hiicre oliimiiniin erken donemlerinde olur. Anneksin V, fosfatidilserine
baglanan bir protein oldugu i¢in, floresan bir madde ile isaretlenip apoptotik hiicre gozlenebilir.
Nekrozdan ayirmak igin ikinci bir floresan madde PI ile isaretlenir (42). Bu ¢alismada da BA
uygulanan hiicrelerde apoptoz durumunu belirlemek i¢in Annexin V/PI analizi yapild:.
Literatiir verileri ve sitotoksite analiz sonuglarina gore Annexin V/PI ve immiinofloresan
analizlerinde 50 mM dozu uygulandi. Annexin V/PI analizinde 24. saatte kontrol grubu
hiicrelerinin %5.8’inin apoptotik, %4.3’1linilin ise erken apoptoz evresinde oldugu gozlendi. 24
saatlik 50mM BA uygulamasi sonrasi apoptotik hiicre oran1 %9.1°e ¢ikarken, erken apoptoz
evresindeki hiicre orant %4.2 olarak tespit edildi. 48. saatte kontrol grubundaki hiicrelerin ise
%6.9’u apoptoz, %5.4’1 erken apoptoz evresinde tespit edildi. 50 mM BA uygulamasi ile 48.
saatte apoptotik hiicre oranm1 %9.7’ye, erken apoptoz evresindeki hiicre orani ise %10.1°¢
yukseldi. Erken donemde BA grubunda apoptoz agisindan kontrol grubuna kiyasla fark
olmadig1 gézlendi. Ancak gec evre apoptoz BA uygulanan grupta kontrol grubuna kiyasla daha
yiiksek diizeyde gozlendi. Bu durum BAnin apoptik mekanizmalar {izerine etki edebilmesi i¢in
hiicresel cevabin akut bir etkiyle ortaya ¢ikmadigini, hiicreler {izerine etkili olabilmesi i¢in
belirli bir zaman periyoduna ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir. Bu degisiklikler, laboratuvar
kosullarindan da kaynaklanabilir. Ciinkii immiinofloresan analizinde A549 hiicrelerinde
Kaspaz-3 ekspresyonunun kontrol grubuna gore yiiksek miktarda oldugu gdzlendi.
Calismamizin bulgulari, A549 hiicrelerinde BA uygulama sonucunda TGF-B/Smad sinyalinin
nasil degistigi konusunda yeni diisiinceler sunabilir ancak TGF-B/Smad sinyalinin nasil islev
gordiigliniin ayrintili sekilde arastirilmasi gerekmektedir. Annexin V/PI ve immiinofloresan
analizlerinde gozlenen degisim ve farkliliklart dogrulamak adina Western Blot analizi de
yapilmasi uygundur. Bu agidan mevcut calismanin bazi smirlamalart bulunmaktadir.
Mikroarray analizi kullanarak miRNA ekspresyon profillerinin ¢alisilmast dnemlidir. Ayrica
TGF-B/Smad sinyalinde gorevli proteinlerin tek tek ayrmtili galisilarak miRNA-mRNA
regililasyon aglarinin roliiniin agiklanmasina ihtiya¢ vardir. Ayrica hayvan modellerinde de
dogrulanmasi gerekmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Akciger kanserini 6nlemeyi amaglayan ve uzun yillar siiren temel ve klinik aragtirmalara

ragmen, tedavisi halen zor bir konudur ve diinya ¢apinda kansere bagli 6liimlerin 6nde gelen
sebebi olmaya devam etmektedir. Bu calismada, kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanser hiicreleri
tizerine BA’nin apoptotik etkisini TGF-B sinyal yolagi iizerinden arastirdik. Daha &nce
gerceklestirilen hiicresel, klinik ve epidemiyolojik ¢aligmalarda, diyet ile alinan BA nin gesitli
kanser tiirlerinde riski azaltabilecegi gosterilmistir. Dolayisiyla, karsinogenezde BA’nin rolii
heniiz tam olarak anlagilamamakla birlikte aragtirmalar devam etmektedir. Bu konuyla ilgili
kanseri 0nlemede oynayabilecegi roliiniin daha iyi aydinlatilmasi i¢in gelecek g¢aligmalara
ihtiyac vardir.

Cikar Catismasi
Bu ¢aligmada yazarlarin ¢ikar ¢atismasi durumlari yoktur.
TesekKkiir

Tesekkiir beyanimiz bulunmamaktadir.
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