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ABSTRACT

Lung cancer is an aggressive type of tumor with a high mortality rate. The use of agents targeting molecular
abnormalities that regulate resistance to apoptosis is seen as a promising approach for the treatment of this
disease. BH3 mimetic antagonists such as ABT-737 and its derivative ABT-263 (navitoclax) have been developed
to block the function of pro-survival Bel-2 family members. Navitoclax is a potent small molecule inhibitor of the
Bcl-2 family, and numerous studies have reported that Navitoclax has therapeutic effects against many types of
cancer, including lung cancer, acute lymphoblastic leukemia, and ovarian cancer. Bcl-2 family proteins are central
regulators of mitochondrial apoptosis and validated anti-cancer targets. ABT-263 (Navitoclax), an inhibitor of the
Bcl-2 family, is used in clinical trials for cancer treatment. However, the anticancer mechanisms of ABT-263 have
not been fully elucidated. Overall, our work highlights the need to target anti-apoptotic Bcl-2 proteins that
activate the mitochondrial cell death program to kill cancer cells. In this study, the effects of ABT-263 on human
lung cancer cells were investigated in vitro. In our study using the lung cancer cell line as a model, the
antiproliferative effect and apoptosis activity of navitoclax concentrations of 0.1, 0.5, 1, 5, 25 uM after 48 hours
was demonstrated. Combined use of chemotherapeutic drugs with Navitoclax suggests that it may bring new
approaches to the treatment of lung cancer.
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Navitoklax (ABT-263) ile Muamele Edilmis Akciger Kanser Hiicrelerinin (A-549) Doza Bagli Apoptoz
ve Antiproliferatif Aktivitesi

(074

Akciger kanseri, Olim orani yiksek agresif bir timdr tiridir. Apoptoza direnci diizenleyen molekiler
anormallikleri hedefleyen ajanlarin kullandmasi, bu hastahifin tedavisi icin Umit verici bir yaklagim olarak
goriilmektedir. ABT-737 gibi BH3 mimetik antagonistleri ve bunun tiirevi ABT-263 (navitoclax), hayatta kalma
yanlist Bcl-2 aile tyelerinin fonksiyonunu bloke etmek igin gelistirilmistir. Navitoclax, Bcl-2 ailesinin glcli bir
kiicik molekil inhibitéridir ve ¢ok sayida calisma, navitoclaxin akciger kanseri, akut lenfoblastik 16semi ve
yumurtalik kanseri dahil olmak tizere bircok kanser tiiriine kars: terapétik etki gosterdigini rapor etmistir. Bcl-2
ailesi proteinleri, mitokondriyal apoptozun merkezi diizenleyicileri ve dogrulanmis anti-kanser hedefleridir. Bcl-2
ailesi inhibit6rii olan ABT-263 (Navitoclax), kanser tedavisi icin klinik olarak denemelerde kullanilmaktadir.
Ancak ABT-263"in antikanser mekanizmalart tam olarak aydinlatlmamistit. Genel olarak calismamiz, kanser
hiicrelerini 6ldirmek icin mitokondriyal hiicre Olimi programini etkin hale getiren anti-apoptotik Bcl-2
proteinlerinin hedeflenmesine olan ihtiyact vurgulamaktadir. Bu calismada ABT-263"in insan akciger kanseri
hticreleri Gzerindeki etkileri in vitro olarak aragtirlmistir. Calismamizda bir model olarak akciger kanser hiicre
hattint kullanarak, navitoclaxin 0.1, 0.5, 1, 5, 25 uM konsantrasyonlarinin 48 saat sonunda antiproliferatif etkisi ve
apoptoz aktivitesi gOsterilmistir. Navitoclax ile birlikte kemoterapik ilaglarin kombine edilerek kullanilmast,
akciger kanseri tedavisine yeni yaklagimlar getirebilecegini distindirmektedir.
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GIRIS

ABT-263"in antikanser mekanizmalart tam olarak
aydmnlatdmadigindan, ¢calismamizda ABT-263"in insan
akciger kanseri  htcrelerinin  antiproliferasyonu
tizerindeki etkisi, apoptoz temelinde
degerlendirilmistir. Bu ¢alisgmamizin, BH3 taklidinin
anti-kanser mekanizmasina ve akciger kanseri olan
hastalarin tedavisinde potansiyel uygulamalarina yeni
bir bakis acist saglamasi beklenmektedir. Hayatta
kalmay1 siirdiiren Bcl-2 ailesi tiyelerinin (Bel-2, Bel-xL.
ve Mcl-1) asit1 ekspresyonu, yaygin olarak timor
bakimi, ilerlemesi ve kemorezistans ile iliskilidir.
Insan  timér  hicrelerinde  ABT-263,  Bax
translokasyonunu, sitokrom ¢ salinimint ve ardindan
apoptozu indikler. ABT-263"in tek bagina oral
uygulamasi, kiigiik hiicreli akciger kanseri ve akut
lenfoblastik l6seminin ksenograft modellerinde tam
timor gerilemelerini indiikler (Tse ve ark. 2008). B
hiicreli lenfoma 2 (BCL-2) familyast proteinleri
oncelikle  programlanmis  bir  hicre  Slimi
duzenleyicisi olarak c¢alisir, bu sayede aralarindaki
coklu etkilesimler hiicrenin hayatta kalmasint belitler.
Bu, anti-apoptotik ve pro-apoptotik proteinler olan
iki ana BCL-2 protein sinifin1 agiklar (Hwang ve ark.
2021). Anti-apoptotik proteinler, intrinsik apoptotik
yolun artmastyla sonuglanan BCL-2 ailesi inhibit6rleri
icin cekici hedeflerdir. BCL-2 ailesi inhibitorleri, cesitli
kanser tirlerinde, fibrotik hastaliklarda, yaslanmayla
ilgili ve ayrica otoimmiin hastaliklarda yeni hedefli
tedaviler icin kapsamli bir sekilde incelenmistir.
Navitoclax bunlardan biridir ve BCIL.-2, BCL-W ve B-
hticreli lenfoma-ekstra-biiyiik dahil olmak tizere BCL-
2 anti-apoptotik proteinlere karst yiiksek bir afiniteye
sahip oldugu kesfedilmistir (Hamdy ve ark. 2020).
Navitoclax'in tek bir ajan olarak veya diger ilaglarla
kombinasyon halinde timoér progresyonunu ve
fibrozis gelisimini basarilt bir sekilde iyilestirdigi
gosterilmistir. Navitoklaks bugtine kadar faz I ve faz
IT klinik ¢aligmalarina girmistir. Navitoclax tek bagina
kiiciik hiticreli akciger kanserini ve akut lenfositik
l6semiyi giicli  bir sekilde tedavi ederken, katt
timorler icin  kombinasyon  terapisinde  diger
kemoterapotik ajanlarin terapotik etkisini
arttirmaktadir (Anuar ve ark. 2020).

Akciger kanseri, vakalarin % 15'ini temsil eden ve
ABD'de her yil 30.000 yeni vakay1 olusturan kansete
bagli olumlerin en yaygin nedenidir (Jackman ve
Johnson 2005). Akciger kanseri icin son 40 yilda
tedavilerde 6nemli gelismeler gérilmemistir ve hedefe
yonelik tedavi onaylanmamistur (Sato ve ark. 2007).
Terap6tik direncin tistesinden gelmek i¢in Gimit verici
bir yaklasim olarak, apoptoza direnci diizenleyen
molekiler  anormallikleri  hedefleyen  ajanlarin
kullanilmas: distintlmektedir (William ve Glisson
2011).

Anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-XL, Bel-w, Mcl-1) ve pro-
apoptotik (Bax, Bak, Bim, Bid, Puma, Bad, Noxa, Bik,
Bmf ve Hrk) proteinleri, bir hiicrenin cesitli sitotoksik
saldirilardan sonra yasayip yasamayacagini belirler

(Hanahan ve Weinberg 2000). Kanserde hayatta
kalma yanlist proteinlerin agir1 ifadesi genellikle kotii
prognoz ve kemoterapiye direnc ile iliskilidir.
Apoptotik  kontrol noktalarindan kacinmak icin,
kanser hucreleri genellikle anti-apoptotik  Bcl-2
proteinlerini asir1 ifade eder (Korsmeyer, 1992). Bcl-2
kontrolld apoptotik yolun aktivasyonunun ¢ogu,
kemoterap6tik maddelerin etkinligi icin kilit nokta
olmast nedeniyle, Bcl-2 aile tyeleti terapotik gelisim
icin ¢ekici hedefler olarak ortaya ¢tkmustir.

Bcl-2 ailesinin  anti-apoptotik tyelerinin antikanser
ilaclarin neden oldugu hiicre Slimind baskiladig
bulunmustur. Bu nedenle, Bcl-2 aile tyelerini inhibe
eden tedaviler, kanser ile savasmak icin potansiyel bir
strateji olabilit (Adams ve Cory 2007; Yip ve Reed
2008). Ayrica yapisal ve fonksiyonel c¢alismalar, hem
anti- hem de pro-apoptotik iyelerin, korunmus bir
Bcl-2 homoloji (BH3) alani tarafindan diizenlendigini
ve boylece kanser tedavisi icin ¢esiti BH3
mimetiklerinin gelistirilmesiyle sonuclandigini
gostermistir (Llambi ve Green 2011; Weyhenmeyer ve
ark. 2012). Calismamiz, anti-kanser terapétikleri
olarak gelistirilen kucik molekilli BH3 mimetik
bilesiklerinin ~ etkilerine = dayanmaktadir. ~ BH3
mimetikleri, hayatta kalma yanlist Bcl-2 proteini igin
yitksek baglanma 6zgulliikleri gosterir. Bu durum olast
yan etkileri sinurlandirdigindan, bu ilaglarin  diger
hastalk alanlarinda da faydali olabilecegi tahmin
edilebilir. Burada Bcl-2, Bax ve Kaspaz-3’ un
fonksiyonel ~ 6nemi  aragtirildi.  Navitoclax’in
konsantrasyonlarinin  akciger kanser hiicrelerinin
sagkaliminda hayatta kalma yanhst etkilerinin
tstesinden nasil gelebilecegi aragtirildi.

MATERYAL ve METOT

Hiicre Kiiltiirii

Sunulan c¢aligmada kullanidan A-549 insan akciger
kanser  hiicreleri (CRL-1571TM, ATCC®)
Afyonkarahisar Saglik Bilimleri Universitesi Tip
Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dal’ndan temin edildi.
Hicreler, icinde % 10 Fetal Bovine Serum (FBS)
(Gibco Qualified, 10500-064, USA), % 1 L-glutamin
(Gibco 25030-024) ve % 1 penisilin-streptomisin
(Gibco 15140-122, USA) karisimi iceren RPMI 1640
(Capricorn Scientific, cp19-2782, Germany) iginde
% 5 COZ iceren ve 37 °Clye ayath inkubatérde
(Thermo Heracell, 51026282, USA) kiltire edildi.

Reaktif

Navitoclax (ABT-263; Selleckchem) deneylerden 6nce
DMSO icinde seyreltilmistir (Lee ve ark. 2018). 1 mg
ABT-263, 1.0261 ml DMSO icinde seyreltilerek stok
elde edilmistir. Stoktan dilusyon yapilarak diger dozlar
hazirlanmistit.

MTT

Akciger kanser hiicrelerine uygulanan Navitoclax’in
(Sellect chemicals, S100126) cesitli
konsantrasyonlarinin hiicre canliligs tizerindeki etkileri
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MTT testi ile calisdmistir. Buytyen htcreler, 96
oyuklu plakalara ekilmistir ve yaklastk % 70-80
konflue olana kadar kilturlenmistir. Hucreler,
belirtilen konsantrasyonlarda test bilesikleri ile isleme
tabi tutulmustur. Daha sonra oyuklara 5 mg/ml.
MTT iceren soliisyon ilave edilmistir ve 3 saat 37 °C
de inktube edilmistit. Formazani c¢ézindurmek icin
200 uL. DMSO ilave edilmistir ve karanlikta 10 dakika
calkalanmustir. 570 nm'deki absorbans, bir mikroplaka
okuyucusu (Bio Tek Epoch, USA) ile kaydedilmistir.

Toplam RNA Extraksiyonu ve cDNA Sentezi

Ureticinin talimatlarina gére RNA sentez kiti (ABT
102-01-10, Turkiye) kullanilarak hicreler lize edildi
ardindan etanol ile ¢okeltildi. RNAase free bir ortam
olusturabilmek adina RNA izolasyonu esnasinda
kullanilacak butin malzemeler uygun c¢ozeltilerle
(RNA away) Onceden temizlenerek hazir edildi.
Nanodrop ile él¢im, izole edilen RNA’larin safligint
ve miktarini belirledi. OD260/280 oramt 1.7-2.1
araliginda olan RNA’lar cDNA sentezinde kullanild:
(White ve Kaestner 2009). RNA izolasyonu islemi
bastan sona buz tzerinde gerceklestirildi. cDNA kiti

(Thermo Fisher 4368814, USA) ve 4 uL 5 X RT
primer kullanilarak 10 ng toplam RNA cDNA'ya
dontstirildd. 20 pl reaksiyonlart bir termocycler
icinde 15 dakika 55 °C de, 5 dakika 85 °C de inkibe
edildi ve 4 °C de tutuldu.

Kantitatif Real-Time PCR analizi

qPCR, Brightgreen Universal 2x qPCR (Abt, 204454,
Turkiye) kiti kullanilarak gerceklestirildi. 10 L. PCR
reaksiyonu 0,6 uL. Forward, 0,6 uL. Reverse, niikleaz
icermeyen su ve kitteki diger drtinler kullanilarak
reaksiyon 96 oyuklu plakada 95 °C de 10 dakika
sureyle inktbe edildi, ardindan 40 déngt 95 °C de 15
saniye ve 60 °C de 60 saniye streyle inkibe edildi.
Tum reaksiyonlar, ¢ kez gerceklestirildi. Her bir
transkripsiyon analizi icin primerler spesifik dizayn
edildi ve literatirdeki calismalar referans alind:
(Gizelge 1). Kantitatift dongt (Ct), numunenin
floresansinin tanimlanan esikten gectigi kesitli bir
dongii olarak tanimlandi. RT-qPCR verilerinin analizi
2-AaCtyontemi ile hesaplandt.

Tablo 1. Real-time PCR reaksiyonlarinda kullanilan primer sekanslart (Sentebiolab, Tiirkiye)

Table 1. Primers sequens used for real-time PCR reactions

Primers Forward Reverse
B-actin CACCCCAGCCATGTACGTTC ACCATCGCTATCTGAGCAGC
Bax CGCCTCACTCACCATCTGGAA CCTCAAGACCACTCTTCCCCA
Bcl-2 GAGGGGCTACGAGTGGGATGC GGAGGAGAAGATGCCCGGTGC
Casp-3 GGAAGCGAATCAATGGACTCTGGA CCTGAGGTTTGCATCGAC
BULGULAR ve TARTISMA

Istatistik Analizler

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi amaciyla SPSS
22.00 paket programi kullanildi. Sonuglar ortalama *
standart hata olarak sunuldu. Verilerin normal
dagiima uygunlugu Shapiro-Wilk testi kullanilarak
yapildt. MTT sitotoksisite analizlerinde, normal
dagilm gostermeyen gruplar arast farkliik Kruskall-
Wallis varyans analizi ile degerlendirildi. Farkin hangi
grup veya gruplardan kaynaklandiginmi belirlemek icin
Bonferroni  dizeltmeli Mann-Whitney U  testi
uygulandi. Normal dagiim gosteren gruplar arasi
farkldik tek yonlt varyans analizi (ANOVA) ile,
farklarin 6nem kontrold ise post hoc Duncan testi ile
yapildt. Gen ekspresyon analizlerinde, normal dagilim
gOstermeyen gruplar arast farklilk Mann-Whitney U
testi ile normal dagilim gOsteren gruplar arast farklilik
student's t-testi ile gerceklestirildi. Yapilan istatistiksel
analizlerden elde edilen sonuglardan p<0.05, p<0.01
ve p<0.001 olan degerler 6nemli kabul edildi.

Navitoclax'in  A-549 Uzerine
Antiproliferatif Etkisi

Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda Abt-263
uygulanan gruplarda A-549 hiicrelerindeki  hiicre
canliligr (%) grafik 1 de gosterilmistir. Kontrol grubu
olarak calhigilan hicreye 0 pM ilag uygulamasi
yapilmistir. Letal doz uygulamast yapilmamustir,
kontrol grubuna ila¢ uygulamas: yapilmadii icin
canlilik % 100 kabul edilir. 0.1, 0.5, 1, 5 ve 25 uM
Navitoclax uygulanan gruplarda (Lock ve ark. 2008)
hticre canliligr (%) kontrol grubu ile karsilastiriddiginda
(Sekil 1) Navitoclax uygulanan gruplarda istatistiksel
olarak bir azalma tespit edildi (p<0.001). 25 pM
Navitoclax uygulanan gruptaki hiicre canliliginin (%)
kontrol ve 1 uM Navitoclax uygulanan gruba gore
daha dustik oldugu (p<0.001), 5uM Navitoclax
uygulanan grup ile benzer oldugu (p>0.05) belitlendi.
5 uM Navitoclax uygulanan gruptaki hiicre
canliliginin (%) ise kontrol, 0.1, 0.5 ve 1 uM
Navitoclax uygulanan gruba goére anlamli diizeyde
azaldig1 (p<<0.001), 25 pM Navitoclax uygulanan grup
ile istatistiksel bir fark olmadigi (p>0.05) gorildi

(Cizelge 2).
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Tablo 2. A549 hiicre hattinda MTT testi ile Navitoclax’in sitotoksik aktivitesinin degerlendirmesi
Table 2. The cytotoxic activity of Navitoclax by MTT test in A549 cell line

Abt-263 Hiicre Canlilig1 (%)
konsantrasyonu (pM) (x £ Sx)
Kontrol (0 xM) 100 + 0.002

0.1 89 £ 0.2

0.5 79.05 + 0.03bc

1 65.23 + 0.15¢

5 47.54 £ 0.18de

25 27.98 + 0.19¢

» otk

a,b,c,d,e Ayni siitunda farkls harf tastyan veriler arasindaki fark istatistiksel acidan 6nemlidir.
¥ p < 0.001, x: Ortalama, Sx: Standart Hata

£ 100
Q80
)
4 60
Z
g 40
W 20
4 0
D
T kontrol 0,1 0,5 1 5 25
100 89 79,05 65,23 47,54 27,98
std 0 0,2 0,03 0,15 0,18 0,19
@ mstd

Sekil 1. Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda (0.1, 0.5, 1, 5, 25 uM) Navitoclax uygulanan
gruplarda hiicre canlilik yiizdeleri

Figure 1. Cell viability percentages in control and Navitoclax applied groups at different
concentrations (0.1, 0.5, 1, 5, 25 uM)

Apoptoz Iligkili Proteinlerin Ekspresyonlari olarak karslastirildiginda (Sekil 2, Sekil 3) 25 uM
Apoptoz ile iliskili Bcl-2 ve Bax proteinlerinin Navitoclax uygulanan grupta gorilen artislarin 6nemli
ckspresyonu agisindan  kontrol grubu istatistiksel oldugu belitlendi (p < 0.001) (¢izelge 3, cizelge 4).

Tablo 3. Kontrol ve farkh konsantrasyonlarda(0.1, 0.5, 1, 5, 25 pM) Navitoclax uygulanan gruplarda Becl-2
ckspresyon degisimlerinin degerlendirmesi
Table 3. Evaluation of bcl-2 expression changes in control and Navitoclax at different concentrations (0.1, 0.5,

1, 5,25 uM)
Abt-263 konsantrasyonu (pM) Bcl-2 Ekspresyon Seviyesi (x t Sx)
Kontrol (0 pM) 0.91 £ 0.3
0.1 0.8 + 0.1ba
0.5 1.0 £ 0.98b¢
1 1.88 £ 0.8«
3.22 + 1.54de
25 5.34 £ 0.56¢
p dokk
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Bcl-2 Bagil Ekpresyon Seviyesi

Se

L
52 (e e @ [ H

< kontrol | 0,1 0,5 1 5 25

B2 0,91 0,8 1 1,38 3,22 5,34

std | 03 0,1 0,98 0,8 1,54 0,56

@ Bcl2 mstd

Sekil 2. Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda (0.1, 0.5, 1, 5, 25 uM) Navitoclax
uygulanan gruplarda Bcl-2 ekspresyon degisimleri

Figure 2. Bcl-2 expression changes in control and Navitoclax applied groups at
different concentrations (0.1, 0.5, 1, 5, 25 uM)

Tablo 4. Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda (0.1, 0.5, 1, 5, 25 uM) Navitoclax
uygulanan gruplarda Bax ekspresyon degisimlerinin degerlendirmesi

Table 4. Evaluation of Bax expression changes in control and Navitoclax at
different concentrations (0.1, 0.5, 1, 5, 25 uM)

Abt-263 konsantrasyonu (u.M) Bax Ekspresyon Seviyesi (x * Sx)
Kontrol (0 pM) 1.68 + 0.192
0.1 1.99 + 0.14ba
0.5 2.15 £ 0.61bc
1 3.83 £ 0.51¢
421 £ 1.274
25 6.59 £ 0.79¢
p dokk

Bax Bagil Ekpresyon Seviyesi

; 8
Kontrol 0,1 0,5 1 5 25
Bax 1,68 1,99 2,15 3,83 4,21 6,59
std 0,19 0,14 0,61 0,51 1,27 0,79

[ Bax M std

Sekil 3. Kontrol ve farkll konsantrasyonlarda (0.1, 0.5, 1, 5, 25 uM) Navitoclax uygulanan
gruplarda Bax ekspresyon degisimleri
Figure 3. Bax expression changes in control and Navitoclax applied groups at different
concentrations (0.1, 0.5, 1, 5, 25 uM)

Kaspaz-3 Aktivitesi kontrol grubuna gore Kaspaz-3 aktivasyonunun arttig1
Kontrol = grubu ile farkli  konsantrasyonlarda tespit edildi (p < 0.001). 0.1 ve 0.5 uM
Navitoclax uygulanan gruplarda kaspaz aktivasyonlart Navitoclax uygulanan gruplar (sekil 4) istatistiksel
yoniinden istatistiksel —olarak  karsilastirildiginda olarak  benzerlik g6stermislerdir  (p > 0.05).

(cizelge 5), 25 puM Navitoclax uygulanan grupta
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Cizelge 5. Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda (0.1, 0.5, 1, 5, 25 uM) Navitoclax uygulanan
gruplarda Kaspaz-3 ekspresyon degisimlerinin degerlendirmesi
Table 5. Evaluation of Caspase-3 expression changes in control and Navitoclax at different

concentrations (0.1, 0.5, 1, 5, 25 uM)

Abt-263 konsantrasyonu (nM)

Kaspaz-3 Ekspresyon Seviyesi (x + Sx)

Kontrol (0 uM) 1.28  0.120
0.1 1.09 + 0.32b
0.5 1.15 £ 0.43bc
1 2.00 £ 0.16<d
3.21 £ 1.19de
25 5.03 £ 1.23¢
p kokck
kaspaz-3 Bagil Ekpresyon Seviyesi
= 8
2 6
[Sa]
: o ﬁ-' ﬁ"
F
2
(e (e [ ‘ L
Kontrol 0,1 0,5 1 5 25
kaspaz-3 1,68 1,99 3,83 4,21 6,59
std 0,19 0,14 0,51 1,27 0,79

Okaspaz-3 Bstd

Sekil 4. Kontrol ve farkli konsantrasyonlarda (0.1, 0.5, 1, 5, 25 pM) Navitoclax uygulanan

gruplarda Kaspaz-3 ekspresyon degisimleri

Figure 4. Caspase-3 expression changes in control and Navitoclax applied groups at

different concentrations (0.1, 0.5, 1, 5, 25 uM)

Apoptoz, hiicre Sliimiine yanit olarak sergilenen ana
mekanizmalardan biridit  ve timoér hiicrelerinde
apoptozun  indiklenmesi, kanser tedavisi icin
potansiyel bir hedef anlamuna gelir. Bcl-2  ailesi
proteinleri, apoptotik yolun diizenlenmesinde anahtar
rol oynar. Bcl-2 asir1 ekspresyonu genellikle meme
kanseri, prostat kanseri, B hiicreli lenfomalar ve
kolorektal adenokarsinomlar dahil olmak tzere ¢esitli
kanserlerle iligkilidir (Gonsalves ve ark. 2018). Bu
nedenle, Bcl-2 diinya capinda tibbi kimyagerleri ¢eken
yeni bir anti-kanser hedefidir. Bcl-2 hedefinin altinda
yatan  arastirmalar,  'BH3-mimetikleri'  olarak
adlandirilan kiicik  molekial  inhibit6tlerinin
tretilmesiyle sonuclanmistir (Wang ve ark. 2018). Bu
ilaglar, kanser hiicrelerinin apoptozunun aktivasyonu
ile sonuglanan hayatta kalma vyanlist Bcl-2
proteinlerine baglanma gdsterir. Yapt bazli ilag
tasarimi ve Nukleer Manyetik Rezonans (NMR) bazli
taramanin bir sonucu olarak kesfedilen ilk BH3
mimetikleri, bir N-asilstilfonamid analogu olan ABT-
263 dir. Kduclk molektller olarak birkac Bcl-2
inhibitori klinik gelistirme asamasindadir ve sonuglar,
bu molekdillerin tek basina veya kombinasyon halinde
kanser tedavisinde potansiyel uygulama olabilecegini
gostermistir (Suvarna ve ark. 2019).

Hiicre Sliminden kacinmak, kanser icin ayirt edici
ozelliklerden biridir (Hanahan ve Weinberg 2011).

Kontrolstiz hiicre déngiisii ilerlemesini yonlendiren
onkojenik doniisim, genellikle apoptozu tetikleyen
dogustan gelen timér baskilayict kontrol noktalarini
etkinlestirir (Lowe ve ark. 2004). Apoptotik kontrol
noktalarini ortadan kaldirmak icin, kanser hiicreleti
siklikla, yukart regle edilmis BIM ve PUMA'y1 ayiran
anti-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerini agir1 ifade
eder. Bu nedenle, bircok kanser hicrelerinde Bcl-
2/Bcl-x yer degistirir (Anderson ve ark. 2014). Kanser
tedavisi  gelistirme  stratejilerinden  biri,  icsel
programlanmis hticre Slimunu tesvik etmektir. Anti-
apoptotik proteinlerin mitokondriyal zarlar tizerindeki
yurttict proteinlerle etkilesimini bloke etmek, bu
yaklastmin temeli olmustur. Bu nedenle, Bcl-2
ailelerinin  hayatta kalma yanlist proteinleri, bu
terap6tik miidahale icin potansiyel hedeflerdir. Birkag
Bcl-2  ailesi inhibitori, anti-kanser ilaclart  olarak
arastitlmistir ve bunlardan biri Navitoclaxtir. Bir
calisma, anti-apoptotik proteinlerin BH3 alan baglama
proteinleri ile etkilesimini bozarak kanser htcresi
apoptozunu indtklemek icin navitoclaxin
mekanizmasint bildirmistit.

Antikanser ilaglara karst direncin altinda yatan ana
mekanizmalardan biri, B hiicreli lenfoma-2 (Bcl-2)
familyasi proteinlerinin degismis ifadesidir (Martinou
ve Youle, 2011). Boylece, Bcl-2 ailesi proteinleri,
timor baslangicini, biylimesini ve radyoterapinin yani
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stra kemoterapiye direnci kolaylastiran apoptozun
merkezi kontrolérleri olarak gelismistir (Oltersdorf ve
ark. 2005). Mevcut kanitlarin ortaya koydugu gibi,
Bcl-2, Bax gibi pro-apoptotik molekillerin aracilik
ettigi apoptozu inhibe eder. Bu nedenle, Bcl-x1/Bcl-
2'nin veya herhangi birinin baglanma kabiliyetini
bozan molekiller diger anti-apoptotik ila pro-
apoptotik molekiiller, kanser yonetiminde terapotik
oneme sahip olacaktir (Shangary ve Johnson 2002).
Apoptozdan kaginma, kanserin bir Ozelligidir ve
kemorezistans ile iligkilidir (Pommier ve ark. 2004).
Bcl-2 ailesi, intrinsik yoldan apoptoza katilir (Brunelle
ve Letai 2009). Bcl-2, ER pozitif timérlerin yaklasik
%85'inde, HER2 pozitif timérlerin %50'sinde, tgli
negatif meme kansetlerinin % 41'inde ve bazal
benzeri timorlerin % 19'unda asir1 eksprese edilir
(Dawson ve ark. 2010; Oakes ve ark. 2012b; Vaillant
ve ark. 2013). Hayatta kalma yanlist Bcl-2 ailesi
ekspresyonu, kemoterapétik ajanlara direncle iliskilidir
(Fiebig ve ark. 2000).

Apoptoz yolunun aktivasyonu, ya kanser hicresi
Olimint ya da yerlesik sitotoksik maddelere
duyarliigi ya da intrinsik hiicre Slim  yolunun
aktivasyonu yoluyla islev gbren radyasyon terapisini
indiikleyen hedeflenen kemoterapiler igin en yaygin
mekanizmadir (Zhu ve ark. 2016). Anti-apoptotik alt
ailesini (Bcl-2, Bel-xL, Bcl-w, Mcl-1 ve Al), pro-
apoptotik alt ailesini (Bax, Bak ve Bok) ve yalnizca
BH3'u iceren Bcl-2 ailesi proteinler (Bik, Bad, Bid,
Bim, Bmf, Hrk, Noxa ve Puma), kemoterapi sirasinda
hiicre 6luminin diizenlenmesinde merkezi bir rol
oynar (Adams ve Cory 2007; Youle ve Strasser 2008 ).
Anti-apoptotik proteinler, hiicreleri gesitli sitotoksik
kosullardan korurken, pro-apoptotik proteinler hiicre
apoptozunu destekler. Ozet olarak, verilerimiz, ABT-
263 tedavisinin in vitro kanser hiicresi apoptozunu
indiklemede tiimor biylimesini ve ilerlemesini inhibe
etmede glvenli ve olduk¢a etkili oldugunu
gostermektedir.

Navitoclax ile etkili tedavi icin bir 6n kosul, anti-
apoptotik  Bcl-2  proteininin  timdr  hiicrelerinde
ekspresyonudur. Bu amagcla, A-549 hiicre hattinda bu
proteinlerin ekspresyonu arastirildi.  Bu calismanin
amaci, Bcl-2 inhibitérii Navitoclax’in akciger kanseri
hticrelerinde, hiicre biylimesi inhibisyonu ve apoptoz
indtksiyonu  Uzerindeki  tedavisinin  etkinligini
aragtirmaktt. Sonuclarimiz, tim konsantrasyonlarin
anti-apoptotik Bcl-2 proteinini ifade ettigini ve A-549
hiicre hatlarinin - Navitoclax’a  duyarlt  oldugunu
gostermektedir. Navitoclax apoptoz indiksiyonu
yoluyla hiicre ¢izgisi canliligini daha da azaltmustur.

SONUGC

Sonug olarak c¢alismamizda insan akciger kanser
hticrelerinde in vitro Navitoclax uygulamasinin
apoptozisi indikledigi ve hiicre canliligini azalttgt
tespit edilmistir. Navitoclax’ 1 hicre canhligini
azaltict etkisinin hiicrelerde apoptozisi indiikleyici

etkisinden kaynaklanabilecegini gostermektedir. Yeni
yapilacak ¢alismalarda in vivo denemelerle Navitoclax’
nin etkisine yonelik mekanizmalarin  daha iyi
anlasilabilecegi  dustnilmektedir.  Ayrica  ileride
yapilacak olan ¢alismalarda Navitoclax ile birlikte
kemoterapik ilaglarin kombine edilerek kullanidmast,
akciger  kanseri  tedavisine  yeni  yaklagimlar
getirebilecegini diisindirmektedir.

Cikar Catigmas1 Beyam
Yazar, cikar catismast olmadigint beyan eder.

Etik izin

Bu calisma “Hayvan Deneyleri Etik Kurullarinin
Calisma Usul ve Esaslarina Dair Yonetmelik” Madde
8 (k) geregi HADYEK iznine tabi degildir. Ayrica
yazarlar Arastirma ve Yaymn Etigine uyuldugunu
beyan etmislerdir.

Finansal destek
Bu ¢alisma, finansal olarak herhangi bir kurumdan
destek almamustir.
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