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OZET

PKR KiNAZ AKTIVASYONUNUN KORYOKARSINOM HUCRELERINDE
KEMOTERAPOTIK AJANA DUYARLILIGINA ETKISi

BILEN B. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Tibbi
Biyoloji Programu, Yiiksek Lisans, Aydin, 2023.

Amag: Hiicre kiiltiirlinde ¢ogaltilan koryokarsinom hiicrelerinin PKR aktivasyonu sonucunda
proliferasyon, apoptotik  Ozelliklerinin  ne  sekilde degisecegini belirmeyi, PKR
aktivasyonunun koryokarsinom hiicrelerinde kemoterapotik ajan doksorubisine karsi
duyarliligini belirleyerek, kanser tedavisinde kullanabilecek bir alternatif olabilecegini

gostermeyi hedeflendi.

Gere¢ ve Yontem: Hiicre kiiltlirii yontemiyle koryokarsinom hiicreleri ¢ogatildi. Hiicreler,
doksorubisin grubu ve poly I:C/LPS/doksorubisin grubu olarak iki gruba ayrildi.
Doksorubisin farkli dozlarda hiicrelere uygulandi. PKR aktivasyonu olusturmak i¢in ise LPS
ve poly I:C hiicrelere uygulandi. Ardindan gruplar; kontrol, doksorubisin, poly I:C/LPS ve
poly I:C/LPS/doksorubisin olarak olusturuldu ve swan 71 hiicreleri {izerine olan etkilerine
belirlemek i¢in MTT canlilik testi yapildi. Flow sitometri yontemiyle canlilifa, nekroz ve
apoptoz yolaklarina bakildi. Protein izolasyonu metoduyla protein elde edildi. Ardindan,
bradford deneyi ile elde edilen protein miktar1 belirlendi. PKR aktivasyonun tespiti ve PKR
aktivasyonunda doksorubisinin etkisini belirlemek i¢in western blot deneyi yapilarak p-PKR

bakildi.

Bulgular: Hiicre sayim cihaziyla yapilan deneyde doksorubisinin farkli dozlari ile muamele
edilen swan 71 hiicrelerinde ve PKR aktive edilmis hiicrelerde doksorubisinle birlikte
kontrole oranla doza ve zamana bagl canlilik yiizdesinde konsantrasyon arttikca istatistiksel
olarak anlamli azalmalar gozlendi. Devaminda MTT testi deney gruplar1 degerlendirildi fakat
sonug elde edilemedi. Flow sitometride bu gruplarda canlilik degerlerine bakildiginda ise poly
I:C/LPS/dox grubunda ise doksorubisin grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir artis
saptandi. Nekroz yolaginda ise, LPS/polyl:C/dox grubunun ise doksorubisin grubun gore
nekroz yolagina gittigi goriildii. Apoptoz yolaginda, LPS/polyl:C/dox grubunun doksorubisin



grubuna gore apoptoza gittigi gézlendi. Son olarak tiim gruplarda p-PKR aktivasyonu western
blot analiziyle tespit edildi. PKR aktivasyonunun doksorubisinin duyarliligini engelledigi
goriildii.

Sonu¢:PKR aktivasyonunun koryokarsinom hiicrelerinde bir kemoterapotik ajan olan

doksorubisine kars1 direng gosterdigi gozlendi.

Anahtar kelimeler: Doksorubisin, Koryokarsinom, PKR Aktivasyonu.
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ABSTRACT

THE EFFECT OF PKR KINASE ACTIVATION ON THE SENSITIVITY OF
CHORIOCARCINOMA CELLS TO A CHEMOTHERAPEUTIC AGENT

Bilen B. Aydin Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Medicine
Faculty Medical Biology Program Master Thesis, Aydin, 2023.

Objective: It is aimed to determine how the proliferation and apoptotic properties of
choriocarcinoma cells grown in cell culture will change as a result of PKR activation, and to
show that PKR activation can be an alternative that can be used in cancer treatment by
determining the sensitivity of PKR activation in choriocarcinoma cells to the
chemotherapeutic agent doxorubicin.

Materials and Methods: Choriocarcinoma cells were grown by cell culture method. Cells
were divided into two groups as doxorubicin group and poly I:C/LPS/doxorubicin group.
Doxorubicin was applied to the cells at different doses. To create PKR activation, LPS and
poly I:C were applied to the cells. Then the groups; control was formed as doxorubicin, poly
I:C/LPS and poly I:C/LPS/doxorubicin and MTT viability assay was performed to determine
their effects on swan 71 cells. Viability, necrosis and apoptosis pathways were examined by
flow cytometry method. Protein was obtained by protein isolation method. Then, the amount
of protein obtained by the bradford experiment was determined. In order to detect PKR
activation and to determine the effect of doxorubicin on PKR activation, western blot test was

performed to determine p-PKR.

Results: In the experiment performed with the cell count device, statistically significant
decreases were observed in the percentage of viability depending on dose and time compared
to the control with doxorubicin in swan 71 cells and PKR activated cells treated with different
doses of doxorubicin as the concentration increased. Subsequently, MTT test experimental
groups were evaluated, but no result could be obtained. When the viability values in these
groups were examined in flow cytometry, a statistically significant increase was found in the
poly I:C/LPS/dox group compared to the doxorubicin group. In the necrosis pathway, it was
observed that the LPS/polyl:C/dox group went to the necrosis pathway compared to the
doxorubicin group. In the apoptosis pathway, it was observed that the LPS/polyl:C/dox group

Xii



went to apoptosis compared to the doxorubicin group. Finally, p-PKR activation was detected

in all groups by western blot analysis. It was observed that PKR activation inhibited the

sensitivity of doxorubicin.

Conclusion: It was observed that PKR activation showed resistance to doxorubicin, a

chemotherapeutic agent, in choriocarcinoma cells.

Keywords: Choriocarcinoma, Doxorubicin, PKR Activation.
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1. GIRIS

Kanser, insan viicudunun organ ve dokularindaki hiicrelerin ¢evresel ve genetik
faktorler etkisiyle kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalip farkilagsmasi sonucu olusan ve yasami tehdit

eden kompleks bir hastaliktir (Hanahan ve Weinberg, 2011).

Gestasyonel trofoblastik, anormal plasentadan olusan lokal invasyon ve metastaz
potansiyel 6zelligine sahip bir hastaliktir (Soper, 2021). Gestasyonel tiimorleri, hidatidiform
molar gebelikleri ve neoplastik olmayan tiimor benzeri lezyonlar1 bu durumlarin ¢ogu
trofoblast proliferasyonu ilgili olarak genotip ve fenotipine bagli olarak olusur. Gebelik
sirasinda ve gebelikten sonra ortaya ¢ikan gestasyonel trofoblastik hastaliklar, premalign
kisim hidatidiform mol ve malign kismi invaziv mol koryokasinom, plasental kisim
trofolastik tiimor ve epiteloid tiimor olmak tizere dort grup seklinde ayrilir ve bunlar
trofoblastik neoplazi olarak da bilinirler (Seckl ve digerleri, 2010). Premaling mol
hidatidiform  tiriiniin tedavi edilme olasiligr yiiksek iken; malign kismi invaziv mol
koryokasinom, plasental kisim trofolastik tiimér ve epiteloid tiimorlerde 6liim riski fazla

oldugundan tedavi edilme durumu diisiiktiir (Ngan ve digerleri, 2021).

Koryokarsinom, trofoblast kokenli olup normal olmayan plasenta trofoblast hiicrelerinin
¢ogalmasiyla olusan malign bir tiimdrdir. Koryokarsinom en 6liimciil hastalik olmakla birlikte
akciger, karaciger ve merkezi sinir sistemine metastaz yapma Ozelligine sahiptir (Wang ve
digerleri, 2022). Nekroz ve hemorajiyle karakterize edilen germ hiicreli bir timér bileseni
olmas1 mevcuttur. Koryokasinom gestasyonel olmayan ve gastasyonel olarak iki tipe ayrilir
ve gastasyonel olmayan tip daha kotii huylu tiimor olup kemoterapi ilaglarma direnglidir.
Koryokasinom hastaliginin tanisi, insan koryonik gonadotropin (HCG) protein seviyesi
Ol¢iilerek belirlenir (Ngan ve digerleri, 2021). Koryokarsinom cerrahi islem, radyoterapi ve
kemoterapi ilaglariyla tedavi edilir (Wang ve digerleri, 2022). Bununla birlikte kemoterapi
ilac1 olan doksorubisin, kanser tedavilerinde kullanilan lipozomal kapsiillii antikanser ilacidir.
Doksorubisin pegile lipozomal doksorubisin olarak da bilinmektedir ve doksorubisin igeren

lipozomun etrafinda bir polietilen glikol yapisi icermektedir (Soininen ve digerleri, 2015).

Protein kinaz RNA (PKR); hiicresel olaylara cevap olarak trandiiksiyonu diizenleyen,
hiicrede ¢esitli yerlerde bulunabilen ve protein translasyonunu regiile eden elF2a proteinini
fosforile eden bir serin treonin kinazdir. Viral enfeksiyon, yanlis katlanmis proteinlerin

birikmesi, stres uyarilara cevap olarak hiicre sinyali 6koryotik baglatma faktorii 2° nin alfa alt



biriminin fosforilasyonu ile birlesip, dort kinaz ailesinden elf2o’nin fosforilasyonuyla
gerceklesir. Viral enfeksiyona cevap olarak aktive edilen PKR’in RNA ile etkilisimi
dimerizasyonu destekler ve otofosforilasyona ugrar, daha sonra elF2a’y1 fosforile ederek
genel translasyonu kapatir. Bu esnada ATF4 stres tepkisi transkripsiyon faktoriiniin artan
translasyonuyla dowstream sinyal kaskadini aktive eder (Hesler ve digerleri, 2021). PKR,
endoplazmik retikulum stresinde (ER stres) aktive olan bir stres kinazidir. Benzer sekilde ER
streste de protein sentezini durdurarak yanlis katlanmis proteinlerin olusmasini azaltir. PKR
aktivasyonu i¢in PKR’leri baglayan RNA’lar aktif yapiyr destekleyen kinaz alaninda
dimerizasyonu indiikler (Cole, 2007).

Apoptoz; gelisme ve yaslanma sirasinda hasar goren hiicreleri korumak icin gerceklesen
kontrollii hiicre 6limiidiir (EImore, 2007). Apoptoz, normalde hiicrenin gelisme, yaslanma ve
farklilasmasi sirasinda hiicrenin korunmasi i¢in homeostatik bir mekanizma olarak ortaya
¢ikar. Hasar goriilen hiicrelerde 6liim sinyalleri, hiicre 6limiiniin yiiriitiilmesinden sorumlu
olan kaspazlarin aktivasyonuna yol agan sinyal yollar1 araciligiyla iletilir ve hiicre kontrolli
bir sekilde dlime gider (Xu ve digerleri, 2019). Nekroz; litik viral enfeksiyon, hipertemi,
iskemi, hipoksi ve siddetli oksidatif stress gibi durumlarda hiicrelerin hasar gorerek hiicrenin
kendi enzimiyle kendini yok etmesi yani Kontrolsiiz hiicre 6limidiir. Hiicrenin &liimiyle
beraber gegen siirede hiicrenin kendi kendini yok etme durumu otoliz olarak da tanimlanir
(Elmore, 2007).

Bu ¢aligmada; hiicre kiiltiiriinde ¢ogaltilan koryokarsinom (swan 71) hiicrelerinin PKR
aktivasyonu sonucunda proliferasyon ve apoptotik Ozelliklerinin ne sekilde degisecegini
belirmek amaglanmistir. Bununla birlikte, PKR aktivasyonunun koryokarsinom hiicrelerinde
kemoterapotik ajan olan doksorubisinin  duyarliligina etkisini  belirlemek ve kanser

tedavisinde kullanilabilecek bir alternatif olabilecegini gostermek hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser, anormal hiicrelerin bulundugu ortamda ya da uzak ortamlarda kontrolsiiz olarak
cogalip biiylimeleri sonucu olusan bir hastaliktir. Kanserlesme; ¢evre, genetik ve yaslanmanin
etkisiyle hiicre proliferasyonundaki anormallik ile hiicrelerde olusan mutasyonlarin birikmesi
sonucu meydana gelir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ne gore
kalp krizinden sonra kanser ikinci sirada olan en oliimciil hastaliktir (Roy ve Saikia, 2016).
Kanser 20. yiizyilda en korkulan hastaliklarin biri olmakla beraber son yillarda her dort
kisiden biri 6miir boyu kanser riski tasimakmaktadir. Kanser tedavisi cerrahi, radyoterapi ve

kemoterapi yaygin olarak kullanilan tedavi yontemleridir.
2.2. Gestasyonel Trofoblastik Hastaliklar

Gestasyonel trofoblastik hastalik, plasenta kokenli olan neoplastik olmayan tiimor
benzeri lezyonlari, hidatidiform molar gebelikleri ve gestasyonel trofoblastik tiimorleri (GTT)
iceren bir hastaliktir. Gestasyonel trofoblastik neoplazi, lokal invazyon ve metastaz
potansiyeline sahip hastaliktir (Seckl ve digerleri, 2010). Gestasyonel trofoblastik hastalik
(GTH), anormal fertilizasyon sonrasinda goriilen bir hastalik olmakla beraber bening GTH ve
malign GTH olarak iki smifa ayrilir. Bening GTH’lar komplet mol hidatiform, parsiyel mol
hidatiform, plasental site nodiil, egzajere plasental site olarak simiflandirilabilmektedir.
Malign GTH’lar, invazif mol hidatiform, koryokarsinom, plasenta yerlesimli trofoblastik
timor (PSTT) ve epiteloid trofoblastik timoér (ETT) siniflandirilir. WHOya gore; gestasyonel
trofoblastik hastalik hidatiform mol, invazif mol, koryokarsinom ve plasental bdlge tiimori

olarak dort sinifa ayrilmistir (Kaur, 2021).

Hidatiform mol : Hidropik villuslarin ge¢isi ve anomormal kanamadan dolayr semptomlar
oldugunda gebeligin ilk yarisinda teshis edilir. Tam ve kismi olmak {izere histolojik ve
morfolojik olmak tiizere iki smifa ayrilir. Tam hidatiform mol ve kismi hidatiformde
gametogenez ve dollenmedeki bir hatadan dolay1 plasental villustta kiiglik iiziim benzeri
(hidatidiform) yapilar olur. Kismi1 molde histolojik o6zellikler tam mole gore daha az

belirgindir (Soper, 2021).

Invazif mol : Trofoblast proliferasyonu, troblast biiyiimesi metastaz yapabilen hidropik

koryonik villiis ile karektezedir. Tam molar gebelikten sonra ortaya ¢ikan anormal vajina



kanama, uterus biiylimesi ve artmis B-HCG yiksekligiyle belirtiler gosterir (Silva ve
digerleri, 2021).

Plasental bolge tiimorii : Implantasyondan meydana gelen monoforfik ekstravilloz
sitotroblast benzeri hiicreler popiilasyonundan meydana gelir. Gebelikle olayinda gelisebilir
veya gelistikten yillar sonra ortaya c¢ikabilmektedir. En Onemli belirtiler anomal vajinal

kanama ve uterus biiyiimesidir (Silva ve digerleri, 2021).

Koryokarsinom : Molar gebelikten sonra oraya ¢ikan germ hiicrelerinden ve somatik
hiicrelerden elde edilir. Hem anne ve hem fetiista metastaz gelisimi olabilmektedir. Vajinal
kanama, artmis B-HCG yliksekligi ve metastik bolgelerde kanama varligiyla en Onemli

belirtileridir (Silva ve digerleri, 2021).
2.2.1. Gestasyonel Trofoblastik Hastaliklarda Epidemiyoloji

Gestasyonel trofoblastik hastalik insidans verileri Asya, Orta Dogu ve Afrikada rapor
edilen bilgiler dogrultusunda en yiiksek oranda goriilmektedir. Hidatiform mol indasina gore
Kuzey Amerika, Avusturya ve Yeni Zelanda elde dilen ¢alismalarda 1000 gebelikle 0.57- 1.1
arasinda arasinda degisim gosterirken Giineydogu Asya da 1000 gelebelikte 2,0 gibi yiiksek
veriler bulunmustur. Gestasyonel hastaliklarin Asya iilkerinde daha fazla olmasinin sebebini
genetik ozellilkler ve kiiltiirel faktorlere baglamaktadirlar. Koryokarsinom insidans oranlari,
koryokarsinomun nadir olmasindan dolayr smirhidir. Koryokarsinom Avrupa ve Kuzey
Amerika da 40.000 gebelikten 1’inde goriiniirken, Giineydogu Asya ve Japonya da 40.000
gebelikten 9.2 ve 3.3 insidans verileri de goriilmektedir. Hidatiform mol 21- 35 yas arasi
kadinlar 1.9 kat riske sahipken, 40 yas lstii kadinlarda ise 7.5 kati1 daha fazla goriilmektedir.
Hidatiform mol obstetrik risk faktorii gebelikte diisiik yapan kadinlarda diisiik yapmayan
kadinlara karsilastirildiginda 2 veya 3 kat daha fazla molar gebelik riski olugmustur.
Koryokarsinomda Onceden hidatidiform mol gecirmis ve ileri yaslarda gebe kalma
durumunda risk faktorii olusmustur. Bununla birlikte, kan grubu A olan kadinlarda

koryokarsinom goriilme olasilig1 daha fazladir (Luarin, 2010).



2.2.2. Gestasyonel Trofoblastik Hastaliklarin Genetik Ozellikleri

Tam hidatiform mol baba genomundan gelen kromozomal tamamlayicina sahip olan
germ kokenlidir. En yaygin karyotip 46 XX’dir. Tam hidatiforma neden olan dispermik
dollenme ve Y kromozomuna sahiptir. Kismi hidatifrom mol ise bir annenden gelen
kromozom ve iki babadan gelen kromozom trizomiye sahip olarak 69 XXX, 69 XXY veya 69
XYY karyotipine yap1 olan trizomidir ve 69 YYY goriilmez. Tekrarlayan mol olan hastalarin
metarnal etki genleri olan NLRP7 ve KHDC3L ‘de germ hatt1 mutasyonlar1 sirasiyla %48-80
ve %10-14 goriiliir. Baba trafindan gelen p57 sikline bagimli kinaz inhibit6rii anne tarafindan

ifade edilen gendir (Soper, 2021).
2.2.3.Gestasyonel Trofoblastik Hastaliklarin Tani ve Tedavisi

Gestasyonel troblastik hastalarin tan1 ve tedavisinde biyobelirteg olarak HCG
seviyelerine bakilmaktadir. Troblast hastaliginin erken doneminde HCG degerinin serumda
yiiksek c¢ikmasi hastaligin tanisint belirler. Koryokarsinomda hc protein yapisi farklilik
gosterebilir ve normal gebelikte sentezlenen HCG daha biiyiik oligosakkarid yan zincirine
sahip olandir. Bu hiperglikoze hcg olarak isimlendirilir. Gestasyonel trofoblast hastaliginin
tanisinda birkag farkli biyobelirtegler de bulunur. Koryokarsinom i¢in Ki-67 CD146, MUC-4,
HLA-G belirteg olarak kullanilabilir (Silva ve digerleri,2021).

Gestasyonel trofoblastik hastaligin  tedavisinde cerrahi yontem, radyoterapi ve
kemoterapi yontemleri kullanilir. Kemoterapi olarak tek bir ajan kullanildiginda ve cevap
alindiginda HCG degerleri tedavi sirasinda diislise geger, eger yiikselirse veya doz yeterli
degilse ya da tedaviyi engelliyorsa alternatif olarak baska ajanla degistirilmelidir (Ngan ve
digerleri, 2021). Kemoterapotik ajanlardan metotreksattan ve aktinomisin D uygulandiginda,
HCG seviyelerinin %76 ve %87 arasinda iyi bir cevap orani verdigi gézlenmistir ve bununla
birlikte birden fazla kemoterapi ilact disiiniilebilir. Koryokarsinom hastalarinda metastaz
potansiyeli oldugu ve kemoterapétik ajana direngli oldugu igin iki farkli ajan uygulanabilir
(Ngan ve digerleri, 2021). Gestasyonel trofoblast hastalarinda pembroluzimab ve avelumab
ilac1, direngte etkili oldugu bildirilen bir Anti-PD-1 kemoterapi ajanidir. HCG degerleri
normale ulagtiginda tedavi basarisiz olarak degerlendirilir. Kemoterapi ii¢ kiir alindiginda
stabilize olursa hastalarin tedaviye direngli oldugunu belirtilir ve ikinci basamak tadeviler

uygulanmalidir (Silva ve digerleri, 2021).



2.3 Kemoterapi ilaci Doksorubisin

Dokrorubisin; hiicre yapilarinin yikimi, hiicre 6liimii ve kanser hiicrelerinin biiytimesini
engellemesi gibi birkag sitotoksik mekanizmalarinin aracilik ettigi, ¢esitli kanser hastalarinin
tedavisinde kullanilan antrasiklin antibiyotiktir. Cesitli kanser tiirlerinde kanser hiicrelerini
oldiirme potansiyeli yiiksektir. Doksorubisin ve sorafenib FDA tarafindan onaylanmis
ilaglardir (Sotto ve digerleri, 2021). Doksorubisinin etki mekanizmasi karmasik bir halde
oldugu i¢in tamamen anlagilmayip DNA’y1 etkiledigini diisiiniiliir. Transkirpsiyon esnasinda
DNA’daki ¢ift bagin agilmasinda gorev yapan topoizomeraz II enziminin ilerlemesini bloke

eder (Soininen ve digerleri, 2015).
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Sekil 1. Doksorubisinin molekiiler yapisi.

2.4. Koryokarsinom

Koryokarsinom, anarmol trofoblast hiicrelerinin ¢ogalmasi, koryonik yapinin yoklugu
ve interstisyel transformasyonu ile karakterize olan agresif bir tlimordiir. Koryokarsinom
gestasyonel ve gestasyonel olmayaan olarak iki smifa ayrilir. Gestasyonel olmayan
karsinomlar germ hiicreli bir tiimdr bilesini veya hipofraksiyone karsinomlarda somatik
mutasyonlaridir. Karyokarsinomlar genellikle gebelik sirasinda ortaya g¢ikar bunlara gebelik
karsinomlar olarak isimlendirililir. Hidatidiform mol gebelikten oraya ¢ikan %50 den fazlasi,
erken dogumdan kaynanlanan veya geri kalan tubal gebelikle oraya ¢ikan %25 kismim

olusturur (Mangla ve digerleri 2017).



Koryokarsinom malign bir timor olup metastaz yapma potansiyeline sahiptir. Distale
akciger, distale karaciger ve merkezi sinir sisteme metastaz yaparak yayilir. Koryokarsinomun
%351 ise gastrointestinal sisteme metastaz yapma 06zelligi gostererek kotli prognoza sahiptir.
Koryokarsinom hastalarinin yaklasik olarak %30’ unda metastatik hastalik goriilme durumu
olugsmaktadir. Akciger ise metastazi en sik goriilen bolgedir (Mangla ve digerleri, 2017).
Farkli genetik kokenlere ve immiinojenist seviyelerine sahip olan gestasyonel karsinom ve
gestasyonel olmayan karsinomlarin kemoterapi ve tedavi olma durumlan farklidir (Wang ve
digerleri, 2022).

Gestasyonel koryokarsinom, DNA mutasyonlarindan ortaya ¢ikmamakla beraber
gelisim sirasindaki metilasyon aberasyonlarinin sonucu olarak ortaya ¢ikma durumu olabilir.
Bu durum erken troblast hiicrelerinden kaynaklanmaktadir. Gestasyonel koryokarsinom
patogenezinde, molekiiler diizeyde MDM2, TP53 ve epidermal biiyliime faktorii reseptoriiniin
asirt ekspresyonu ile diger onkoproteinlerin (BCL-2, c-FMS ve c¢c-MYC) rol oynadigi
bilinmektedir. Ayn1 zamanda koryokarsinomda NLRP7 geninde germline mutasyon goriilmiis
ve trofoblast proliferasyonunun, apoptoz iizerinde etkileri plasenta gelisiminde 6nemli rol

oynamustir (Fiore ve digerleri, 2021).

Koryokarsinom hastalarinin erken evresinde terapdtik bir ajan oldukega etkili olur ve
ileri evrede bu sayede iyi bir prognoz gosterir. Bu durumda hastalarin %95°1 kemoterapi ile
iyilesme gosterir (Fiore ve digerleri, 2021). Koryokarsinomda biyobelirteg olarak HCG
seviyeleri oOlciinerek tani konulur. Ilaveten, koryokarsinom kemoterapiye olan yiiksek

duyarliligi g6z 6niine alinarak tedavi edilmelidir (Wang ve digerleri, 2022).
2.5. PKR
2.5.1. PKR Tanimi ve Yapisi

Protein kinaz RNA (PKR); hiicresel olaylara cevap olarak trandiiksiyonu diizenleyen,
cesitli yerlerde bulunabilen ve protein translasyonunu regiile eden elF2a proteinini fosforile
eden bir serin treonin kinazdir (Garcia ve digerleri, 2007). Aminoasit uzunlugu en fazla 551°
dir ve 2. kromozom {izerinde yer alir, (Freng ve digerleri, 1992). PKR, ELF2AK2 gen
tarafindan kodlanir ve trankripsiyonel kontrol, hiicre proliferasyonu, apoptoz diizenlenmesi ve
MRNA’ya doniisiim iizerine etkilidir. PKR bozuklugunda, kanser, metabolik bozukluklar,

viral enfeksiyon ve norodejeneratif hastaliklar ortaya ¢ikabilir (Garcia ve digerleri, 2007).



2.5.2. PKR Aktivasyonu

PKR aktivasyonunu; DNA hasari, sitokinler, ER stresi, sitotoksik ve biiylime faktorleri
artirir. Ayn1 zamanda PKR aktivasyonu, kaspaz aktivasyonuna apoptoz sirasinda baglanir (Lee
ve digerleri, 2022). PKR aktivasyonunu proteinler ve RNA’lar diizenler. RNA viriisii
replikasyonunun PKR aktivatoriic dsRNA’ dir. dsRNA’lar, DNA viriisleriyle enfekte olan
hiicrelerin sitoplazmasinda bulunur. Sirkiiler RNA’ lar PKR inhibitorleridir ve kisa, RNA
dupleksleri olusturan PKR aktivasyonunu inhibe ederler. Interferon (IFN) ve indiiklenen
protein kinaz ELF2AK2, protein aktivatorii bir PKR aktivatoriidiir (Cesaro ve Michiels,
2021)

PKR, interferondan indiiklenir. Viral kaynakli enfekte olmus hiicrelerde ¢ift sarmalll
RNA’ya (dsRNA) baglanir ve translasyonel baslatma faktorii elF2a’ yi fosforile eden kinazi
aktive eden otofosforilasyon reaksiyonuna gider ve bundan dolayr viral durumda enfekte
hiicreler protein sentezini inhibe eder. PKR aktivasyonunda, hiicresel protein PACT aktive

olur ve bu durumda protein ve RNA’lar tarafindan inhibe edilir (Garcia ve digerleri, 2007).
2.6. Apoptoz

Hiicrenin hasar gormesi ile genetik ve molekiiler diizeylerinin kontrol edilerek, dolayli
gerceklesen programlanmis hiicre Sliimii siirecidir. Apoptoz normalde hiicrenin gelisme,
yaglanma ve farklilasmasi sirasinda hiicrenin korunmasi i¢in homeostatik bir mekanizma
olarak ortaya ¢ikar. Apoptoz, hiicreler zararli ajanlar tarafindan hasar gordiigiinde ve
apoptozu tetikleyen olaylar oldugunda bir savunma mekanizmasi olarak ortaya ¢ikar (EImore,
2007). Fizyolojik ve patolojik olaylar sirasinda istenilmeyen hiicreler apoptoza giderek ve
hiicreyi komsu hiicrelerinden uzaklastirarak kontrollii sekilde oliime gétiiriirler. Intrinsik
(igsel) yolak ve ekstrinsik (dissal) yolak apoptoz yollariyla birlesen uyaranla apaptoz
aktivasyonunu baglatir (Xu ve digerleri, 2019).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec¢
3.1.1. Cihazlar

Hiicre kiiltiir kabini (Labronco)

Pipet seti (10 pl, 200 ul, 1000 pul)

Buzdolaplari (-80 °C, -20 °C, +4 °C ) (Samsung)
Sicak su banyosu (Memmert)

Hiicre sayim cihazi (Invitrogen countess)
Inkiibator (Nuaire)

Vorteks (Isolab)

Sivi azot tanki (-196 °C)

Buz cihaz1 (Ugur buzal.60)

Santrifiij (Hettich zentrifugen)

Otoklav (Hirayama)

Flow sitometri cihazi

Spektrofotometre

Hassas terazi (Shimadzu)

pH metre (Mettler toledo)

Sivi azot tanki (-196 °C)

Distile su cihaz1 (Niive)

Sogutmali santrifiij (Eppendorf centrifuge 5415 R)
Orbital calkalayic1 (IKA KS 130)

UV goriintileme cihazi (G:Box Syngene)

Western blot seti (yliriitme, transfer tanki, giic kaynagi, Biorad, Criterion)



3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Swan 71 hiicre hatti

25 cm?’ lik flask

10 cm?’ lik petri kab1 (Biologix)

Ham’s F-12 besi yeri (Sigma)

Fetal sig1r serumu (FBS, 500 ml, Sigma)
L-Glutamin soliisyonu (200 mM, 100 ml, Capricorn)
Penisilin/Streptomisin (100 ml, Capricorn)

Tek kullanimlik steril pipet (5ml, 10 ml,25ml Biologix)
Pastor pipeti (VWR)

Sodyum piriivat (Gibco)

Tripsin-EDTA (% 0,05, Capricorn)

Dulbeccos PBS (1x, Sigma)

6 well plate (Biologix)

5 ml siringa (BD-Luer-LokTM Tip)

15 ml’ lik falkon (Isolab)

50 ml’ lik steril falkon (Isolab)

Cryotube (Isolab)

Enjektor filtresi (Isolab)

Dimetil Siilfoksit (DMSO, Merck)

Etanol (Merck)

RIPA lizis tamponu (ABT)

Protein kuantifikasyon kiti (Bradford testi, Abcam)
Proteaz ve fosfataz inhibitorii (100x, MedChem Express)
Tripan mavisi (Invitrogen)

Tris hidroklorid (Sigma)
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Tris base (Nzytech)

Sodyum kloriir (Merck Millipore Emsure)
Yagsiz siit tozu (Pinar)

Hiicre sayim slayti (CountessTM)

MTT testi kiti (Biotum)

ECL (Biorad)

Tubulin antikoru (Elabscience)

Muse Kiti

Glisin (Nzytech)

B-Merkaptoetanol (Merck Millipore)
Metanol (Merck Millipore)

SDS-PAGE yiikleme boyas1 (5x, Nzytech)
SDS-PAGE jeli (Biorad, Criterion midi)
Whatman Kagidi (Filtre kagidi, Whatman)
Hiicre sayim slayti (CountessTM)

SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) (BioShop)
Nitro seluloz membran (Santa Cruz)
Tween 20 (Sigma)

Anti-Rabbit IgG-HRP sekonder antikor (Elabscience)

Mdivi-1 (Kat. no: A14316, Adooq), Dynasore (Kat. no: A12726, Adooq)
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3.2. Yontem
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

3.2.1.1. Cahismada Kullanilan Hiicreler

Hiicre Kiiltiirli,  canlidaki biiylime ortamimi taklit ederek hiicrelerin bdliiniip
cogalmasini saglayan, kontrollii sartlar altinda olan bir siirectir. Calismamizda kullandigimiz
hiicre hatt1, insan plasenta koryokarsinom (Swan 71) dur. Swan 71, koryokarsinomlu bir
bireyin plasentasindan izole edilen bir hiicre dizisidir. Calismada kullandigimiz swam 71

hiicre hattinin hiicre tipi ve hiicrenin 6zellikleri Tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1. Hiicrenin 6zellikleri ve hiicre tipi.

Organizma Homo sapiens, Insan
Morfoloji Epitelyal
Doku Plasenta
Hastahk koryokarsinom
Biiyiime Ozelligi Adherent

3.2.1.2. Kullamlan Kemoterapik Doksorubisin flacinin Hazirlanmasi

Doksorubisin, dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziilerek DMEM besiyerinde 0.39
pg/ml, 1.56 pg/ml, 6.25 pg/ml, 25 pg/ml ve 100 pg/ml’lik dozlar halinde hazirlandi.

3.2.1.3. Hiicre Hattinin Stoktan Cikarilmasi

-80°C’de kriyovial i¢inde saklanan Swan 71 hiicre hattinin hizli bi sekilde ¢oziilmesi
i¢in hiicre 37 °C’de, % 5 CO; i¢eren ortamda 2 dk inkiibe edildi. Coziildiikten sonra 15 ml’lik
falkon tiipiine hiicre siispansiyonu koyulup 1200 rpm’de 5 dk santifiij yapildi. Daha sonra
stipernant kismi aspire edilip hiicre peletinin iizerine 1 ml hams F12 besiyeri ilave edilip
hiicrenin siispansiyon haline getirildi. % 10 FBS, % 1 penisilin-streptomisin , %1 sodyum
piriivat ve %3 L-glutamin igceren Sml hams F12 besiyeri 25 cm?’lik flask igerisine alind1 ve
25 cm?’lik flask igerisine 1ml hiicre siispansiyonu  koyularak %5 CO, 37°C ’de igerdigi

ortama birakildi.
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3.2.1.4. Hiicre Hattinin Pasajlanmasi

Inkiibasyona birakilan hiicreler 25 cm?’ lik flask yiizeyini %80 kapladiklarinda flask
igerisinde mediumu aspire edildi. Hiicrelerin besiyerinden tamamen armmmasit ve Ol
hiicrelerinin kalmamasi i¢in 25 cm?’lik flaskin i¢ine 2 ml PBS koyularak yikanmasi saglandi.
Yikama islemi bittikten sonra flaskin yilizey kismina yapisan hiicrelerin ayrilmasinin  %0.05
Tripsin EDTA soliisyon flask igerisine birakilip hiicreyi 37°C ’de, % 5 CO>’li ortamda 3dk
inkiibe edilmesi saglandi. Hiicrelerin flask yiizeyinden ayrildigt mikroskop altinda
bakildiginda hiicrelerin yiizeyden ayrildigi gézlendikten sonra tripsini inhibe yapabilmek i¢in
3 kat1 kadar medium ilave edilip hiicre slispansiyon olusturuldu. 10 ml’lik petri icerisine %
10 FBS, % 1 penisilin-streptomisin , %1 sodyum piriivat ve %3 L-glutamin igeren 8 ml hams
F12 medium koyuldu. 10 ml’lik petri igerisinde 2 ml hiicre slispansiyonu ilave edildikten
sonra 37°C ’de, % 5 CO; iceren ortamda inkiibasyona birakildi. Bu sekilde iicrelerin

cogalmasi saglandi.
3.2.1.5. Hiicre Hattinin Stoklanmasi

Hiicreler 10 ml’lik petri yiizeyini tamamen kapladiklarinda petri igerisindeki besiyeri
aspire edildi. Hiicrelerin besiyerinden tamamen arinmasi ve 6lii hiicrelerinin kalmamasi i¢in
10ml’lik petri icerisine 5 ml PBS ilave edilerek yikanmasi saglandi. Petri yiizeyine yapisan
hiicrelerin ayrilmasi igin hiicreler 1ml Tripsin EDTA soliisyonu igerisine birakilip hiicrelerin
37°C’ de, % 5 CO’li ortamda 3dk inkiibe edilmesi saglandi. Hiicrelerin petri yiizeyinden
ayrildig1 mikroskop altinda bakildiktan sonra tripsinin inhibe edilmesi i¢in en az 3 kati kadar
ortama medium konuldu. Hiicre siispansiyonu 15 ml’lik falkon igine alinip 1200 rpm’de 5 dk
santifiij yapildi. Santifiijden sonra pelet kisminin kalmasi i¢in siipernant kismi aspire edildi.
1.5 ml kriyovinal tiip i¢in frezying medium (% 70 DMEM, % 20 Fetal Bovin Serum (FBS), %
10 DMSO) hazirlandi. 15°lik falkon igerisine frezying medium ilave edilip pipetaj yapilarak,
hiicre siispansiyon haline getirilip kriyoviyal tiipiin igerisine alindi. Hiicreler -20°C’de
buzdolabinda 20 dk bekletildikten sonra -80°C’deki buzdolabina konuldu.

3.2.1.6. Kullanilan Mediumun Hazirlanmasi

Swan 71 hiicre dizisi i¢in %10 fetal bovine serum, % 1 penisilin-stroptomisin, % 3 L-

glutamin ve %1 Sodyum piriivat igeren hams F12 besiyeri soliisyonu kullanildu.
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3.2.2. Cahismada Kullanilacak Hiicre Gruplarinin Belirlenmesi

Calismamiz dort deney grubu seklinde belirlenip gruplar Tablo 2° de gosterilmistir.

Tablo 2. Deney gruplari.

GRUPLAR UYGULAMALAR
Grup 1 Kontrol
Grup 2 Doksorubisin
Grup 3 LPS ve poly I:C
Grup 4 LPS, poly I:C ve Doksorubisin

3.2.3. Hiicre Sayim Cihaz ile Hiicrelerin Canli ve Olii Oranlarimin Belirlenmesi

Hiicre sayim cihazi ile yapilan 6l¢iim; hiicrelerin canlilik sayisini, canlilik yiizdesini, 6lii
sayisini, 0li yiizdesini ve toplam total hiicre sayisimi belirleyen yontemdir. Deney iki grup
seklinde ti¢ tekrar halinde yapilmistir. Hiicrelere pasaj islemi yapilip bir gece boyunca
bekletildikten sonra 10 ml’lik petri icerisinde konfluent olan hiicrelerin besiyeri aspire edildi.
Aspire edildikten sonra 5 ml PBS ile yikanarak 1ml tripsin EDTA koyulup 5 dk inkiibasyona
birakildi. Tripsini uzaklastirmak i¢in 3 kat1 kadar mediumu ilave edilip 15 ml’ lik falkon tiipii
icine alindi. Falkon tiipii i¢erisine alinan hiicreler santifiij edilip siipernant kismi atild1 ve pelet
kismina 1 ml besiyeri koyularak hiicre siispansiyon haline getirildi. Hiicre siispansiyon haline
getirildikten sonra 15 ml’lik falkon tiiplerine 5 ml besiyer ilave edildi. 6 kuyucuklu olan 6
well palletlere 1 ml besiyeri ve fiizerine 100.000 hiicre olacak sekilde 1 ml hiicre
stispansiyondan ilave edilip bir gece boyunca kalmasi i¢in 37°C %5 CO, ortamda
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin kullanilacak gruplarda poly I:C (50 pg/ml) ve LPS (500
ng/ml) uygulanarak 24 saat siireyle muamele edildi. 24 saat dolduktan sonra kullanilacak olan
kemoterapi ilac1 doksorubisin uygulanacak olan gruplara belirlenen dozlarda (0 pg/ml, 0.39
pg/ml, 1.56 pg/ml, 6.25 pg/ml, 25 pg/ml, 100 pg/ml) hiicrelere muamele edilerek 24 saat
stireyle 37°C %5 CO, ortamda inkiibasyona birakildi. Siireleri dolduktan sonra 6 well plate
hiicre kaplari igerisindeki besiyeri ve bulunan 6lii hiicreleri farkli gruplara ayirdigimiz 15
ml’lik falkon tiiplere koyuldu. Hiicrelerin iizerinden besiyeri ¢ekilmis olan hiicreleri 500 ml
I1x PBS’le yikandi. Hiicreleri yiizeyden ayrilmasini saglamak icin 500 ml Tripsin-EDTA
soliisyonu koyularak hiicreleri 37°C’de, % 5 CO>’li ortamda 3dk inkiibasyona birakildi. Ilk
once 6 well plate hiicre kaplari igerisindeki 6li hiicreler farkli gruplara ayirdigimiz 15 ml’lik
falkon tiiplere koyuldu ve sonra kaldirilan hiicreler 15 ml’lik falkon tiiplere eklendi. Ardindan

5 dk 1200 rpm’ de santifiij edilerek hiicrelerin siipernant kismi aspire edildi ve pelet kismina
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Iml Dbesiyeri konularak hiicre siispansiyonu haline getirildi. Elde edilen hiicre
stispansiyonundan 10 ul alindi ve 10 ul tripan blue da alinip ependorf tiipiine konuldu. Bu
karisimdan 10 pl aliip hiicre sayim slaytina koyulup, hiicre sayim cihazinda 6lgiim yapildi.

Bu calismada yapilan deney gruplari ve kullanilan dozlar asagida Tablo 3“‘de gosterilmistir.

Tablo 3. Calismamizda uygulanan kimyasallar, ilaglar ve dozlari.

UYGULANAN KiMYASAL VE DOZLARI
ILACLAR
Kontrol Grubu 0 pg/ml
Doksorubisin 0.39 ng/ml
Doksorubisin 1.56 pg/ml
Doksorubisin 6.25 pg/ml
Doksorubisin 25 pg/ml
Doksorubisin 100 pg/ml
Poly IC, LPS 50 pg/ml, 500 ng/ml
Poly IC, LPS, Doksorubisin 50 pg/ml, 500 ng/ml, 0.39 pg/ml
Poly IC, LPS, Doksorubisin 50 pg/ml, 500 ng/ml, 1.56 pg/ml
Poly IC, LPS, Doksorubisin 50 pg/ml, 500 ng/ml, 6.25 pg/ml
Poly IC, LPS, Doksorubisin 50 pg/ml, 500 ng/ml, 25 pg/ml
Poly IC, LPS, Doksorubisin 50 pg/ml, 500 ng/ml, 100 pg/ml

3.2.4. Metiltiazotetrazolium (MTT) Canhilik Testi

MTT testi, Mosmann 1983°te gelistirilen yontem hiicre canliligini, proliferasyon ve
sitotoksisite belirmesinde giiniimiizde kullanilan en yaygin testir. Bu yontem canli hiicrelerde
bakilan mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz kolorimetrik olarak enzim aktivitesinin
Olglilmesi saglayan hiicre canlilik testidir. MTT maddesi (tetrazolyum (3-(4,5-dimetiltiyazol -
2)-2,5-difenil tetrazolyum bromid) sari renkte bir formozon tuzudur, yasayan hiicreler
tarafindan koyu mavi-mor renkli formazan kristallerine doniisiir ve MTT tetrazolium tuzunun
formazana indirgenmesi azalir. Formazan kristali DMSO kullanilarak ¢6ziiliir, renk
degisimine bagli olarak 570 nm ve 630 nm dalga boyunda spektrofotometrede O6lgiim
yapilarak degerleri bulunur (Erkekoglu ve Baydar, 2021).

MTT metodu, dort grup seklinde belirlenmis, 5000 hiicre olucak sekilde 96 kuyucuklu
hiicre kiiltiir kaplarinda ekim yapilarak bir gece boyunca 37°C %5 CO; ortamda inkiibasyona
birakildi. Ertesi giin kullanilacak gruplarda poly I:C (50 pg/ml) ve LPS ( 500 ng/ml)
uygulanarak 48 saat siiresine kadar inkiibe edildi. Kullanilan kemoterapi ilaci doksorubisin

belirlenen 100 pg/ml dozda 24 saat siiresince hiicrelere inkiibe edildi. Hiicreler tedavi
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stirelerinde 37°C, %5 CO>’li ortamda inkiibasyona birakildi. 24 ve 48 saat sonunda her bir

kuyucugun besiyeri aspire edilerek PBS’le yikandi. Her bir kuyucuga 200 ul PBS koyuldu ve

5 ul MTT soliisyonu koyularak 1.5 saat inkiibasyona birakildi. Olusan formazan kristallarinin

¢oziilmesi igin her bir kuyucuga 200 ul DMSO koyuldu, 570 nm ve 630 nm dalga boyunda

spektrofotometrede ol¢iim yapildi ve absorbanslar belirlenerek hiicrelerin canlilik oranlar

tespit edildi. Bu c¢alismada yapilan deney gruplari ve kullanilan dozlar Tablo 4‘de

gosterilmistir.

Tablo 4. Calismamizdaki deney gruplari ve dozlart.

GRUPLAR KULLANILAN DOZLAR
Kontrol 0 pg/ml
Doksorubisin 100 pg/ml
Poly I:C/LPS 50 pg/ml, 500 ng/ml
Poly 1:C/LPS/ Doksorubisin 50 pg/ml, 500 ng/ml, 100 pg/ml

Mitokondriyel
rediiktaz

MTT

Hiicreler ekilir (5000, 10000

veya 20000 hiicre/plak)

Medyum aspire edilir. MTT
¢ozeltisi eklenir.

3 saat

Formazan

Olusan formazan kristalleri
DMSO’da ¢oziiniir.

\ Absorbans 570 nm’de okunur.

Hiicre canlihg: kontrole gére
ylizde olarak hesaplanir.

Sekil 3. MTT testinin yapilisi (Erkekoglu ve Baydar, 2021).
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Resim 1. MTT testinde birinci deneyin yapilis.

3.2.5. Flow Sitometri Metodu

Flow sitometri metodunda, dort grup ti¢ tekrar seklinde ayrilarak 6 kuyucuklu olan dort
adet 6 well plate 1 ml besiyeri ve lizerine 100.000 hiicre olacak sekilde 1 ml hiicre
sispansiyondan ilave edilip bir gece boyunca kalmasi i¢in 37°C %5 CO;, ortamda
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin kullanilacak gruplarda poly I:C (50 pg/ml) ve LPS ( 500
ng/ml) uygulanarak 48 saat ve 72 saat slireyle muamele edildi. 24 saat ve 48 saat dolduktan
sonra kullanilacak olan kemoterapi ilac1 doksorubisin uygulanacak olan gruplara belirlenen
100 pg/ml dozda 24 saat ve 48 siireyle hiicrelerle muamele edildi. Siireleri sonunda 6 well
plate hiicre kaplar icerisindeki besiyerinde bulunan 6lii hiicreleri farkli gruplara ayirdigimiz
15 ml’lik falkon tiiplere koyuldu. Hiicrelerin {izerinden besiyeri ¢ekilmis olan hiicreleri 500
ml 1x PBS’le yikandi. Hiicreleri yiizeyden ayrilmasini saglamak i¢in 500 ml Tripsin EDTA
soliisyonunu koyularak hiicreleri % 5 CO2’li, 37°C’de ortamda 3dk inkiibasyona koyuldu.
Kaldirilan hiicreleri 6 well plate hiicre kaplar1 igersindeki besiyeri ve bulunan 6lii hiicreleri
farkli gruplara ayirdigimiz 15 ml’lik falkon tiiplere koydugumuz kaldirilan hiicreler de
eklendi ve 5 dk 1500 rpm’ de santifiij edilerek hiicreleri siipernatant ve pellet haline
getirdigimiz hiicreleri slipernant kismi aspire edildi. Pelet kismmi 100 pl PBS’le hiicreleri
seyreltilir. Efendorf tiipleri igerisine count-viability kitinden 450 pl koyularak 50 pl hiicre
stispansiyon ettigimiz hiicreleri (lxlOG) olacak sekilde koyulur ve vorteksliyip 1s18a maruz
kalmayacak sekilde 5 dk oda sicakliginda bekletildi. Flow sitometri cihazi ile 6l¢iim yapildi.

Bu ¢aligmada kullanilan deney gruplari ve kullanilan dozlar Tablo 5°de gdsterilmistir.
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Tablo 5. Caligmamizdaki deney gruplari ve dozlart.

GRUPLAR KULLANILAN DOZLAR
Kontrol 0 pg/ml
Doksorubisin 100 pg/ml
Poly 1:C/LPS 50 pg/ml, 500 ng/ml
Poly 1:C/LPS/ Doksorubisin 50 png/ml, 500 ng/ml, 100 pg/ml

3.2.6. Protein Izalasyonu

Protein izalasyon metodunda dort grup seklinde ayrilarak 6 kuyucuklu olan 6 well plate
1 ml besiyeri ve iizerine 100.000 hiicre olacak sekilde 1 ml hiicre slispansiyondan ilave edilip
bir gece boyunca kalmasi i¢in 37°C %5 CO>’li ortamda inkiibasyona birakildi. Bir sonraki
giin poly I:C ve LPS uygulanacak gruplara poly I:C 50 pg/ml ve LPS 500 ng/ml muamele
edilerek 48 saat siireyle inkiibe edildi. 24 saat dolduktan sonra kullanilacak olan kemoterapi
ilac1 doksorubisin uygulanacak hiicrelere belirlenen 100 pg/ml dozda 24 saat siireyle
hiicrelerle muamele edildi. Siirelerin sonunda petrilerinin {izerindeki besiyerleri aspire
edilerek 5 ml PBS ile yikandi. Petrinin yiizeyindeki hiicreleri kaldirmak i¢in 1 ml tripsin
EDTA eklendi ve 3 ila 5 dk arasinda inkiibasyona birakildi. Petri yiizeyinden kalkan hiicrelere
PBS 5ml koyularak toplandi ve 15 ml’lik falkon tiipiine koyuldu. Hiicrelere, 5 dk 4°C 2000
rpm’de santrifiij yapildi. Santifiijden sonra siipernant kismi atilip pellet kismi 1 ml PBS ile
¢cozdirildi ve ependorf tiiplerine aktarildi. Ependorf tiiplerine aktirilan hiicre
sispansiyonlarina 5 dk 4°C 2000 rpm’de santrifiij yapildi. Santifiij yapilan hiicrelerin
siipernant kismi atilip pellet kismma 150 ul RIPA tamponu (Radio Immunoprecipitation
Assay, lizis ve ekstraksiyon tamponu) eklenerek 15 kez buz kalibi iistiinde pipetaj yapildi.
RIPA tamponun hazirlanmak i¢in %1 proteaz inhibitorii, %1 fosfotaz inhibitdrii ve 166,6 pl
RIPA tamponu ise ependorf tiipii i¢erisinde hazirlandi. Pipetaj islemi yaptiktan sonra 15 kez
enjektor igne ucundan gegirildi ve 20 dk bekletilmek iizere -80°C’ye koyuldu. -80 °C’ den
alinan tiipler buz kalib1 iizerinde 10-15 kez pipetaj islemi yapilarak ¢ozdiiriildii. Cézme ve
dondurma islemi 4 kez tekrar edildi ve sonra 5 dk 4°C 14000 rpm’de santifiij edilip siipernant
kisimlar1 bagka ependorf tiiplerine alinarak elde edilen proteinler -20 °C’ye kaldirildi. Bu

calismada kullanilan deney gruplari1 ve dozlar Tablo 6°da gosterilmistir.
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Tablo 6. Caligmamizdaki deney gruplari ve dozlart.

GRUPLAR KULLANILAN DOZLAR
Kontrol 0 pg/ml
Doksorubisin 100 pg/ml
Poly I:C/LPS 50 pg/ml, 500 ng/ml
Poly 1:C/LPS/Doksorubisin 50 pg/ml, 500 ng/ml, 100 pg/ml

3.2.7. Protein Tayini Metodu (Bradford Assay)

Protein izalasyonundan sonra Tablo 7°de gosterilen sekilde standartlar 1:5 oraninda
seyreltilerek hazirlandi. Calisma soliisyonu olarak adlandirildigimiz  standartlar  1x

konsantrasyon haline getirildi. Orneklerde Tablo 8 de gosterildigi gibi hazirlanmustir.

Tablo 7. Bradford assay standartlar tablosu.

SIRA H.O BSA (ul) KONSANTRASYON(ug/pl)
A 0 300 Stok 2000

B 125 375 Stok 1500

C 335 325 Stok 1000

D 175 175 B’den 750

E 325 325 C’den 500

F 325 325 E’den 250

G 325 325 F’den 125

H 400 100 G’den 25

| 400 0 0

Tablo 8. Bradford assay 6rnekler tablosu.

ORNEK ADI PROTEIN(ul) H:O (ul)
Swan 71 /Kontrol 5 20
Swan 71/ Poly I:C/LPS 5 20
Swan 71 /Doksorubisin 5 20
Swan 71/ Poly I:C/LPS 5 20
/Doksorubisin

Hazirlanan standart ve 6rneklerden 96’lik well platelere 200 pl ¢alisma soliisyonu her

bir kuyucuga koyuldu. Sonra her bir kuyucuga 10 ul standart ve 10 pl 6rnek eklenerek pipetaj
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yapilip iyice karigmasi saglandi. Bu islem yapildiktan sonra 30 sn c¢alkalanip karanlikta 5 dk
oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra 595 nm dalga boyunda
spektrofotometrede 595 nm’de dlgiim alindi. Orneklerdeki protein konsantrasyonu standart

grafige uygun olarak hesaplandi (Sekil 4).

0,45
0.4 y = 0,0002x + 0,0349
R?=0,9604 ..~
0,35

0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

0 500 1000 1500 2000 2500

Sekil 4. Protein konsantrasyonu standart grafigi.

3.2.8. Western Blot Metodu

Western blot (WB) metodu, herhangi bir numaneden istenen bir proteini saptamanin bir
yolu olarak baslayan eski ve giivenilir bir teknikdir. Artmis ya da azalmis olarak protein
ifadesinin Olgiilmesinde, hiicrenin  spesifik protein izoformlarmin &lgiimiinde, genetik

hastaliklarin ortaya ¢ikisindan sorumlu proteinlerin belirlenmesinde kullanilan metoddur.
Western blot i¢in tampon ¢ozeltileri;

TBS (Tris Buffered Salline, 1lt ); 6,05 gr Tris-HCI ve 8,76 gr NaCl 1 It dH2O iginde
¢ozdirilda. (pH 7,6).

Yikama Tamponu (TBS, %0,1 Tween 20); 100 ml TBS ¢o6zeltisine 100 pul Tween 20
eklenerek karistirildi.

Transfer Tamponu; 3,03 gr Tris-Base, 14,4 gr glisin, 200 ml metanol ve 2 ml %10 SDS
1 L dH-0 iginde ¢6zdiiriildii.

10X Yiirtitme Tamponu; 30,3 gr Tris-Base, 144 gr glisin ve 10 gr SDS 1 It dH-O’ninda

¢Ozdurildii.

Bloklama Soliisyonu (% 5 Siit tozu, TBS) i¢in; gerekli miktarda bloklama soliisyonu her

seferinde % 5 siit tozu igerecek sekilde TBS ile hazirlandi.
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Strip Tamponu; 200 ml % 10 SDS, 62,5 ml 1 M Tris (pH: 6,7) ile dH20 ile 1 1t ‘ye
tamamlanmistir.  Strip asamasindan o6nce 50 ml strip tamponu igerisine 350 pl

Bmerkaptoethanol eklendi.
Western Blot Teknigi;

-20 C’den cikarilan 6rnekler buzun iistiinde erimesi saglandiktan sonra o6rnek tiiplerini
hazirlamak i¢in 5x’lik yiikleme tamponunda 6 pl drnek ve 24 ul lizat tamponunun 6rnekleri
icerdikleri protein konsantrasyonuna gore 1,5 ml’ lik ependorf tiiplerine alindi. Ependorf
tiipleri 5 dk 95 °C’ de inkiibe edildi. Inkiibe edildikten sonra jel kuyucuguna 3 pl marker ve
30 pul 6rnek yiiklendi. 90 V’ ta 1.5 saat yiiriitiildii. Ardindan transfer tamponu icine asagidan
yukariya dogru siinger, whatman kagidi, jel, membran, whatman kagidi, siinger dedigimiz
transfer sandvig¢i hazirlandi. Transfer sandvigi, transfer tankina yerlestikten sonra 70 V’ ta 2
saat boyunca transfer gerceklestirildi. Sonra bloklama soliisyonuyla membran oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Bloklamadan sonra membran, 1:1000 konsantrasyonda
primer antikoruyla ve bloklama soliisyonuyla 4 °C’ de gece boyunca inkiibe edildi. Gece
boyunca inkiibe edildikten sonra membran yikama soliisyonu dedigimiz wash buffer ile 3
kere 5 dk yikand:. Islem bittikten sonra membran oda sicakliginda 2 saat boyunca 1:5000
konsantrasyonda sekonder antikoru ile bloklama soliisyonuyla beraber muamele edildi ve
tekrar wash buffer ile 10 dk 3 kere yikandi. Yikanmadan sonra membran 500 ml ECL ile 2 dk
muamele edildi ve goriintiileme cihazinda goriintii alindi. Sonra membran oda sicakliginda 1.5
saat boyunca strip soliisyonuyla inkiibe edildi. Strip isleminden sonra membran 5 dk 3 kere
wash buffer ile yikandi ve tekrarinda bloklama soliisyonuyla oda sicakliginda 1 saat boyunca
inkiibe edildi. Inkiibe edildikten sonra a-Tubulin (1:5000) ya da diger bir primer antikorla
(1:1000) ve bloklama soliisyonu i¢inde gece boyunca muamele edilip basamaklar tekrar
edildi. Elde edilen bant goriintiileri ImageJ (NIH, USA) programi ile analiz edildi ve
miktarlar1 belirlendi. Bantlar, her grup i¢in a-Tubulin' e gore normalize edildi ve Kkat

degisiklikleri hesaplandi.
3.2.9. istatiksel Analizler

Istatiksel analizlerde GraphPad Prism 8 (San Diego, ABD) uygulamasi kullanilarak
veriler Ortalama + Standart hata olarak gosterildi. GraphPad Prism 8 uygulamasinda Unpaired
T-Testi ile Welch’s Correction ve One Way ANOVA testleri yapildi. Istatistiksel olarak
anlaml veriler p<0,05, p<0,01, p<0,001 diizeylerinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Sayim Cihazi ile Canh ve Olii Hiicre Sayim Oram Bulgular

Koryokarsinom hiicrelerinde PKR’yi aktive etmek i¢in poly I:C ve LPS uyguladigimiz
swan 71 hiicrelerinde doksorubisinin etkisini belirlemek igin hiicre sayim cihazi kullanilarak
hiicre sayimi gergeklestirildi. Ayrica swan 71 hiicrelerinde doksorubisini farkli dozlarda (0.39
pug/ml, 1.56 pg/ml, 6.25 pg/ml, 25 pg/ml, 100 pg/ml) uygulayarak etkisini belirleyebilmek

i¢in de ayn1 yontem kullanildi.

Doksorubisini farkli dozlarda 24 saat swan 71 hiicreleri ile mualeme ettigimizde
kontrol grubunda 83,67+ 48,30, 0.39 pg/ml dozunda 79,33+ 45,80, 1.56 pg/ml dozunda
78,33+ 45,22, 6.25 pg/ml dozunda 69.33+ 40,02, 25 pg/ml dozunda 68,67+ 39,64 ve 100
pg/ml dozunda 20,33+ 11,73 canlilik ortalamasi ve standart hata belirlendi. Bu bulguya gore
doksorubisin uygulandigimiz swan 71 hiicrelerinde 24 saatte doza ve zamana bagli hiicrelerin
canlilik yiizdesinde konsantrasyon arttik¢a istatistiksel olarak anlamli azalmalar gozlendi
(p<0,001, p<0,05). Swan 71 hiicrelerinde 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda

doksorubusin uygulanmasinda ortaya ¢ikan bulgular Sekil 5 ve Sekil 6’da gosterildi.
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Sekil 5. Swan 71 hiicrelerinde doksorubisin uygulanan canlilik yiizdesi egri grafigi.
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Sekil 6. Swan 71 hiicrelerinde doksorubisin uygulanan canlilik yiizdesi siitun grafigi.

Swan 71 hiicrelerine PKR aktive etmek i¢in poly I:C ve LPS 48 saat uygulandiktan
sonra, doksorubisin farkli dozlarda (0.39 pg/ml, 1.56 pg/ml, 6.25 pg/ml, 25 pg/ml, 100 pg/ml)
24 saat mualeme edildi ve kontrol grubunda 84,67+ 48,88, 0.39 pg/ml dozunda 83,33 +
48,11, 1.56 pg/ml dozunda 80,00+ 46,18, 6.25 pg/ml dozunda 74,33+ 4291, 25 pg/ml
dozunda 73,33+ 42,33 ve 100 pg/ml dozunda 60,00+ 34,64 canlilik ortalamasi ve standart
hata belirlendi. Doksorubisin (24 saat) ve poly I:C /LPS (48 saat) mualeme edildiginde swan
71 hiicrelerinde doza ve zamana bagl hiicrelerin canlilik yiizdesinde konsantrasyon arttik¢a
istatistiksel olarak anlamli azalmalar g6zlendi (p<0,05, p<0,001). Swan 71 hiicrelerine 48 saat
poly I:C ve LPS uygulanan ve ardindan 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda

doksorubisin uygulanmasi ile ortaya ¢ikan bulgular Sekil 7 ve Sekil 8’de gosterildi.
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Sekil 7. Swan 71 hiicrelerinde poly I:C, LPS ve doksorubisin uygulanan canlilik yiizdesi egri grafigi.
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Sekil 8. Swan 71 hiicrelerinde poly I:C, LPS ve doksorubisin uygulanan canlilik yiizdesi siitun grafigi.

Swan71 hiicrelerinde doksorubusini farkli dozlarda 24 saat mualeme ettigimizde
kontrol grubunda 16,33+ 9.42, 0.39 pg/ml dozunda 20,67+ 11,93, 1.56 pg/ml dozunda
21,67+ 12,51, 6.25 pg/ml dozunda 30,67+ 17,70, 25 pg/ml dozunda 31,33+ 18,08 ve 100
pg/ml dozunda 79,67+ 45,99 6lii hiicre ortalamas1 ve standart hata belirlendi. Bu bulguya gore
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doksorubisin uygulanan swan 71 hiicrelerinde 24 saatte doza ve zamana bagl hiicrelerin 6li
yiizdesinde konsantrasyon artikga istatistiksel olarak anlamli artmalar goézlendi (p<0.001,
p<0,05). Swan 71 hiicrelerinde 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda doksorubisin

uygulanmasiyla ortaya ¢ikan bulgular Sekil 9 ve Sekil 10°da gosterildi.
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Sekil 9. Swan 71 hiicrelerinde doksorubisin uygulanan 6lii hiicre oran1 egri grafigi.

26



100
80—
S
6 60—
:2
O 40
2
20
0_
T S ST
P &
v & & S O O
Q"0 O 0 O O
S &L
S L P P
O~ N’ o N
Dozlar uM

Sekil 10. Swan 71 hiicrelerinde doksorubisin uygulanan 6lii hiicre orani siitun grafigi.

Swan 71 hiicrelerine PKR aktive etmek igin poly I1:C ve LPS 48 saat muamele
edildikten sonra akabinde doksorubisin farkli dozlarda (0.39 pg/ml, 1.56 pg/ml, 6.25 pg/ml,
25 pg/ml, 100 pg/ml) 24 saat mualeme edildi ve poly I:C ve LPS kontrol grubunda 15,33+
8,85, 0.39 pg/ml dozunda 16,67 + 9,67, 1.56 pg/ml dozunda 20,00+ 11,54, 6.25 pg/ml
dozunda 25,67+ 14,82, 25 pug/ml dozunda 26,67+ 15,39 ve 100 pg/ml dozunda 40,00 + 23,09
olii hiicre oran1 ortalamasi ve standart hata belirlendi. Doksorubisin (24 saat) ve poly I:C /LPS
(48 saat) muamele edildiginde swan 71 hiicrelerinde doza ve zamana bagl hiicrelerin 6l
yiizdesinde konsantrasyon arttik¢a istatiksel olarak anlamli artis goriildii (p<0,001,p<0,05).
Swan 71 hiicrelerine 48 saat poly I:C ve LPS uygulanan ve akabinde 24 saat boyunca farkli
konsantrasyonlarda doksorubisin uygulanmasiyla ortaya ¢ikan bulgular Sekil 11 ve Sekil

12’°de gosterilmistir.
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Sekil 11. Swan 71 hiicrelerinde poly I:C, LPS ve doksorubisin uygulanan 6lii hiicre orani egri grafigi.
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Sekil 12. Swan 71 hiicrelerinde poly I:C, LPS ve doksorubisin uygulanan 6lii hiicre oran1 siitun
grafigi.
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Koryokarsinom swam 71 hiicrelerinde doksorubisinin en yiiksek dozu (100 pg/ml) ve
doksorubisin uygulanmamis kontrol grubu karsilastirildiginda -63,33 + 1,247 ortalama ve
standart hata belirlendi. Bu sonuca gore doksorubisinin swam 71 hiicrelerinde doza bagl
olarak istatistiksel olarak anlamli bir sekilde swan 71 hiicrelerini 6ldirdiigii goriilmiistiir

(p<0,001, p<0,05). Bulgular Sekil 13’de gosterilmistir.
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Sekil 13. Swan 71 hiicrelerinin kontrolii ve en yiiksek doz doksorubisin grafigi.

Swan 71 hiicrelerinde poly I:C ve LPS ile PKR aktive ettigimizde aktive ettikten sonra
doksorubisini en yiiksek dozu (100 pg/ml) ile sadece PKR aktive ettigimiz kontrol grubuyla
karsilastirdigimizda -24,67+ 1,202 ortalama ve standart hata belirlendi. PKR aktive ettigimiz
hiicrelere doksorubisin uyguladigmizda PKR aktive edilen hiicrelere oranla p<0,05, p<0,001

diizeyinde anlamli bir azalma goriilmiis ve Sekil 14’ de gosterilmistir.
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Sekil 14. Swan 71 hiicrelerine uygulanan poly I:C, LPS ve doksorubisin grafigi.

Swam 71 hiicrelerinde doksorubisin uygulamadigimiz kontrol grubuyla, poly I1:C ve
LPS uyguladigimiz kontrol grubu arasinda ortalama fark ve standart hata degeri 1,000 +
0,4714> dir. Anlamhlik acisindan p>0.05 degerinden biiyilkk oldugu icin anlamh
bulunmamigtir. Doksorubisini en diisiik doz uyguladigimiz swan 71 hiicrelerinde 0.34 pg/ml
doksorubisin grubu ve ve poly I:C, LPS ve doksorubisin grubu ortalama fark ve standart hata
degeri 4,000 + 1,972’ dir. Anlamlilik acisindan p>0.05 degerinden biiyiik oldugu i¢in anlaml
bulunmamustir. 1.56 uM doz doksorubisin grubu ve 56 uM doz doksorubisin, LPS ve poly I:.C
grubu ortalama fark ve standart hata degeri 1,667 + 2,108 dir. Anlamlilik agisindan p>0.05
degerinden biiyiik oldugu icin anlamli bulunmamistir. 6.25 puM doz doksorubisin grubu ve
6.25 uM doz doksorubisin, LPS ve poly I:C grubu ortalama fark ve standart hata degeri 5,000
+ 1,700’ dir. Anlamlilik agisindan p<0.05 degerinden kii¢iik oldugu i¢in anlamli bulunmusgtur.
25 uM doz doksorubisin grubu ve 25 uM doz doksorubisin, LPS ve poly I:C grubu ortalama
fark ve standart hata degeri 4,667 £+ 1,247’ dir. Anlamlilik agisindan p<0.05 degerinden kii¢iik

oldugu i¢in anlamli bulunmustur.

100 uM doz doksorubisin grubu ve 100 uM doz doksorubisin, LPS ve poly I:C grubu
ortalama fark ve standart hata degeri 39,67 + 1,667 dir. Anlamlilik acisindan p<0.05

degerinden kii¢iikk oldugu i¢in anlamli bulunmustur ve Sekil 15°de gosterilmistir. T testine
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gore doksorubisini en yiiksek doz uyguladigimiz swan 71 hiicrelerinde ve PKR aktive edip

doksorubisin uyguladigimizda istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmiis ve Sekil 16’da

gosterilmistir.

100
-~ Dox

80 & poly I:C/LPS/Dox

60-

40—

% Canhlilik

20+

Dozlar yM

Sekil 15. Doksorubisin grubu ve Poly I:C/LPS/Dox grubu egri grafigi.
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Sekil 16. 100 uM Doksorubisin grubu ile 100 uM Dox/LPS/poly I:C grubu grafigi.
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4.2. MTT (Metiltiazotetrazolium) Canliik Metodu Bulgular:

MTT canlilik deneyi iki metot kullanilarak yapilmustir. Ilk metotta DMEM ve MTT
soliisyonu beraber kullanilip, 630 nm ve 570 nm dalga boyunda absorbans degeri alindi ve
dort tekrar seklinde yapildi. Ikinci metotda DMEM besiyeri yerine PBS kullanilarak
absorbans degeri alinip li¢ tekrar seklinde yapildi. Bu iki metodun yapilmasinin amaci
formazan absorpsiyon spektrumlarinin DMEM ve doksorubisinin fenol kirmizi renginden
dolay1 absorpsiyon spektrumlari ile ortiisebileceginin diisiiniilmesindendir. Doksorubisinin
formozan kristalleri icerip fenol kirmizi renkte olmasi spektofotometrede kirmizi rengin
gorlinlir 151kta yayildigint ve deney sonucunda absorbans degerlerinin farkli ¢ikacagi
diisiiniilmistlir ve bu nedenle gergeklestirilmistir. Swan 71 hiicrelerine poly I:C ve LPS 48

saat muamele edilirken doksorubisin 24 saat muamele edilmistir.

Ik metotta dért grup ile yapilan birinci deney sonucunda elde edilen istatistiki verilere
gore, kontrol grubunda 0,077+0,038, Poly I:C ve LPS grubunda 0,059+0,029, Doksorubisin
grubunda 0,091 + 0,045 ve Poly I:C, LPS ve Dox grubunda ise 0,328+ 0,164 ortalama ve
standart hata degeri bulunmustur. Kontrol grubunun Poly I:C ve LPS grubuna gére ortalama
fark degeri 0,018 olup anlamlilik acisindan anlamli bulunmamistir. Kontrol grubun
doksorubisin grubuna goére ortalama fark degeri 0,014 olup, anlamlilik acisindan anlamli
bulunmamistir. Kontrol grubun Poly I:C, LPS ve doksorubisin grubuna gore ortalama fark
degeri 0,251 olup, anlamlilik acisindan anlamli bulunmustur. Swan 71 hiicrelerine Poly I:C ve
LPS uyguladigimizda ve PKR aktive ettigimizde doksorubisin uyguladigimiz swan 71
hiicresini sadece doksorubisinle muamele ettigimizde ortalama fark degeri 0,237 bulunup

anlamlilik acisindan anlamli bulunmustur ve Sekil 17°de gosterilmistir.
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Sekil 17. MTT canlilik deneyinde birinci deney sonuglarinin grafigi.

[k metotta dort grup ile yapilan ikinci deney sonucunda elde edilen istatistiki verilere
gore, kontrol grubunda 0,077+0,038, Poly I:C ve LPS grubunda 0,061+ 0,030, doksorubisin
grubunda 0,082 + 0,041 ve Poly I:C, LPS ve doksorubisin grubunda ise 0,310 + 0,155
ortalama ve standart hata degeri bulunmustur. Kontrol grubun Poly I:C ve LPS grubuna gore
ortalama fark degeri 0,016 olup, anlamlilik ag¢isindan anlamli bulunmamistir. Kontrol grubun
Doksorubisin grubuna gore ortalama fark degeri 0,004 olup, anlamlilik acisindan anlamlt
bulunmamistir. Kontrol grubun Poly I:C, LPS ve Dox grubuna gore ortalama fark degeri
0,233 olup, anlamlilik acisindan anlamli bulunmustur. Swan 71 hiicrelerine Poly I:C ve LPS
uyguladigimizda ve PKR aktive ettigimizde doksorubisin uyguladigimiz swan 71 hiicrelerine
sadece doksorubisinle muamele ettigimiz ortalama fark degeri 0,228 bulunup, anlamlilik

acisindan anlamli bulunmustur ve Sekil 18°de gosterilmistir
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Sekil 18. MTT canlilik deneyinde ikinci deney sonuglarinin grafigi.

[k metotta dort grup ile yapilan iiciincii deney sonucunda elde edilen istatistiki verilere
gore, kontrol grubunda 0,060+0,030, Poly I:C ve LPS grubunda 0,070+0,035, Dox grubunda
0,068+0,034 ve Poly I:C, LPS ve Dox grubunda ise 0,171+0,085 ortalama ve standart hata
degeri bulunmugtur. Kontrol grubun Poly I:C ve LPS grubuna gore ortalama fark degeri
0,010 olup, anlamlilik agisindan anlamli bulunmamistir. Kontrol grubun Dox grubuna goére
ortalama fark degeri 0,008 olup, anlamlilik agisindan anlamli bulunmamistir. Kontrol grubun
Poly I:C, LPS ve Dox grubuna gore ortalama fark degeri 0,111 olup, anlamlilik agisindan
anlamli bulunmustur. Swan 71 hiicrelerine Poly IC ve LPS uyguladigimizda ve PKR aktive
ettigimizde doksorubisin uyguladigimiz swan 71 hiicrelerine sadece doksorubisinle muamele
ettigimiz ortalama fark degeri 0,103 bulunup, anlamlilik acisindan anlamli bulunmustur ve

Sekil 19°da gosterilmistir.
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Sekil 19. MTT canlilik deneyinde ii¢iincii deney sonuglarinin grafigi.

[lk metotta doért grup ile yapilan dordiincii deney sonucunda elde edilen istatistiki
verilere gore, kontrol grubunda 0,094+0,066, Poly I:C ve LPS grubunda 0,072+0,051, Dox
grubunda 0,039+0,027 ve Poly I:C, LPS ve Dox grubunda ise 0,115+0,081 ortalama ve
standart hata degeri bulunmustur. Kontrol grubun Poly I:C ve LPS grubuna goére ortalama
fark degeri 0,022 , anlamlilik ag¢isindan anlamli bulunmamistir. Kontrol grubun Dox grubuna
gore ortalama fark degeri 0.055 olup, anlamlilik agisindan anlamli bulunmustur. Kontrol
grubun Poly I:C, LPS ve Dox grubuna goére ortalama fark degeri 0,021 olup, anlamlilik
acisindan anlamli bulunmamistir. Swan 71 hiicrelerine Poly IC ve LPS uyguladigimizda ve
PKR aktive ettigimizde doksorubisin uyguladigimiz swan 71 hiicrelerine sadece
doksorubisinle muamele ettigimizde ortalama fark degeri 0,076 bulunup, anlamlilik agisindan

anlamli bulunmustur ve Sekil 20°de gdsterilmistir.

35



MTT TESTl

0.15- \
_
x 0.10
=
1+
o
X 0.05-
0.00- I
\ > +
O \\g P \00
~1~°° Ny it
o &
Q $
Q

Sekil 20. MTT canlilik deneyinde dordiincii deney sonuglarinin grafigi.

Ikinci metot yontemindeki dort grup birinci deney sonucunda istatistiki verilere gore,
kontrol grubunda 0,029+0,016, Poly I:C ve LPS grubunda 0,032+0,018, Dox grubunda
0,008+0,004 ve Poly I:C, LPS ve Dox grubunda ise 0,010+0,005 ortalama ve standart hata
degeri bulunmustur. Kontrol grubun Poly I:C ve LPS grubuna gore ortalama fark degeri
0,003 olup anlamlilik acisindan anlamli bulunmamustir. Kontrol grubun Dox grubuna goére
ortalama fark degeri 0.021 olup anlamlilik acisindan anlamli bulunmustur. Kontrol grubun
Poly I:C, LPS ve Dox grubuna gore ortalama fark degeri 0,019 olup anlamlilik acisindan
anlamli bulunmamustir. Swan 71 hiicrelerine Poly IC ve LPS uyguladigimizda ve PKR aktive
ettigimizde doksorubisin uyguladigimiz swan 71 hiicrelerine sadece doksorubisinle muamele
ettigimizde ortalama fark degeri 0,002 bulunup anlamlilik agisindan anlamli bulunmamustur

ve Sekil 21°de gosterilmistir.
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Sekil 21. MTT canlilik deneyinde ikinci metot birinci deney sonuclarinin grafigi.

Ikinci metot yontemindeki ayirdigimiz dort grup ikinci deney sonucunda istatistiki
verilere gore, kontrol grubunda 0,032+0,018, Poly I:C ve LPS grubunda 0,019+0,010, Dox
grubunda 0,010+0,005 ve Poly I:C, LPS ve Dox grubunda ise 0,008+0,004 ortalama ve
standart hata degeri bulunmustur. Kontrol grubunda Poly I:C ve LPS grubuna gore ortalama
fark degeri 0,013 olup, degerlendirildiginde anlamlilik acisindan bir fark bulunmamustir.
Kontrol grubunda Dox grubuna gore ortalama fark degeri 0.021 olup, degerlendirildiginde
anlamlilik acisindan anlamli bulunmamistur. Kontrol grubun Poly I:C, LPS ve Dox grubuna
gore ortalama fark degeri 0.023 olup degerlendirildiginde anlamlilik acisindan bir fark
bulunmamistir. Swan 71 hiicrelerine Poly IC ve LPS uyguladigimizda ve PKR aktive
ettigimizde doksorubisin uyguladigimiz swan 71 hiicrelerine sadece doksorubisinle muamele
ettigimizde ortalama fark degeri 0,002 degerlendirildiginde anlamlilik agisindan bir fark

bulunmamistir ve Sekil 22°de gosterilmistir.
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Sekil 22. MTT canlilik deneyinde ikinci metot ikinci deney sonuglarinin grafigi.

Ikinci metot yontemindeki ayirdigimiz dért grup iiciincii deney sonucunda istatistiki
verilere gore, kontrol grubunda 0,032+0,022, Poly I:C ve LPS grubunda 0,039+0,027, Dox
grubunda 0,006+0,004 ve Poly I:.C, LPS ve Dox grubunda ise 0,010+0,007 ortalama ve
standart hata degeri bulunmustur. Kontrol grubun Poly I:C ve LPS grubuna goére ortalama
fark degeri 0,007 olup degerlendirildiginde anlamlilik acisindan bir fark bulunmamustir.
Kontrol grubunda Dox grubuna gore ortalama fark degeri 0.026 olup degerlendirildiginde
anlamlilik acisindan bir fark bulunmustur. Kontrol grubun Poly I:C, LPS ve Dox grubuna
gore ortalama fark degeri 0.021 olup degerlendirildiginde anlamlilik acisindan bir fark
bulunmamistir. Swan 71 hiicrelerine Poly IC ve LPS uyguladigimizda ve PKR aktive
ettigimizde doksorubisin uyguladigimiz swan 71 hiicrelerine sadece doksorubisinle muamele
ettigimizde ortalama fark degeri 0,004 degerlendirildiginde anlamlilik agisindan bir fark
bulunmamastir ve Sekil 23°de gosterilmistir.
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Sekil 23. MTT canlilik deneyinde ikinci metot {igiincii deney sonuglarinin grafigi.

4.3. Flow Sitometri Metodu Bulgulari

Swan 71 hiicrelerine kontrol, poly I:C ve LPS grubu, Doksorubisin grubu ve , poly I:C,
LPS ve Doksorubisin grubu olarak dort grupta incelendi. Hiicrelerde PKR aktivasyonunu
olusturmak i¢in poly [:C ve LPS ile muamele edildi. poly I:C ve LPS ile mualeme ettigimiz
hiicreler 48 saat ve 72 saatte inkiibe edildi. Hiicrelere kullandigimiz doksorubisin 24 ve 48

saatte inkiibe edildi ve canlilik degerlerine, apoptoz ve nekroz yolaklarina bakildi.

Swan 71 hiicrelerinde poly I:C ve LPS uyguladigimiz 48 saat muamele edilen ve
doksorubisin 24 muamele edilen canlilik bulgular1 sonuglarina gore kontrol grubun, poly I:C
ve LPS grubuna gore ortalama fark ve standart hata degeri -5,990 + 1,481’ dir ve anlamlilik
acisindan bir fark bulunmustur. Kontrol grubun doksorubisin grubuna goére ortalama fark ve
standart hata degeri 50,05+ 1,481’ dir ve anlamlilik agisindan bir fark bulunmustur. Kontrol
grubun, poly I:C, LPS ve Doksorubisin grubuna gore ortalama fark ve standart hata degeri
45,60 = 1,481d’ ir ve anlamlilik agisindan bir fark bulunmustur. Poly 1:C ve LPS grubun
doksorubisin grubun gore ortalama fark ve standart hata degeri 56,04 + 1,481 dir ve
anlamlilik agisindan bir fark bulunmustur. Poly I:C ve LPS grubun poly L:C, LPS ve
doksorubisin grubun gore ortalama fark ve standart hata degeri 51,59 + 1,481 dir ve
anlamhilik acisindan bir fark bulunmustur. Doksorubisin grubun poly [:C, LPS ve

Doksorubisin grubuna gore ortalama fark ve standart hata degeri -4,450+ 1,481 dir ve



anlamli olmayip Sekil 24°de gdsterilmistir. Doksorubisin gubun ortalama degeri 24,76, poly
I:C, LPS ve doksorubisin grubun ortalama degeri 29,76 dir ve istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur ve Sekil 25° de gosterilmistir.
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Sekil 24. Gruplara gore canlilik yiizdeleri (Dox 24 saat ve poly I:C/LPS 48 saat).
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Sekil 25. Dox grubu ve poly I:C, LPS ve dox grubunun canlilik yiizdesi (Dox 24 saat ve poly I:C/LPS
48 saat).
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Swan 71 hiicrelerinde poly I:C ve LPS uyguladigimiz 48 saat muamele edilen ve
doksorubisin 24 muamele edilen hiicre 6lim yolagi olan nekroz bulgularina gore kontrol
grubun, poly I:C ve LPS grubuna goére ortalama fark ve standart hata degeri 6,007 + 1,887’
dir ve anlamlilik agisindan bir fark bulunamamistir. Kontrol grubun doksorubisin grubuna
gore ortalama fark ve standart hata degeri -16,70 = 1,887’ dir ve anlamlilik agisindan bir fark
bulunmustur. Kontrol grubun, poly I:C, LPS ve Doksorubisin grubuna gore ortalama fark ve
standart hata degeri -21,27 + 1,887’ dir ve anlamlilik agisindan bir fark bulunmustur. Poly I:C
ve LPS grubun doksorubisin grubun gore ortalama fark ve standart hata degeri -22,71 =+
1,887’ dir ve anlamlilik agisindan bir fark bulunmustur. Poly I:C ve LPS grubun poly I:C ,
LPS ve doksorubisin grubun gore ortalama fark ve standart hata degeri -27,28 + 1,887’ dir ve
anlamlilik agisindan bir fark bulunmustur. Doksorubisin grubun poly I:C, LPS ve
Doksorubisin grubuna goére ortalama fark ve standart hata degeri -4,570 + 1,887’ dir ve
anlamli degildir ve Sekil 26’da gosterilmistir. Doksorubisin grubun ortalama degeri 41,85,
poly I:C, LPS ve doksorubisin grubun ortalama degeri 46,42 dir ve istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur ve Sekil 27°de gosterilmistir.
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Sekil 26. Gruplara gore nekroz yiizdeleri (Dox 24 saat ve poly I:C/LPS 48 saat).
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Sekil 27. Dox grubu ve poly I:C, LPS ve dox grubunun nekroz yiizdesi (Dox 24 saat ve poly
I:C/LPS 48 saat).

Swan71 hiicrelerinde poly I:C ve LPS uyguladigimiz 48 saat muamele edilen ve
doksorubisin 24 muamele edilen hiicre 6lim yolagi olan erken apoptoz bulgularma gore
kontrol grubun, poly I:C ve LPS grubuna gore ortalama fark ve standart hata degeri -0,013 +
0,008 dir ve anlamlilik agisindan bir fark bulunamamustir. Kontrol grubun doksorubisin
grubuna gore ortalama fark ve standart hata degeri 0,003 + 0,008’ dir ve anlamlilik a¢isindan
bir fark bulunamamistir. Kontrol grubun, poly I:C, LPS ve Doksorubisin grubuna gore
ortalama fark ve standart hata degeri 0,003 + 0,008 dir ve anlamlilik agisindan bir fark
bulunmamistir. Poly I:C ve LPS grubun doksorubisin grubun gére ortalama fark ve standart
hata degeri 0,016 =+ 0,008 dir ve anlamlilik agisindan bir fark bulunmamustir. Poly I:C ve
LPS grubun poly I:C, LPS ve doksorubisin grubun gore ortalama fark ve standart hata degeri
0,016 £ 0,008’ dir ve anlamlilik agisindan bir fark bulunamamistir. Doksorubisin grubun poly
I:C, LPS ve Doksorubisin grubuna gore ortalama fark ve standart hata degeri 0,000 + 1,887’
dir ve anlamli degildir ve Sekil 28’da gosterilmistir. Doksorubisin grubun ve poly I:C, LPS ve

doksorubisin grubun erken apoptoz goriilmemistir.
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Sekil 28. Gruplara gore erken apoptoz yiizdesi (Dox 24 saat ve poly I:C/LPS 48 saat).

Swan 71 hiicrelerinde poly I:C ve LPS uyguladigimiz 48 saat muamele edilen ve
doksorubisin 24 muamele edilen ge¢ apoptoz bulgulart gére kontrol grubun, poly I:C ve LPS
grubuna gore ortalama fark ve standart hata degeri 0,006 + 1,739’ dir ve anlamlilik agisindan
bir fark bulunmamugtir. Kontrol grubun doksorubisin grubuna gore ortalama fark ve standart
hata degeri -33,36 + 1,739’ dir ve anlamlilik agisindan bir fark bulunmustur. Kontrol grubun,
poly I:C, LPS ve Doksorubisin grubuna gore ortalama fark ve standart hata degeri -24,33 +
1,739’ dir ve anlamlilik agisindan bir fark bulunmustur. Poly I:C ve LPS grubun doksorubisin
grubun gore ortalama fark ve standart hata degeri -33,35 + 1,739" dir ve anlamlilik agisindan
bir fark bulunmustur. Poly I:C ve LPS grubun poly I:C, LPS ve doksorubisin grubun gore
ortalama fark ve standart hata degeri -24,33 £ 1,739’ dir ve anlamlilik agisindan bir fark
bulunmustur. Doksorubisin grubun poly I:C, LPS ve Doksorubisin grubuna goére ortalama
fark ve standart hata degeri 9,023 + 1,739’ dir ve anlamlidir ve Sekil 29°da gosterilmistir.
Doksorubisin grubun ortalama degeri 33,39, poly I:C, LPS ve doksorubisin grubun ortalama
degeri 24,37 dir ve istatistiksel olarak da anlamli bulunmustur ve Sekil 30°da gosterilmistir.

Kontrol grubunda ve poly I:C ve LPS grubunda ge¢ apoptoz goriilmemistir.
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Sekil 29. Gruplara gore geg apoptoz ylizdeleri (Dox 24 saat ve poly I:C/LPS 48 saat).
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Sekil 30. Dox grubu ve poly I:C, LPS ve dox grubunun ge¢ apoptoz yiizdesi (Dox 24 saat ve poly
I:C/LPS 48 saat).

Swan 71 hiicrelerinde poly I:C ve LPS uyguladigimiz 72 saat muamele edilen ve

doksorubisin 48 muamele edilen canlilik bulgular1 sonuglarina gére, kontrol grubun, poly I:C
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ve LPS grubuna gore ortalama fark ve standart hata degeri 5,343 + 1,366’ dir ve anlamlilik
acisindan bir fark bulunmustur. Kontrol grubun doksorubisin grubuna gore ortalama fark ve
standart hata degeri 46,40 = 1,366’ dir ve anlamlilik agisindan bir fark bulunmustur. Kontrol
grubun, poly I:C, LPS ve Doksorubisin grubuna gore ortalama fark ve standart hata degeri
44,42 + 1,366’ dir ve anlamlilik agisindan bir fark bulunmustur. Poly 1:C ve LPS grubun
doksorubisin grubuna gore ortalama fark ve standart hata degeri 51,75 =+ 1,366 dir ve
anlamlilik agisindan bir fark bulunmustur. Poly I:C ve LPS grubun, poly I:C, LPS ve
doksorubisin grubun gore ortalama fark ve standart hata degeri 49,76 + 1,366 dir ve
anlamlilik ag¢isindan bir fark bulunmustur. Doksorubisin grubun poly I[:C, LPS ve
Doksorubisin grubuna gore ortalama fark ve standart hata degeri -1,987+ 1,366° dir ve
anlamli olmayip Sekil 31°de gosterilmistir. Doksorubisin gubun ortalama degeri 24,13, poly
I:C, LPS ve doksorubisin grubun ortalama degeri 26,11° dir ve istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur ve Sekil 32’de gosterilmistir.
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Sekil 31. Gruplara gore canlilik yiizdeleri (Dox 48 saat ve poly I:C/LPS 72 saat).
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Sekil 32. Dox grubu ve poly I:C, LPS ve dox grubunun canlilik yiizdesi (Dox 48 saat ve poly I:C/LPS
72 saat).

Swan 71 hiicrelerinde poly I:C ve LPS uyguladigimiz 72 saat muamele edilen ve
doksorubisin 48 muamele edilen hiicre 6liim yolagi olan nekroz bulgularina gore, kontrol
grubun, poly I:C ve LPS grubuna gore ortalama fark ve standart hata degeri 5,327 + 1,474’
dir ve anlamlilik agisindan bir fark bulunmustur. Kontrol grubun doksorubisin grubuna gore
ortalama fark ve standart hata degeri -28,93 + 1,474’ dir ve anlamlilik agisindan bir fark
bulunmustur. Kontrol grubun, poly I:C, LPS ve Doksorubisin grubuna goére ortalama fark ve
standart hata degeri -26,82 + 1,474’ dir ve anlamlilik agisindan bir fark bulunmustur. Poly I:.C
ve LPS grubun doksorubisin grubuna gore ortalama fark ve standart hata degeri -34,26 +
1,474’ dir ve anlamlilik agisindan bir fark bulunmustur. Poly I:C ve LPS grubun, poly I:C,
LPS ve doksorubisin grubun gore ortalama fark ve standart hata degeri -32,15 + 1,474 ve
anlamhilik acisindan bir fark bulunmustur. Doksorubisin grubun poly [:C, LPS ve
Doksorubisin grubuna gore ortalama fark ve standart hata degeri 2,113 + 1,474’ dir ve anlaml
degildir. Sekil 33’de gosterilmistir. Doksorubisin grubun ortalama degeri 58,34 poly I:C, LPS
ve doksorubisin grubun ortalama degeri 56,23 dir ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

ve Sekil 34’ de gosterilmistir.
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Sekil 33. Gruplara gore nekroz yiizdeleri (Dox 48 saat ve poly I:C/LPS 72 saat).
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Sekil 34. Dox grubu ve poly I:C, LPS ve dox grubunun canlilik yiizdesi (Dox 48 saat ve poly I:C/LPS
72 saat).

Swan 71 hiicrelerinde poly I:C ve LPS uyguladigimiz 72 saat muamele edilen ve
doksorubisin 48 muamele edilen erken apoptoz bulgular1 gére, kontrol grubun, poly I:C ve
LPS grubuna gore ortalama fark ve standart hata degeri -0,006+ 0,010° dir ve anlamlilik

acisindan bir fark bulunamamistir. Kontrol grubun doksorubisin grubuna gore ortalama fark
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ve standart hata degeri 0,013 + 0,010’ dir ve anlamlilik agisindan bir fark bulunamamastir.
Kontrol grubun, poly I:C, LPS ve Doksorubisin grubuna gore ortalama fark ve standart hata
degeri 0,006 + 0,010’ dir ve anlamlilik agisindan bir fark bulunamamustir. Poly I:.C ve LPS
grubun doksorubisin grubuna gore ortalama fark ve standart hata degeri 0,020 + 0,010 dir
ve anlamlilik acisindan bir fark bulunamamaistir. Poly I:C ve LPS grubun poly I:C, LPS ve
doksorubisin grubun gore ortalama fark ve standart hata degeri 0,013 + 0,010 ve anlamlilik
acisindan bir fark bulunamamistir. Doksorubisin grubun poly I:C, LPS ve Doksorubisin
grubuna gore ortalama fark ve standart hata degeri -0,006 = 0,010° dir ve anlamh degildir.
Sekil 35’de gosterilmistir. Doksorubisin grubun ortalama degeri 0,000, poly I:C, LPS ve
doksorubisin grubun ortalama degeri 0,006’ dir ve istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Doksorubisin grubunda erken apoptoz sathasi goriilmemistir.
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Sekil 35. Gruplara gore erken apoptoz yiizdesi (Dox 48 saat ve poly I:C/LPS 72 saat).

Swan 71 hiicrelerinde poly I:C ve LPS uyguladigimiz 72 saat muamele edilen ve
doksorubisin 48 muamele edilen ge¢ apoptoz bulgularma gore kontrol grubun, poly I:C ve
LPS grubuna gore ortalama fark ve standart hata degeri 0,026 + 1,391 dir ve anlamlilik
acisindan bir fark bulunamamistir. Kontrol grubun doksorubisin grubuna gore ortalama fark
ve standart hata degeri -17,48 + 1,391 dir ve anlamlilik agisindan bir fark bulunmustur.
Kontrol grubun, poly I:C, LPS ve Doksorubisin grubuna gore ortalama fark ve standart hata
degeri -17,60 + 1,391" dir ve anlamlilik agisindan bir fark bulunmustur. Poly I:.C ve LPS
grubun doksorubisin grubuna gore ortalama fark ve standart hata degeri -17,51 + 1,391" dir
ve anlamlilik agisindan bir fark bulunmustur. Poly I:C ve LPS grubun poly I:C, LPS ve
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doksorubisin grubun gore ortalama fark ve standart hata degeri -17,63 + 1,391° dir ve
anlamlilik ag¢isindan bir fark bulunmustur. Doksorubisin grubun poly I[:C, LPS ve
Doksorubisin grubuna goére ortalama fark ve standart hata degeri -0,116 = 1,391 dir ve
anlamli degildir. Sekil 36°da gosterilmistir. Doksorubisin gubun ortalama degeri 17,53, poly
I:C, LPS ve doksorubisin grubun ortalama degeri 17,65’ dir ve istatistiksel olarak da anlamli

bulunmamistir ve Sekil 37° de gosterilmistir.
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Sekil 36. Gruplara gore ge¢ apoptoz yiizdesi (Dox 48 saat ve poly I:C/LPS 72 saat).
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Sekil 37. Dox grubu ve poly I:C, LPS ve dox grubunun ge¢ apoptoz yiizdesi (Dox 48 saat ve poly
I:.C/LPS 72 saat).
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Poly I: C/LPS: 48 SAAT
Dox: 24 SAAT

Sekil 38. Kontrol grubun, poly I:C ve LPS grubun, Doksorubisin grubu ve poly I:C, LPS ve
Doksorubisin grubuyla canlilik, nekroz, ge¢ apoptoz ve erken apoptoz sonuglarinuin degerlendirilmesi
ve yiizde degerleri. Poly 1:C/ LPS 48 saat, Doksorubisin 24 saat histogramlar1 (Q1: Nekroz, Q2: Geg
Apoptoz, Q3 :% Canlilik, Q4:Erken Apoptoz).
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Poly I.C/LPS: 72 SAAT
Dox: 48 SAAT

Sekil 39. Kontrol grubun, poly I:C ve LPS grubun, Doksorubisin grubu ve poly I:C, LPS ve
Doksorubisin grubuyla canlilik, nekroz, ge¢ apoptoz ve erken apoptoz sonuglarinuin degerlendirilmesi
ve yiizde degerleri. Poly 1:C/ LPS 72 saat, Doksorubisin 48 saat histogramlar1 (Q1: Nekroz, Q2: Geg
Apoptoz, Q3 :% Canlilik, Q4:Erken Apoptoz).
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4.4. Western Blot Deneyi Bulgular

Swan 71 hiicrelerinde kontrol, poly I:C ve LPS grubu, Doksorubisin grubu ve , poly I:C,
LPS ve Doksorubisin grubu olarak dort grupta incelendi. Swan 71 hiicresine poly I:C ve LPS
ile muamele edilerek PKR aktivasyonunu gergeklestirildi. Poly I:C ve LPS ile mualeme
ettigimiz hiicreler 48 saat muamele edilirken kemoterapi ilac1 doksorubisin i¢in 24 saat
muamele edildi. Western blot deneyinde protein diizeyindeki p-PKR belirlenmesi ve a-tubulin
antikoru her grup icin ayri ayr1 belirlendi. p-PKR antikoru a-tubulin antikoruna gore

normalize edildi. p-PKR ve a-tubulin bant goriintiileri Sekil 38’de gosterilmistir.

K P+L D P+L+D

Sekil 40. p-PKR ve a-tubulin bant goriintiileri.

Swan 71 hiicrelerinin kontrol grubun poly I:C ve LPS grubuna goére bulgular1 ortalama
fark ve ortalama standart hata degeri -0,435 + 0,130’ dir. Protein diizeyinde istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Kontrol grubun doksorubisin grubuna gore ortalama fark ve
ortalama standart hata degeri 1,336 + 0,130’ dir ve protein diizeyinde istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Kontrol grubun poly I:C, LPS ve doksorubisin grubuna gore ortalama
fark ve ortalama standart hata degeri 1,330 + 0,130’ dur ve protein diizeyinde istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Poly I:C ve LPS grubun doksorubisin grubuna gore ortalama fark
ve ortalama standart hata degeri 1,772 + 0,130° dur ve protein diizeyinde istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Poly I:C ve LPS grubun poly I:C, LPS ve doksorubisin grubuna gore

ortalama fark ve ortalama standart hata degeri 1,766 + 0,130’ dur ve protein diizeyinde
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istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Doksorubisin grubun poly I:C, LPS ve doksorubisin

grubuna gore ortalama fark ve ortalama standart hata degeri -0,006 + 0,130” dur ve protein

diizeyinde istatistiksel

gosterilmistir.
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Sekil 41. Gruplara gore p-PKR ve a-tubulin oranlari.
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5. TARTISMA

Koryokarsinom, gebelikle iliskili olup trofoblast hiicrelerden koken alan oldukga kotii
huylu bir tiimordiir ve metastaz yapabilen bir gastasyonel troblastik hastaliklardan biridir.
Koryokarsinom hastaligi, insan koryonik gonadotropini (HCG) belirteciyle tanisi koyularak
cerrahi islem, radyoterapi ve kemoterapiyle tedavi edilir. Koryokarsinom hastaliginin nedeni
hala bilinmemekte olup kemoterapiye cevap vermesine ragmen kotii prognozlu olmasi

sebebiyle teshisi ge¢ konulmaktadir ( Mangla ve digerleri, 2017).

PKR’y1 aktive etmek i¢in yapilan bir ¢alismada Li ve digerleri (2009), murin pankreatik
beta TC3 ve alfa TC3 hiicrelerine poly I:C’yi farkli konsantrasyonlarda muamele ederek PKR
aktivasyonu olusturmuslar fakat beta TC3 ve alfa TC3 hiicrelerinde istatiksel olarak anlamli
bir fark gérememislerdir. Mevcut ¢alismada ise PKR’y1 aktive etmek i¢in koryokarsinom
hiicrelerine poly I:C ve LPS uygulanmis ve PKR’nin aktive edildigi gosterilmistir. Yapilan bir
bagka ¢alismada ise Corbet ve digerleri (2022), PKR aktivatorii olan poly 1:C’yi kullanarak
akciger kanseri hiicrelerinde PKR’nin aktive olup olmadigini gézlemlemislerdir ve PKR’ nin

aktif formu olan p-PKR’ye bakarak PKR aktivasyonunun oldugunu tespit etmislerdir.

2015 yilinda Soininen ve digerleri tarafindan gerceklestirilen farkli bir calismada
koryokarsinom BeWO hiicrelerinde doksorubisin, lizomal doksorubisin ve pegile lizomal
doksorubisinin toksisitesi arastiritlmistir. Doksorubisin, pegile lizomal doksorubisin ve lizomal
doksorubisinin toksisite ve hiicresel alimi karsilastirildiginda, pegile lizomal doksorubisinin
onemli Ol¢iide daha diisiik oldugu belirlenmistir. Baska bir yapilan ¢alismada ise Erol ve
digerleri (2020), koryokarsinom JAR ve JEG-3 hiicrelerinde pegile lizomal doksorubisin,
beta-karoten, doksorubisin ve beta-karoten kombinasyonlarinin duyarliligi arastirilmstir.
JEG-3 ve JAR hiicrelerinde pegile lizomal doksorubisinin apoptozu arttirdigi, beta-karotenin
ise JAR hiicrelerinde apoptozu arttirirken JEG-3 hiicrelerinde azalttigi gosterilmistir. Pegile
lizomal doksorubisin ve beta karoten kombinasyonunun ise hiicrelerde apaptozu arttirdig
saptanmigtir. Calismamizda, doksorubisinin farkli doz konsantrasyonlarinda koryokarsinom

swan 71 hiicrelerini 6ldiirdiigii gosterilerek doksorubisine duyarlig1 belirlenmistir.

Calismamizda, doksorubusinin MTT canlilik analizinde fenol kirmizi renk vermesinden
dolay1 hiicrelerin absorbans degerlerinin yiiksek oldugu diistiniilmiistiir ve bu nedenle farkli
metot denenmistir. Swan 71 hiicreleri, doksorubisin ve poly I:C, LPS ve doksorubisin grubu

ile muamele edilmis ve canlilik etkisi tam olarak bulunamamistir. MTT testinin tekniginin
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calismamizda sonug¢ vermedigi gozlenmistir. MTT testinin ¢itkmamasinin teknik hatalardan
dolay1 oldugu diistiniilmektedir. Yapilan bir ¢alismada Luis ve digerleri (2019), MCF-7 meme
kanseri hiicre hattin1 kullanarak doksorubisinin etkisini degerlendirmek i¢in MTT canlilik
testini farkli bir metod ile hiicrelere uygulamiglardir. DMEM ve MTT soliisyonunun
karigiminin  doksorubisin ve formozan kristalleri ile ayni1 dalga boyunda en yiiksek
absorbansta oldugunu gostermislerdir. Doksorubisinin, DMEM ve MTT soliisyonunda
inkiibasyon siirecinde MTT’ ye miidahele ettigini savunmuslardir. DMEM’1 PBS’le yer
degistirek MTT soliisyonunu PBS iginde inkiibe ettiklerinde ise DMEM yikanarak ortadan
kalktig1 icin bdyle bir miidahalenin olmadigini ortaya koymuslardir. Hiicrelere doksorubusin
ile muamele edildiginde tedavi ortammin PBS ile yer degistirdiginde DMEM’ e gore
metabolik aktivitenin dogru sonug¢ verdigi gosterilmistir. PBS’ deki sonuglarin canli ve net

sonuglar oldugu belirtilmistir.

PKR aktivasyonu elF2a fosforilasyon yoluyla protein sentezini inhibe ederek hiicre
streslerine cevap olarak hiicre 6limiine yol agmaktadir. Yapilan bir ¢alismada Peidis ve
digerleri (2011), fare embriyonik fibroblast hiicrelerinde (MEF) DNA hasarina cevap olarak
PKR’nin biyolojik roliinii incelemislerdir. MEF hiicrelerinde PKR aktivesi olmadigi
goriilmiis, doksorubisin ile muamele edildiginde ise yanit olarak hiicre 6liimiiniin PKR igin
gerekli oldugu gosterilmistir. MEF hiicrelerinin doksorubisinin &ldiiriicti etkisine karsi daha
duyarli oldugu ve PKR’nin hiicre 6liimiinii baslatmasinda spesifik bir rolii oldugunu ifade
etmislerdir. Daha sonra MEF hiicrelerinin doksorubisine duyarliligina karst hiicre 6liimiinde
elF2a fosforilasyonunu indiikledigini ve hiicre 6liimiini arttirdigini saptamislardir. PKR’nin
doksorubisinle tedavi edildiginde MEF hiicrelerinde timor baskilayict p73 yoluyla hiicre
Oliiminiin  indiiklenebildigi gosterilerek PKR’nin doksorubisine yanit olarak kanser
tedavilerinde potansiyel etkilere sahip olabilecegi gosterilmistir. Gergeklestirilen mevcut
calismada ise swan 71 hiicrelerinde PKR’nin doksorubisinle tedavisine yanit olarak hiicre
proliferasyonunu az miktarda arttirdigi bulunmustur. Poly I:C ve LPS’nin doksorubisine

maruz birakilmis swan 71 hiicrelerinde hiicre 6liimiinii indiiklemedigi goriilmiistiir.

Yapilan bir diger calismada Lee ve digerleri (2022), triple negatif meme kanseri
(TNBC) hiicrelerinin ellF2a ve CHK1’in fosforilasyonu yoluyla doksorubisinle tedavi
edildiginde apoptozu indiikledigini gostermislerdir. PKR, doksorubisinle ile tedavi edilen
TNBC hiicrelerinde elF2a fosforilasyonunu 6nemli oranda etkiledigi ve TNBC hiicrelerinde
apoptoz sirasinda PKR aktivasyonunun terapétik bir hedef olarak hizmet edebilecegi

gosterilmistir. Baska bir ¢alismada, Bawaneh ve digerleri (2022), TNBC modeli farelerde
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tedavi i¢in LPS, doksorubisin ve LPS ve doksorubisin kullanilmigtir. LPS’ nin ve
doksorubisinin etkisini arastirmak igin farelere tek basina LPS verilip ayri zamanda LPS ve
doksorubisin uygulanmistir. LPS ve doksorubisin ve LPS ile muamele edilen farelerde tiimor
hacminde hi¢bir fark goriilmemistir ve LPS’nin  doksorubisinin etkisini azalttigini
gozlemlemiglerdir. LPS ve doksorubisine yanit verenler karsilastirildiginda ise, tiimor
proliferasyonunda artis oldugu bulunmustur. Bu sonuca gore TNBC hiicreleri LPS ile
muamele edildiginde kemoterapinin etkisinin diistiigii belirtilebilir. Calismamizda ise poly I:C
ve LPS doksorubisin ile muamele edildiginde hiicre proliferasyonunda azalma olmadigi

bunun da LPS’nin etkisinden olabilecegi diistiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, koryokarsinom hiicrelerinde PKR aktivasyonunun kemoterapotik ajan
doksorubisine karst hiicre proliferasyonunda duyarli oldugu tespit edildi. PKR
aktivasyonunun doksorubisin iizerindeki etkileri belirlenip anlamli oldugunun tespiti

yapilmustir.

PKR aktivasyonunu izlemek i¢in swam 71 hiicrelerine poly I:C ve LPS uygulandi.
Swam 71 hiicrelerine kontrol, poly I:C / LPS, doksorubisin, doksorubisin/poly I.C/LPS
gruplart muamele edilerek, hiicrelerde hiicre canlilifi, apoptoz ve nekroz yolaklarina bakildu.
Ayrica protein diizeyindeki degerlendirme i¢in p-PKR ve a-tubulin antikoru her grup i¢in ayr1

ayr1 ol¢iildi.

Ik olarak hiicre sayim cihaziyla yapilan deneyden elde edilen sonuglara gore,
koryokarsinom hiicrelerine doksorubisin farkli dozlarda (0.39 pg/ml, 1.56 pg/ml, 6.25 pg/ml,
25 pg/ml, 100 pg/ml) 24 saat muamele edidiginde, hiicrelerde kontrole oranla doza ve zamana
bagl istatistiksel olarak anlamli azalmalar gézlendi (p < 0,05, p < 0,001). Kemoterapi ilact
doksorubisinin doza bagli olarak hiicre canliligini inhibe ettigi tespit edildi. PKR’y1 aktive
etmek igin poly I:C ve LPS uyguladigimiz hiicrelere, farkli dozlarda doksorubisinle birllikte
24 saat muamele edildi ve poly I:C/LPS kontroliine gére doksorubisin uygulanmis gruplarda
doza ve zamana bagl istatistiksel olarak anlamli azalmalar gozlendi (p < 0,05, p < 0,001).
Calismada, doksorubisini en yiiksek dozda uyguladigimiz swan 71 hiicrelerinde ve PKR
aktive edilmis doksorubusin uygulanmis hiicrelerde anlamli bir farklilhik goézlenmis ve
istatistiksel olarak bu farklilik anlamli bulunmugstur. PKR aktivasyonu doksorubisine

duyarlilikta diren¢ olusturmustur.

Kontrol, LPS/poly I:C, Dox ve LPS/poly I:C/dox gruplarinda hiicredeki canlilig
Olgmek icin MTT testi uygulanmis ve deney sonuglarina gore kontroliin poly I:C ve LPS
gruplarina gore hem arttigi ve hem de azaldigi bulunmustur ve bu nedenle ve tam net sonug
elde edilememistir. Doksorubisin ve poly I:C/LPS grubuyla karsilastirdigimiz da ¢ogunlukla
PKR aktivasyonunun doksorubisine duyarliginda diren¢ gosterdigi goriilmiistiir. Ancak bazi
sonuglarda ise PKR aktivasyonu oldugunda doksorubisin duyarliliginda hiicre canliliginda
azalma gozlenmis ve bu sonuglara bakildiginda yapilan MTT testi deneyinde teknik

hatalardan dolay1 sonu¢ alinamadigi belirlenmistir.

57



Calismada, flow sitometri sonuglarina gore, koryokarsinom hiicrelerine doksorubisin 24
ve 48 saat, poly I:C/LPS 48 ve 72 saat muamele edilmis, PKR aktive edilen hiicrelerde
doksorubisine karsi hiicre canliligina direng gozlenmis ve doksorubisinin hiicreleri apoptoz
yoluyla oldiirdiigi belirlenmistir. Calismada western blot sonuglarmna gore ise, p-PKR
antikoruna bakildi. Doksorubisinle muamele edilen hiicrelerde p-PKR aktivasyonunun ¢ok
diisiik oldugu goriilmiistiir. Ilging bir sekilde bizim hipotezimizde PKR aktivasyonunun
doksorubisini engelleyecegi diisiiniiliirken; aslinda doksorubisinin PKR aktivasyonunu

engelledigi ortaya ¢ikmaistir.

Mevcut caligmanin sonucuna gore, PKR ile aktive olan hiicreler, kontrole kiyasla
doksorubisine orta derecede daha az duyarliydi. Ilging bir sekilde, Poly I:C ve LPS tedavisi
izerine doksorubisin ile tedavi edilen hiicrelerde PKR fosforilasyonunun biiyiik 6l¢iide inhibe
edildigi gozlemlendi. Ileri ¢alismalarla doksorubisinin Koryokarsinom hiicrelerinde PKR
aktivasyonuna neden direng kazandigiyla ilgili ¢alismalar yapilabilir ve mevcut ¢alisma

genisletilebilir. Boylece daha anlamli sonuglar elde edilebileceginin kaaatindeyiz.
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