HUCRELERDEKI TRANSFORMASYON
GELISiMININ MOLEKULER
YONTEMLERLE BELIRLENMESIi

Ayse Tansu KOPARAL
Doktora Tezi

Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah
Eylial 2001

156326

Soaserpbentrn i 0o
AT LONL TR

Merkez Kito.



HUCRELERDEKi TRANSFORMASYON GELiSiMINiN

MOLEKULER YONTEMLERLE BELiRLENMESi

Ayse Tansu KOPARAL
Doktora Tezi

Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
Eyliil 2001

Bu Tez Caligmasi Anadolu Universitesi

Desteklenmigstir. Proje No: 991015

Arastirma

Fonunca



JURI VE ENSTIiTU ONAYI

Ayse Tansu KOPARAL':n Hiicrelerdeki Transformasyon
Gelisiminin Molekiiler Yontemlerle Belirlenmesi bashkhh Biyoloji
Anabilim Dalindaki, Doktora Tezi 02.10.2001 tarihinde, asagidaki
jiiri tarafindan Anadolu Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve
Sinav Yonetmeliginin ilgili maddeleri uyarinca degerlendirilerek
kabul edilmistir.

Adi-Soyadi: imza

Uye (Tez Damismani) : Yrd.Do¢.Dr.Melih ZEYTINOGLU...

Uye : Prof.Dr.Ahmet OZATA.

Uye : Prof.Dr.Ergin ACIKALIN

Uye : Prof.Dr.Embiya AGAOGLU

Uye : Yrd.Do¢.Dr.Hiilya ZEYTINOGLT!

Anadolu Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim
Kurulunun03.40.%%tarih ve ;3.0// sayili karariyla onaylanmistir.

/




OZET
Doktora Tezi

HUCRELERDEKiI TRANSFORMASYON GELiSiMINiN
MOLEKULER YONTEMLERLE BELIRLENMESi

AYSE TANSU KOPARAL

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dalh
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Bu calisma in vivo ve in vitro ortamlarda yapilan deneysel caligmalan
icermektedir. In vivo c¢alisma olarak DMBA ile kanserlestirilmig sicanlara daha
sonra karvakrol enjekte edilmistirr. Hem kanserlestirilmis hem de karvakrol
enjeksiyonunun ardindan deney hayvanlarinin akcigerleri makroskobik (anatomik)
ve mikroskobik (histolojik) olarak incelenmistir. Bu ¢aligmalarla, DMBA ile akciger
hiicrelerinde transformasyonun meydana geldigi ve alveollerde tip II akciger
hiicrelerinin sayisinda artig oldugu saptanmigtir. Kanser olugsumundan sonra
uygulanan karvakroliin akciger hiicrelerini olumlu yonde etkiledigi belirlenmistir. In
vitro galigmalar; A549, HFL1, C2 ve CO2S5 hiicre tipleri kullanilarak doku kiiltiirii
ile gergeklestirilmigtir. Bu calismayla, kas hiicrelerinde N-Ras onkogeninin
olusturdugu transformasyon ile akciger hiicrelerindeki kanserlesme kargilastirildig:
gibi karvakroliin, hiicrelerde olugan transformasyona etkileri; hiicre sayilari, hiicre
morfolojileri, hiicre iskeleti ve toplam protein miktarlani olarak degisik teknikler
uygulanarak deneylerde kullandan hiicrelerdeki . farklihklar gosterilmeye
calisilmugtir. Karvakrol uygulanan A549 ve HFL1 hiicre tiplerinde doz miktan
arttikca, hiicre sayilarinda azalma, hiicre morfolojisi ve iskeletinde bozulmalar,

toplam protein miktarlarinda azalmalar tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hiicre transformasyonu, hiicre morfolojisi, hiicre iskeleti,

karvakrol, tip II akciger hiicreleri
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ABSTRACT

Doctor of Science Thesis
THE DETERMINATION OF TRANSFORMATION DEVELOPMENT
OF CELLS BY MOLECULAR TECHNIQUES

AYSE TANSU KOPARAL

Anadolu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
‘ Biology Program

Supervisor: Assist.Prof.Dr. Melih ZEYTINOGLU
2001, 103 pages

This study comprises experimental works undertaken in vivo and in vitro
environment. As in vivo study, carvacrol was injected to rats that show cancer after
DMBA treatment. Lungs of laboratory animals both cancerous and carvacrol
injected were examined using macroscopic and microscopic (histological) studies.
These studies showed that in lungs, cell transformation occurred with DMBA and
number of type II lung cells increased in alveoli. It was determined that after cancer
induction, application of carvacrol affected transformed lung cells positively. In
vitro studies were achieved by using A549, HFL1, C2 and CO25 cell lines and
tissue culture methods. These studies compare N-Ras oncogene transformed
muscle cells and cancerous lung cells, and also use different techniques to show
effects of carvacrol on cell transformation; cell number, cell morphology,
cytoskeleton and total protein amount in cell types that are used in the experiments.
In carvacrol applied A549 and HFL1 cell types, increase in dose of carvacrol
caused a decrease in cell number, degeneration of cell morphology and cytoskeleton
and a decrease in total protein amount.

Key Words: Cell transformation, cell morphology, cytoskeleton, carvacrol, type

II lung cells.
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1. GiRiS

Kanser; cevab: hiicre biyolojisinin derinliklerinde sakli olan giiniimiiziin
oliimciil hastali§idir. Hiicrelerin denetimsiz bir bigimde asin derecede ¢ogalmalan
kanser olarak tammlanmaktadir. Ozgiil ozellikleri olan bu hiicreler gogalmalan
sirasinda normal hiicrelerden yapisal olarak ayrigtiklart gibi, iglevleri agisindan da
ayngirlar; bazen normalde yaptiklan islevleri yerine getiremezken, bazen de normal
yeni islevler kazanabilirler. Belirli bir hizla ¢ogalan bu anormal hiicreler,
bulunduklan yerdeki doku ve organlan isgal etmekle kalmayip, baska yerlere
giderek oradaki organlar da iggal eder ve cesitli bozukluklara sebep olurlar.

Insanda en yaygin kanserler, kanser nedenlerinin en yaygin olarak ve
kolaylikla vurduBu organlarda geligmektedir. Kanserojenler daima disandan
gelirler, dogal viicut girislerini vururlar ve oralarda kanser olustururlar. Disa agik ve
en fazla kanserin goriildiigii organlar akcigerler, 6zefagus-mide, genital, cinsel yol;
rahim, meme ve prostat,cilt-deri sayilmaktadir.

Ulkemizde Saglik Bakanlifi Kanserle Savag Dairesi her yil kanser
insidansimt toplamaktadir. Devlet [statistik Enstitiisii tarafindan yayinlanan
istatistiklerde de kanserden Glenlerin sayisi (kanser mortalitesi) verilmektedir. Buna
gore 1996 yilinda iilkemizde 38.113 yeni kanserli belirlenmig ve 40.136 kisi
kanserden 6lmiistiir. 2000 yilinda kanserli sayisinin 75.000't gegecegi beklenebilir
(Criss ve Baysal, 1999).

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) verilerine gore bes yasindan sonra, hem
gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde ilk ii¢ 6liim nedenlerinden birisi kanser
olup, tiim oliimlerin %10'u kanser nedeni iledir. Diinyada her yil 6.4 milyon yeni
kanser vakasi ortaya ¢ikmakta ve her yil 4.8 milyon kisi de kanser nedeni ile
olmektedir. Yillik kanser insidansi (kansere yakalananlarm sayisi) gelismis
tilkelerde yiizbinde 260 iken gelismekte olan iilkelerde yiizbinde 102'dir. Ozellikle
geligmekte olan iilkelerde yasam uzunlugundaki artiglarla kanser sayisinda da
artiglar beklenmektedir (Tuncer ve ark., 1994).

Insanligin uygar olma istedi sanayilesmenin onlenemez yiikselisine neden
olmugtur. Sanayinin kaginilmaz sonucu olarak birgok atik ¢cevreye verilmektedir. Bu
atiklar; havayi, suyu, toprag: kirletmekte ve sonugta insam etkilemektedir. Geligmisg
iilkelerde son yillarda yapilan arastirmalar, sanayilesme ve kentlesmenin ilerlemesi
sonucu kanserin tirmansa gegtigini gozler oniine sermektedir.

Insanlar; geligen endiistri, sigara, hava kirliligi, bazi meslek kosullari, fuel oil
ve bazi kimyasal maddeler ile motor yakitlarinin kullamilmasindaki hizlt artig sonucu

ag18a ¢ikan karsinojen etkenlere her gegen giin daha fazla maruz kalmaktadirlar. Bu



nedenle biiyiik gehirlerde akciger kanser insidansi, diinyanmn hemen her yerinde
kirsal bolgelerden ¢ok daha yiiksek bulunmugtur (Hacthanefioglu, 1993).

Kimyasal ve fiziksel etkenlerin yamsira viriisler gibi biyolojik etkenler de
kanser olusumuna yol agan gevresel nedenler arasindadir. Giiniimiizde kanser,
olusumunda genetik yatkinliin da rol aldig: belirtilmektedir. Kanser hiicrelerinde,
abnormal kromozomlarin bulundugu ve birgok karsinojenin hiicre DNA'sinda
mutasyon olugturarak etki gosterdidi ve bu yolla kanserin ortaya ¢iktig:
kamitlanmugtir (Brachet, 1985; Sheeler ve Bianchi, 1987). |

Insan ve hayvan hiicrelerinin ve dokularinin plastik ylizeyler iizerinde yada
slispansiyon halinde biiyiitiilmesinde kullamlan teknikler biyomedikal bilimin
gelismesine onemli katkida bulunmuslardir. Bu nedenle, in vitro terimi; viicut digina
cikarilmug hiicre ve dokularin gelismelerini, farklilagsmalanm ve devamliligiru
saglayan sartlar altinda biiyiitiilmesi anlamina gelmektedir (Castell ve Gomez-
Lechon, 1997).

Kanser uzun bir zamandir yalmzca onkolojinin ilgi alani olmaktan ¢ikmus,
viral onkoloji, molekiiler biyoloji, genetik, tibbi genetik gibi daha birgok biyoloji
bilim dalmnn da aragtirma alani haline gelmistir.

Hiicre biyolojisi ve molekiiler biyolojinin temelini anlamamizda 6nemli rol
oynayan, hiicre kiiltiirii tekni3i, in vitro methodlar i¢inde nemli bir yer tutmaktadir.
Hiicre kiiltiirii tekniginin; tibbi kimya, farmakoloji, genetik, reproductive biyoloji ve
onkoloji alanlannda kullamimu artmaktadir. Giiniimiizde doku Kkiiltiiriinde (hiicre
kiiltiirii olarak ad: degismistir) dier organ sistemlerinin etkisi olmaksizin izole
edilmis hiicre ve dokular kullanilarak bilimsel sorulara cevaplar aranmaktadir
(Castell ve Gomez-Lechon, 1997).

Kanser hiicrelerinde meydana gelen genetik degisikliklerin arastinlmasinda
kullamilan molekiiler biyolojik tekniklerin gelismesi hiicresel transformasyonun
molekiiler taniminin baglamasim saglamistir (Slebos ve Rodenhuis, 1989).

Doku Kkiiltiiriinde hiicrelerin transformasyonu; serumda yada tabana
baglanarak yasayan hiicrelerde, hiicre biiyiimesinde, kontakt inhibisyonun
kaybinda, yiizeye baglanmada, harekette, morfolojide ve hiicre iskeletinin
organizasyonunda degisiklikleri kapsayan bir seri hiicresel degisikliklerin
sonucudur (Pawlak ve Helfman, 2001).



2. AKCiGERLER

Akcigerler yaklagik olarak 140 m2'lik bir ig yiizey alani ile insan viicudunda
gevre ile temas kuran en biiyiik organdir. Her nefes akcigerlere, gevreden birgok
partikiil tagir, bu partikiiller kismen akcigerlerde kalir ve depo edilirler. Akcigerlerin
degisik bolgelen farkl: depo ve temizleme mekanizmalarina sahiptirler (Moller ve
ark. 2001).

'Gééiis boslugunda her iki tarafta pleural kese igerisinde yerlesmig
akcigerler, ortada mediastinumda yer alan, i¢inde kalbin de bulundugu yapilarala
birbirilerinden aynlirlar. Stingerimsi elastik bir yapiya sahiptirler. Bu nedenle gogiis
boglugundan ¢ikanildiklarinda ya da pneumothorax'ta akciferler yaklagik 1/3'ii
kadar kiigiiliirler. Dig yiizleri parlaktir ve akciger lobcuklarina uyan ¢okgen seklinde
sahalar goriiliir (Ozyardimet, 1999).

Sagda karaciferin bulunmasi nedeniyle diaphragma burada daha yiiksek
durumdadir. Bu nedenle sag akciger soldan 2.5 cm daha kisadir. Kalbin sola dogru
uzamasi nedeniyle sol akcierden daha genis ve agirligi daha fazladir (625 gr). Sol
akciZer ise saga gore daha dar ve uzundur, agirli1 ise S60-565 gr kadardir. Fakat
bu agirliklar akcigerdeki kan ve seroz sivi miktarina gore degisiklikler gosterebilir.
Erkeklerde biraz daha adir ve viicut agirigimn 1/37'si kadrken, kadinlarda 1/43'i
kadardir (Ozyardimci, 1999).

2.1. Akcigerlerin Histolojik Yapis1
2.1.1. Bronslar

Ana bronglarin yapisi trakeaya benzer. Fakat akci8ere girdikleri zaman bazi
degisikliklere ugrar. Bronglarin ¢eperi mukoza, kas ve guddeleri igeren submukoza
tabakalan ile kikirdak ¢atisindan olusur. Mukoza, epitel Ortiisi ve lamina
propria'dan ibarettir. Mukoza epitel ortiisii biiyiik bronglarda psodostrafiye
silindirik epitelle doselidir. Arada goblet hiicreleri ile bazal hiicreler yer alir.
Bronglann ¢aplan kiigiildiikge epitel tabakasi da incelir. Epitel tabakasi, eozinofilik,
belirgin bir bazal membran iizerinde yerlesme gosterir (Hacihanefioglu, 1993).
Biiyiik bronglarda kikirdak halkanin, liimeni tamamen sarmasina kargin, bronsiyal
kikirdak bronglarda trakeaya oranla daha diizensiz yapidadir. Brongiyal ¢ap
azaldikga hiyalin kikirdak halka, izole pargalar veya adalar geklinde goriiliir, epitelin
altinda, brong lamina propiasinda spiral diiz kaslann birbirini ¢aprazlayan demetleri
yer alir. Diiz kas demetleri, solunum bolgesinin yakimundaki iletici kismin duvarinda



daha belirginlesir. Histolojik kesitlerde bu kas tabakast aralikli goriiliir. Oliimden
sonra bu kaslarin kontraksiyonu, histolojik kesitlerde brong mukozasina kivrintili
bir goriiniim verir. Lamina propria elastik fibrillerden zengindir ve brong liimenine
salgisimi bosaltan, bol sayida seroz ve mukoz bez igerir. Lamina propriamn iginde
ve epitel hiicreleri arasinda ¢ok sayida lenfositler bulunur. Lenf folikiilleri vardir ve
bunlar ozellikle bronglarm ¢atallanma noktalarinda bol bulunurlar (Junqueira ve
ark., 1993).

2.1.2. Brongiyoller

Brongiyol terimi 1 mm veya daha kiiciik ¢captaki hava yollarinun tanimu igin
kullanilir (Hacihanefioglu, 1993). Mukozalarinda kikirdak ve bez igermezler,
sadece baslangi¢ segmentlerinde epitelde goblet hiicreleri bulunur (Erbengi, 1990;
Junqueira ve ark., 1993). Genis ¢apli bronsiyollerde, epitel yalanci ¢ok katl: silyali
prizmatiktir. Kii¢iik capli terminal brongiyollerde epitelin boyu algalir, silyalr tek
katli prizmatik veya kiibik olur. Terminal brongiyal epiteli aym zamanda Clara
hiicrelerint de igerir. Bu hiicreler silya icermezler, apikal sitoplazmalarinda salg:
graniilleri vardir ve muhtemelen bronsiyol yiizeyini korudugu diisiiniilen,
glikozaminoglikanlart salgiladiklar: bilinir (Murathanoglu, 1996). Bronsiyollerin
caplant kiiciildiikge goblet hiicreleri giderek azalir ve terminal brongiyollerde
tamamen ortadan kalkar (Hacihanefioglu, 1993).

Epitel tabakasi altinda elastik ve kollajen bag dokusu liflerinden olusan
lamina propria yer alir. Mukozanin hemen altinda respiratuar bronsiyollere kadar
uzanan spiral ince bir kas tabakasi bulunur ve lamina propriamn elastik lifleri ile
karnigir. Bunlar terminal brongiyollerin miyo-elastik tabakasim olustururlar
(Hacihanefioglu, 1993).

Submukoza, kas tabakasinin dig kismunda, elastik lifleri iceren yogun bag
dokusundan olusur ve icinde miikoz ve seromiikéz guddeler bulunur. Bu guddeler
bronglarin distal kisimlarina dogru giderek azalir ve terminal bronglarda kaybolur.

Mukozada kikirdak catisimn gevresindeki fibroz dokuda ve Ozellikle
bronglarin dallandiklar1 bolgelerde lenf nodiilleri yer alir (Hacthanefioglu, 1993).

2.1.3. Respiratuar brongiyoller

Her lobus'un bagimsiz bir brongiyolu ve arteriyolii vardir. Tepe noktasindan

lobus'a giren brongiyol sayis1 50-100 arasinda deisen terminal bronsiyollere



boliintir. Terminal brongiyoller de sirasiyla respiratuar bronsiyollere aynlir
(Hacihanefioglu, 1993).

Respiratuar bronsiyol, akcigerlerde solunum islevi goren ve "primer lobus"
ad1 verilen en kiigiik birime dogru dallanarak ilerler. Yaklagik olarak 1 mm
capindaki bu solunum birimleri ductus alveolaris, alveol keseleri ve alveollerden
olugurlar (Hacihanefioglu, 1993). Respiratuar bronsiyol boliimii silyal: kiibik epitel
ve Clara hiicreleri ile doselidir. Ancak, alveollerin agtldi181 boliimde bronsiyol epiteli
alveollerin tek katl: yasst epiteliyle (tip I alveolar hiicreler) devam eder. Bu
brongiyollerde distale dogru alveol sayisi 6nemli Olgiide artar ve alveoller arasi
mesafe bilyiik oranda azalir. Alveoller arasindaki bronsiyol epiteli silyali kiibik
tiirdendir, ancak distal kisimlarda silyalar bulunmayabilir. Epitel altinda diiz kas ve

elastik bag dokusu vardir (Junqueira ve ark., 1993).
2.1.4. Alveolar kanallar

Respiratuar brongiyoller boyunca distale gidildik¢e, brongiyol duvarina
agilan alveol sayisi daha da artarak sonugta duvarda baska birsey bulunmaz hale
gelir ve tiip artik alveolar kanal (alveolar duct) adin: alir. Hem alveolar ductus hem
de alveoller ¢ok ince tek katli yassi alveol hiicreleriyle doselidir. Lamina propriyada
yassi epitel hiicreleri altinda diiz kas hiicrelerinden bir a8 vardir. Bu sfinkter benzeri
diiz kas demetleri bitisik alveoller arasinda yukrular seklinde goriiliir. Diiz kas
alveolar kanalin distal boliimlerinde kaybolur. Buralarda duktus ve alveol duvannin
destegi sadece elastik ve kollajen liflerdir (Junqueira ve ark., 1993).

Alveoler kanallar her birine birka¢ alveolar saccusun agildidi bosluklarla
(atria) sonlanir. Alveollerin ve alveolar saccuslann bu boglugu agildig1 bolgeler
elastik ve retikiiler liflerden olugan bir kompleksle sarilidir. Elastik lifler soluk alma
sirasinda alveollerin gerilerek agilmasimi ve solunum siiresince pasif olarak
kasilmay: saglar. Retikiiler lifler agin genislemeyi onleyerek ince kapillerler ile

alveolar septanin zarar gormesini engeller (Junqueira ve ark., 1993).
2.1.5. Alveoller

Alveoller respiratuar brongiyoller, alveolar kanallar ve saccuslarda bulunan
yaklagik 200 mikrometre genigliginde torba seklindeki gikintilandir. Akcigerlerin
siingerimsi goriiniimiiniin nedeni olan alveoller, bronsiyal agacin son boliimleridir.
Alveoller, tek taraft agik olan veya an kovamn tek tarafi agik peteklerine benzer.
Buralarda hava ve kan arasinda oksijen ve karbondioksit degigimi olur. Alveol



duvar, dig ve i¢ ortam arasinda difiizyonu artiracak sekilde 6zel bir yapidadir.
Genelde her duvar iki komsu alveol arasinda yer alir ve bu nedenle interalveolar
septum veya duvar seklinde adlandirilir. Bu interalveolar septum iki tarafinda iki
ince tek katlr yass: epitel ve bu iki epitel dokusu arasinda kapillerler, fibroblastlar,
elastik ve kollajen lifler ile makrofajlan igerir. Kapiller ve bag dokusu matriks,
interstitiumu olugturur. Alveolar septumun hiicreler arasi ortaminda organizmanin
en zengin kapiller ad: yer alir (Junqueira ve ark., 1993).

"Alveollerdeki hava ile kapiller kani arasinda 3 komponentten olugan ve kan-
hava bariyeri denen bir engel vardir. Bu bariyerin ii¢ elemany, alveolleri dogseyen tek
katli yass1 epitel, alveolar hiicrelerin sitoplazmas, sikica yan yana duran alveolar ve
endothelial hiicreler arasinda her iki epitelin kaynagmuig bazal laminast ile
endotheliyal hiicrelerin sitoplazmasidir. Bu tabakanin total kalinligi, 0.1-1.5
mikrometre arasinda degisir (Junqueira ve ark., 1993). Komsu iki alveoliin
duvarlan ortaktir ve interalveolar septum adini alir. Interalveolar septumlar kaba
tanimla, iki ince epitelyal tabaka ve bunlar arasindaki bag dokudan olugurlar
(Murathanoglu, 1996). Interalveolar septum iginde anastomozlar yapan pulmoner
kapillerler, retikiiler ve elastik lif aglartyla desteklenirler. Alveol duvarinin daralip
genislemesine uygun sekilde tertiplenmis bu lifler alveollerin temel yapisal
destegidir. septumun ara dokusunda (interstisyum) bazal membran, lokosit,
makrofaj ve fibrobalstlar bulunur. Alveol duvarinun epithelyal (alveolar) hiicreleri ile
endothelyal hiicreleri tarafindan iiretilen, iki bazal lamina kaynasarak, komsu iki
epitel arasinda tek bir bazal membran olusturur (Junqueira ve ark., 1993).

Alveoller igindeki havadan gelen oksijen kapiller icindeki kana veya tersine
kapillerlerden alveol limenine CO7 bu katlan gegerek ulagir (Junqueira ve ark.,
1993).

Interalveolar septum 5 temel hiicre tiirii igerir. Bunlar kapillerlerin endotel
hiicreleri (%30), tip I (yasst) alveolar hiicreler (% 8), tip Il (septal, biiyiik alveolar)
hiicreler (%16), fibroblast ve mast hiicrelerini kapsayan interstitial hiicreler (%36)
ve alveolar makrofajlardir (% 10) (Junqueira ve ark., 1993).

Kapillerlerin endothel hiicreleri ¢ok incedir ve kolaylikla alveollerin tip I
hiicreleri ile kangtirilabilir. Kapillerlerin endoteli sitoplazmik porlar icermez ve
kesintisiz olark kapillerleri doger. Niikleus ve c¢evresindeki organellerin
kiimelenmesiyle sitoplazmanin geri kalan boliimii gaz degisimini kolaylastirmak igin
incelir. Yassilagmug periferik sitoplazmanin en belirgin 6zellidi ¢ok sayidaki
pinositik vezikiillerdir (Junqueira ve ark., 1993).

Yass1 alveolar hiicreler de denilen tip I hiicreler alveol yiizeyini doseyen ileri

derecede incelmis hiicrelerdir. Tip I hiicreleri alveol ylizeyini doseyen hiicrelerin %



97'sini tip II hiicreler ise % 3'iinii olugtururlar. Bu hiicreler ¢ok incedir, bazen
kalinliklann 25 nm olabilir (Junqueira ve ark., 1993). Bu hiicrelerin sitoplazmalan
azdir, niikleuslan yassidir (Murathanoglu, 1996). Golgi, endoplazmik retikulum ve
mitokondriyon gibi organeller, kan-hava bariyerini miimkiin oldugunca inceltmek
ve organelden yoksun bir sitoplazma yaratabilmek igin, niikleus cevresinde
toplanmugtir. Ince sitoplazma, surfactantn doniigiimiinde ve ufak partikiillii
kirliliklerden yiizeyin temizlenmesinde is goren, pinositik vezikiillerden zengindir.
Biitiin ip I epitel hiicreleri, doku sivisinn alveolar limene sizmasi nlemek igin,
desmozomlar yaninda siki baglanti yapilarina sahiptir. Bu hiicrelerin baglica
gorevleri gazlarin gecisine uygun minimal kalinlikta bir bariyer saglamaktir
(Junqueiré ve ark., 1993). Tip II hiicreleri alveoler duvann bazal membran iizerine
ozellikle de kose kisimlarna yerlesmiglerdir. Yiizeye dogru ¢kinti yaparlar
(Koptagel, 1993).

Tip II hiicreler veya biiyiik alveolar hiicreler (septal hiicreler de denir),
desmozomlar ve siki baglantt yapilanyla tip I hiicrelerine tutunarak onlar arasina
serpilmis hiicrelerdir. Tip II hiicreler kabaca kiibik hiicrelerdir ve genellikle
alveollerin birlestikleri agilarda 2 veya 3 hiicreden olusan gruplar seklinde
bulunurlar. Bazal membran iizerinde bulunan bu hiicreler alveol duvanm déseyen
tip I hiicrelerle aym kaynaktan gelmeleri nedeniyle epitelin bir pargasidir. Tip II
hiicreler tipik salg: hiicrelerine benzerler ve serbest apikal yiizlerinde mikrovilluslan
vardir. Histolojik kesitlerde, sitoplazmalaninda karakteristik vakuoller veya
vezikiiller goriiliir. Elektron mikroskobi i¢in hazirlanan dokularda iyi korunmus ve
bariz olarak goriilen lameller cisimlerin varli§1 bu vezikiillerin olugsmasina sebep
olur. 1-2 mikrometre ¢apinda olan ve konsentrik veya paralel lameller iceren yapilar
unit membranla sarilidir. Fosfolipidler, glikozaminoglikanlar ve proteinler igeren bu
yapilanin bu hiicrelerde devamli sentez edildii ve apikal yiizden salgilandig:
histokimyasal g¢aligmalarla saptanmistir. Bu lamellar cisimler alveolar yiizeye
yayilarak, yiizey gerilimini diigiiren, ekstraseliiler alveolar ortii pulmoner surfactant:
yaparlar (Wheater ve ark., 1979; Ross ve Reith, 1985; Fawcett, 1986; Junqueira ve
ark., 1993). Siirfektant maddenin azlifinda, alveol liimeni kan kapillerlerinden
gelen sivi ile dolar (Murathanoglu, 1996).

Surfactant tabakasi baglica dipalmitoly lecithin'den olugsan ince bir
monomolekiiler fosfolipid tabakast ile kapli, sulu protein igeren hypophase'dan
olusur. Pulmoner surfactant akciger fonksiyonlanmn idaresinde bir ¢ok onemli ig
goriir. Oncelikle, baglica isi alveolar hiicrelerin yiizey gerilimini azaltmakur. Yiizey
geriliminin azaltilmasimn anlami, alveollerin havayla dolmas: igin daha az kuvvet
harcamak ve boylece solunumu kolaylagtirmaktir. Aynica surfactant olmazsa



alveoller soluk verme esnasinda kapanabilirler (collapse). Fotiis gelisiminde
surfactant son haftalarda belirmeye ve tip II hiicrelerde lameller cisimler goriilmeye
baglar (Junqueira ve ark., 1993).

Premature doganlarda, solunum sikintisinin belirtisi olarak ¢ocuk zorlukla
nefes alip verir. Bunun gibi yeni doganda goriilen hiyalin membran hastalig1 da
yetersiz surfactant iiretimi sonucu gelisir ve gocuk alveollerin ag¢ilmasinda zorluk
ceker. Son zamanlarda surfactantin bakterisidal etkisinin oldufu ve alveollere
ula§afaik potansiyel tehlike gisteren bakterilerin ortadan kaldinlmasma yardim ettigi
ileri siiriilmiistiir (Junqueira ve ark., 1993).

Surfactant tabakasi duragan olmayip devamli deZismektedir. Yiizeyden
lipoprotein, yassi hiicrelerin pinositik vezikiilleri, makrofajlar ve tip Il alveolar
hiicreler tarafindan yavas yavag yok edilir. Boylelikle bu maddeler siirekli bir
salgilanim ve emilim dongiisii i¢ine girerler (Junqueira ve ark., 1993).

Alveolleri doseyen sivi, iletici boliimiin silyalarimn  aktivitesi ile
uzaklagtirilir. Sekresyon hava yolunu gegerken brongiyal mukus ile kangarak
brongalveolar siviyr olusturur. bu sivi solunan havadaki partikiillerin ve zararli
komponentlerin uzaklastinlmasina yardim eder. Bu sivi iginde alveolar makrofaj
lardan kaynaklanmasi olasi, ¢ok sayida, eritici enzimler (lizozim, kollejenaz, B-

glukoronidaz gibi) vardir (Junqueira ve ark., 1993).
2.1.6. Alveolar septum

Kan plazmasi ile solunan hava arasindaki en ince bariyer, alveol epiteli,
kaynasmuis iki bazal laminadan olugan tek bir bazal membran ve kapiller endoteline
indirgenmigtir. Toz hiicreleri de denen alveolar makrofajlar kemik iligi kokenli
monositlerden kaynaklanirlar. Bunlar alveolar septumun iginde yer alir ve gogu kere
alveol yiizeyinde goriiliirler. Cok sayida karbon ve toz yiiklii makrofaj bag
dokusunda biiyiikk damarlar ¢evresinde veya pleurada bulunabilir. Ancak
muhtemelen hi¢bir zaman epitel igine ge¢gmemiglerdir.Bu hiicrelerdeki fagositoz
artiklarninin, alveol liimeninden, intertisiyal ortamu, tip I hiicrelerinin pinositik
aktiviteleri ile gegtigi diigtiniiliir. Epitelin dig yiiziinde, surfactant tabakas: igindeki
fagositik makrofajlar, farinkse dogru taginarak yutulur (Junqueira ve ark., 1993).

Alveolar septum fibroblastlar, mast hiicreleri ve kontraktil hiicreler de igerir.
Intersisial ortamdaki fibroblastlar, kollajen, elastik lifler ve glikozaminoglikanlan
sentez ederler. Parenkimal materyalin % 15-20'sini kollajen olugturur ve temelde tip
I ve Il kollajenden meydana gelir. Tip III kollajen baglica alveolar retikiiler liflerde
bulunur. Tip I kollajen, birlegtirici boliimiin ve pleuraun duvarinda yogundur.



Kollajen yapiminda artig sik goriiliir ve akciger fibrosisi ile solunum zorlugu
yaratt1§1 bilinen 100'den fazla hastalik vardir (Junqueira ve ark., 1993).

Septumdaki kontraktil intersisiyel hiicreler, alveolar epitelin bazal yiiziine
bitigiktir fakat endothel hiicrelerine bitismezler. Antiaktin ve antimyosin antikorlan
ile etkilesen bu hiicreler kasilarak alveol liimeni hacmini azaltirlar. Histamin ve
epinephrine gibi farmakolojik ajanlar etkisiyle, akciger parankim dokusunun

kontraksiyon yapti§1 in vitro olarak gosterilmistir (Junqueira ve ark., 1993).
2.1.7. Alveolar porlar

interalveolar septum, komsu alveollen birlestiren 10-15 mikrometre ¢apinda
bir veya daha ¢ok por igerebilir. Bunlar alveollerdeki basincin esit olmasini veya
bronsiyol tikandiginda hava sirkiilasyonu igin kollateral saglayabilirler (Junqueira
ve ark., 1993).

2.1.8. Alveolar ortiiniin yenilenmesi

NOs; inhalasyonunun, alveolar 6rtii hiicrelerinin (tip I ve tip II hiicreler)
yikimina neden oldugu gozlenmistir. Bu bilesidin veya diger toksik maddelerin
etkisini, zarar gérmeden kalan tip II hiicrelerin artan mitotik aktiviteleri izler.
Alveolar ortiintin yenilenmesinde ikinci adimda, tip II hiicrelerinin bir kismu tip I
hiicrelerine doniisiir ve alveolar ortii tekrar normal goriiniimiinii kazanir. Tip 1I
hiicrelerin yipim-yapim oraninin normalde giinde % 1 oldugu ve boylece hem bu
hiicrelerin, hem de tip I hiicrelerinin devamli yenilenmesinin saZlandig:

diiiiniilmektedir (Junqueira ve ark., 1993; Murathanoglu, 1996).
2.1.9. Akcigerlerin kan damarlari

AkciZerlerdeki dolagim, hem besleyici (sistemik) hem de fonksiyonel
(pulmoner) damarlar igerir. Fonksiyonel dolasim pulmoner arter ve venlerle
saglanir. Pulmoner arterle, akcigerlerdeki dolasimda diigiik basingla kargilagan ince
duvarli damarlardir. Bu arterler, pulmoner venlerden daha ¢ok diiz kas hiicresi ve
elastik lif igerirler. Arterler membrana elastika internaya sahiptir; bu yapt pulmoner
venlerde bulunmaz. AkciZerler organizmanmn en iyi gelismis kapiller agina
sahiptirler (Junqueira ve ark., 1993).

Pulmoner arterler sag ventrikiilden ¢iktiktan sonra sag ve sol akcigere giden

ana arter dallarina ayrlirlar ve bronglarin eslidinde akciger loblarina, segment ve



lobuluslara dogru dagilirlar. Respiratuar brongiyollere kadar ulagan arter dallar,
ductus alveolaris'lere ve buradan da tiim alveol geperlerine dagilan kapiller kan agint
meydana getirirler (Hacthanefioglu, 1993).

Alveol septumlarinda kapiller agdan akcigerlerin venalar olugur. Bunlar da
lobuluslar arasi, sonra da segmentler arasi bolmelerde giderek kalinlagan pulmoner
venleri meydana getirifler ve dort ana dal halinde sol atrium'a dokiiliirler
(Hacthanefioglu, 1993).

" Brongiyal arterler inen gogiis aorta'sinda gikarak akcigerlerin hilusundan 1-3
kol halinde girer ve bronslan gevreleyen destek dokusu iginde ilerler. Bu damarlar,
brons duvarlarinda, guddesel yapilarda ve interlobiiler bag dokusu iginde
daglldlklén gibi pulmoner arterlerin vasa vasorumlarini, brong cidarlarini, alveol
septumlarini, akcigerin interstisiyel dokusunu ve plevrayr da beslerler. Brongiyal
arterlerden gelen kanun biiyiik bir kism1 pulmoner venlerle geri doner. Respiratuvar
brongiyollerin g¢evresinde yer alan alveol c¢eperlerinde, pulmoner arterler ile
brongiyal arterlerin son dallan arasinda kapiller bir anastomoz vardir. Bronsiyol
venler sagda, azigos'a, solda hemiazogis'a veya interkostal venlere dokiiliirler
(Hacihanefioglu, 1993).

2.1.10. Akcigerlerin lenf damarlar:

Lenf damarlann bronglart ve pulmoner kan damarlanmi izler; bunlar
interlobiiler septumda da yer alir ve hepsi, hilus bolgesindeki lenf diigiimlerine
agilirlar. Bu lenfatik a8a, sisseral pleurada yer alan lenf damarlarini igeren yiizeyel
agdan aywabilmek igin derin ag denir. Yiizeyel agin lenf damarlan hilusa doru
ilerler ve interlobuler septum aracilidi ile akciger dokusuna girerler. Lenf damarlan
bronsiyal .agacm terminal boliimlerinde ve ductus alveolarisin ilerisinde bulunmazlar

(Junqueira ve ark., 1993)..
2.1.11. Akcigerin lenfoid dokusu

Bronslarin mukozasi lenfoid dokudan zengindir. Yaygin lenfositler ve yer
yer lenf folikiilleri vardir. Pulmoner arter ve venlerin adventisyasinda da lenfoid
doku goriilmesine ragmen bunlar normal olarak lenf nodiillerini olugturmazlar .

‘ Gogiis iginde belirli bir yerlesme gosteren bazi lenf nodiilleri vardir.
Bunlari, 1) 6n mediastinal, 2) arka mediastinal, 3) trakeo-bronsiyal, 4) akciger igi
lenf nodiilleri olmak iizere 4 gruba ayirmak miimkiindiir.
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Trakeo-brongiyal lenf nodiilii grubuna, hilus, bifiirkasyon, brongiyal ve
trakeal lenf nodiilleri sokulur.

Akciger igin lenf nodiillerine normalde, lob ve segment bronglarinin
dallandiklan yerlerde rastlanir. Bunlarin diginda, folikiil veya kiigiik lenfoid doku
topluluklan halinde peribrongiyal yerlesme gosteren lenfoid doku odaklar
goriilebilir (Hacihanefioglu, 1993).

2.1.12. Akcigerin sinirsel yapisi

Akcigerlere vagus ve gogsiin sempatik gangliyonlarindan sinir dallan gelir.
Sag ve sol vaguslar, hilusun 6niinde ve arkasinda dallanarak bir sinir ag1 olusturur .
Hilus'un arkasinda, bunlara sempatik gangliyondan gelen dallar da katilir.

Vagusdan gelen lifler bronglarin kasilmasini, sempatik lifler ise bronslarin
genislemesini saglar. Akciger damarlari gevresinde de sempatik ve vagusa ait
(parasempatik) sinir lifleri bulunur (Hacihanefioglu, 1993).

2.1.13. Plevranin normal yapisi

Plevra, gogiis kafesinin i¢ yiiziinii, akcigerlerin iizerini loblar aras fissiirleri
orten iki ince seréz membrandan meydana gelir. Her iki membran arasinda "plevra
boglugu” ve i¢ yiizleri daima nemli tutan birkag cc kadar bir siv1 bulunur.

Plevra yapraklarninin serbest yiizleri, bir sira mezotel hiicre oOrtiisii ile
doselidir. Bunun altinda fibroblastik ve elastik liflerden zengin ince bir bag dokusu
bulunur. Daha derin kisimlarda ise fazla miktarda ince kan ve lenf kapillerleri
goriiliir.

Periyetal plevra, frenik ve interkostal sinirlerden, visceral plevra ise vagus
ve sempatik sinirlerden dal alir. Periyetal plevranin agriya karsi duyarli olmasma
karsin, visceral plevra duyarsizdir (Hacihanefioglu, 1993).

2.2. Akciger Kanseri

Akciger kanseri; Kuzey Amerika, Avrupa ve gelismekte olan iilkelerde tiitiin
tiikketimindeki artig yiiziinden kanserle ilgili 6liim nedenlerinin baginda gelmektedir.
Bu nedenle, akciger kanseri gelecek yillarda da diinya ¢apinda temel saglik problemi
olarak kalacaktir (Dancey ve Le Chevalier, 1997). Akciger kanseri en yaygin ve tiim
kanserler arasinda en yiiksek 6liim oranina sahip olan kanserlerden biridir (Khuder,

2001). Her yil akciger kanserinden &len insan sayisi; gogiis, prostat, kalinbagirsak



ve ovaryum kanserlerinden 6len insan sayilannin toplamindan fazladir (Landis ve
ark. 1999). Diinya genelinde her yil bir milyonun iizerinde insan, akciger
kanserinden dlmektedir (Hecht, 1999).

Akciger kanserindeki bu yiiksek 6liim hizi, gegmis yillarda hastaligin teshisi
igin gerekli standart klinik metodlarin olmamasina baglanmaktadir (Wiest ve ark.,
1997). Aragtirmacilar yaptiklan ¢aligmalarda kanserin temel nedenlerinin baginda
sigara kullammunin geldigini ve Amerika Birlesik Devletleri'nde meydana gelen
kanser- vakalanmin 1/3'inii akciger kanserlerinin olusturdugunu, akciger
kanserlerinin %90'inin da sigara kullanimu sonucu gelistigini agiklamuslardir (Ames
ve Gold, 1997; Schiller, 1998). Avustralya'da da erkeklerde kanser nedeniyle
Oliimlerin en biiyiik boliimiinii akcider kanseri olusturmaktadir (Fang ve ark.,,
1995). Ulkemizde de akciger kanserine yakalanan kisilerin sayisi giin gegtikge
artmaktadir (Tuncer ve ark., 1994).

Sigara i¢imi, ortamdaki dumana maruz kalma, radon ve berilyuma meslek
yiiziinden maruz kalma akciger kanserinin gelismesine neden olan en iyi bilinen risk
faktorleridir. Bakir madeni ve paslanmaz ¢elik dokiimhanelerinde ¢aliganlarda,
yiiksek seviyede asbes tozuna maruz kalan kisilerde akciger kanserine yakalanma
bakimandan artan bir risk oldugu rapor edilmigtir (Dancey ve Le Chevalier, 1997;
Franks ve Teich, 1996). Fosil yakitlann yakilmasindan kaynaklanan polisiklik
aromatik hidrokarbonlara maruz kalinmas: da akciger kanserine neden olan Snemli
sebeplerden biridir. Kok finnlarinda ve dogal gaz iiretiminde g¢alisanlar polisiklik
aromatik hidrokarbonlara yiiksek seviyede maruz kalirlarsa akciger kanser riskine
sahip olurlar.Nikel, krom ve bakir saflastirilmasinda kromat ve arsenik kullanilmasi
(giinkii arsenik bu bilesiklere baglidir) ve bazi madenlerde radyoaktif gazdan
kaynaklanan radyasyona maruz kalinmasi akcier kanseri igin risk olusturur
(Franks ve Teich, 1996). Bununla birlikte tiitiin tiikketimi akciger kanserlerinin
gelisiminde agikga saptanmus bir risktir ve akciger kanserinden Olimlerin % 85'iyle
iliskisi oldugu goriilmektedir (Minna, 1993; Dancey ve Le Chevalier, 1997; Sozzi
ve Carney, 1998)

Akciger kanseri, hiicre tiplerinin gesitli olmasi ve her hiicre tipinin biyolojik
davramgimin farkli olmasi nedeniyle heterojen bir hastaliktir (Wolpaw, 1996).
Diinya Saglik Orgiitii akciger kanserinin dort temel tipini ve birgok alttipini
tanimlamis olmasina ragmen akciger kanserleri genellikle kiigiik hiicreli akciger
kanserleri (SCLC: small cell lung cancer) ve kiigiik-hiicreli olmayan akciger
kanserleri (NSCLC: non-small cell lung cancer) seklinde aynlirlar (Gazdar, 1992).
Kiigiik-hiicreli olmayan akciger kanserleri tiim akciger kanserlerinin % 75-80'ini
kapsar, kiigiik hiicreli akciger kanserleri ise akciger kanserlerinin % 20-25'ini
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kapsamaktadir (Hoffmann ve ark., 1983; Carney ve ark., 1985; Boring ve ark.,
1994). Kiigiik-hiicreli olmayan akcier kanseri; yassi-hiicreli karsinoma,
adenokarsinoma, brongiyolalveoler karsinoma, genis hiicreli karsinoma ve
farklilagmanug karsinomalar olarak adlandinlan bazi histolojik farkliliklara sahip
karsinomalar1 igcermektedir (Cowell, 1995).

Sigara i¢imi akciger kanserinin biitiin histolojik tipleri ile iligkilidir fakat
iligkinin boyutu hastaligin degisik tipleri ile degisir. Yirmi yildan fazla siiredir,
akciger kanserinin histolojik tipleri degismektedir. Amerika Birlesik Devletleri'nde
yapilan ¢aligmalarda; yassi hiicreli karsinoma, kiiciik hiicreli karsinoma ve biiyiik
hiicreli karsinoma insidans: azalirken, adenokarsinoma insidansi artmaktadir
(Khuder, 2001). Yeni teshis edilen akciger kanserlerinin % 80'i kiiciik hiicreli
olmayan akciger kanserleridir (non-small cell lung cancer) (Jones ve ark. 2000;
Dingemansa ve ark. 2001). Sigara i¢imi ve akciger kanseri iizerine epidemiyolojik
caligmalar elli yildan beri devam etmektedirler. Son giinlerde yapilan baz
caligmalar; sigara igen kadinlarin sigara igcen erkeklere gore akcifer kanserine
yakalanma riskinin daha yiiksek olabilecegi izlenimini vermektedir (Khuder, 2001).

Genel olarak NSCLC'lerden tiireyen cell line hiicreleri kiiltiir ortaminda
bulunduklan yiizeye yapigik, SCLC'lerden tiireyen cell line hiicreleri ise kiiltiir
ortaminda siispansiyon halinde bulunurlar (Clynes, 1998).

2.3. Akciger Kanserlerinde Sitoloji

Elektronik mikroskobun yardimi ile solunum sisteminin normal ve patolojik
yapist hakkindaki bilgilerimiz oldukga artmustir.

2.3.1. Solunum sisteminin normal yapisi

A- Trakea-Brongik Ag: Ince yapi yoniinden, trakea-bronsik ag uzunluguna esit
olmayan iki boliime ayrilir. Birisi ¢ok kisa olan, brongiollerin terminal kismina uyan
ve alveoler kanallarla devam eden kisumdir. Bu kisim az diferansiye kiibik epitelle
ortiiliidiir. Diger kisim oldukga uzun olup, trakea ve bronslarin hepsini igine alir.
Silli ve mukus salgilayan epitelle ortiiliidiir.

Ozetlenecek olursa bronglar; 1. basal hiicreler, 2. mukus salgilayan hiicreler,
3. silli epitelle ortiiliidiir.

1- Bazal Hiicreler: Poligonal sekilli, az differansiye, santral iri niikleuslu,

sitoplasmasinda organelleri az ¢ok dagilmusg hiicrelerdir. Bu hiicreler epidermisin ve



ozofagusun bazal epiteli ile genis olgiide benzerlik gosterir. Kendine gbore
sitoplazmik ozellikleri vardir:

1. Biitiin sitoplazma igine dagilmus tonofilamentler,

2. Yandaki hiicrelerle temas saglayan sitoplazmik uzantilar ve desmosomlar
vardir. Bu o6zellikleri ile de epidermisin orta tabakasini olusturan epinli hiicrelere
benzerler. Bu hiicreler silli ve mukus salgilayan hiicrelere differansiye olur. Brong
kanserlerinin gogunun bu differansiye hiicrelerden ¢ikti$1 kabul edilir ve brong
kanseri ile, diger ortiicii epitel kanserlerinin uzun zamandan beri taninan morfolojik
benzerlikleri agiklanmus olur.

2- Mukus Salgilayan Hiicreler: Bunlara kalisiform yada kadeh hiicreleri
denir. intéstinal kanalm kalisiform hiicrelerine benzerler. Bu hiicreler uzunca olup,
ayaklari ile hiicreler arasindan, basal membrana kadar uzanirlar. En belirgin
ozellikleri, ergastoplazma yoniinden zengin olmalandir. Mukus materyalinin,
protein bilesiklerinin yapildi81, premiikoz genlerin gelistigi genis golgi apareyi ve
ucta mukus taneciklerinin biriktigi genis agzi mevcuttur. Sekresyon bogalmasi
kalisin daimi uyarist ile olur ve hiicre bircok kereler dejenere olmadan evvel,
sekresyon siklusunu yeniler.

3- Silli Hiicreler: Respiratuar mukozanin ¢ok sayidaki elementleridir. Bir
kalisiform hiicreye karg1 4-5 adet sayiya sahiptir. Elektronlan az dens hiicrelerdir,
hiicresel elementlerden fakirdir. Bununla beraber iki grup halinde bir¢ok mitokondri
ihtiva eder. bu gruplardan birisi sillerin basalinde ve diger hiicrenin
proksimalindedir. siller her hiicrede 200 kadardir. Yapilarnt komplekstir; uzunluguna
ve paralel fibriller boydan boya uzamr ve hiicrenin apikal yiizeyine yerlesir. Her
silyada 9 adet ikiye katlanmug fibriller, silin u¢ kismunda basitlesir; tek duruma
gecerler. Birbirleriyle kaynasmig gibi goriiniirler.

Basal kisimda ise, iiglii sekil alarak kok seklinde devam ederler. Periferik
fibrillerin kiliflarindan biraz daha dens bir kilifla sanlmugtir ve basal kismu
tamamuyla doldurur. Bu olusumlarin tamamu iletici otonomiyi ve sil ¢ikintilarinmn
uyumunu saglarlar. Bu siller hiicre ile higbir sinirsel iligkide degildir. Gerek silli
hiicreler, gerekse mukus salgilayan hiicrelerin osmotik etki altinda olduklan kabul
edilir.

B- Akciger Alveollen:

1-Konjonktif doku,

2-Basal membran saran inter-alveoler kapillerler,

3-Alveoler ortii.

1-Alveoler boliimiin konjonktif dokusu homojen goriiniimlii esas maddeden

ibarettir. Bu bslme bazen fasyalar halinde, bazen grup halinde ince retikulum
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liflerinedn ve 6zellikle alveoler kanalin seviyesinde bol elastik liflerden ibarettir. Bu
konjonktif hiicre ve degisik sekilde septal hiicrelerden ibarettir. Lenfositoid histiosit
veya bol ergastoplazmali plasmositoid.

2-Alveoler kapillerler, kaviteye dogru ¢ikinti yaparlar, bu ¢ikinti alveoler
ortii ile daima ayn kalir. Kapillerler; viicudun diger kapillerlerinden herhangi bir
aynicalik gostermezler ve 300-600 A kalimuginda bir basal membrana sahiptirler.
Endotelleri, diger kapillerlerin endoteline benzerler. Genellikle ¢ok ince ve basilmig
endoteller birbiriyle ata biner gekilde birlesirler. Igerisinde yeteri kadar pinositoz
vesikiilleri vardir. Bunlar endotelial hiicrelerin dinamizmini gosterirler. Aym
zamanda absorpsiyon ve transfer olaylannda gorevlidirler. Inter-alveoler
kapillerleﬁn genislikleri degisiktir; akciger dolagimunin fonksiyonel durumuna gore
inter-alveoler kapillerler 3-7 veya 8 mikron olurlar.

3-Alveoler ortii, konjonktif bolme yiiziinii sinirlayan ve vaskiiler basal
membran lizerine oturan, de8isik morfoloji gosteren hiicrelerdir. Alveoler ve
kapiller duvar devamlidir. Bu iki basal membran birlesir ve yer yer kaynasir.
Morfolojilerine gore lig tip hiicre ayiredilmigtir.

a- Kiiciik alveoler hiicreler: bu hiicreler alveoler duvara plaka seklinde
dizilmis gibidir. Niikleuslan alveol kavitesine ¢ikint1 yaparlar. Hiicreler basik olup,
ince bir lam iizerine (0.1 mikron) dizilmislerdir. Alveoler ortiiniin yaygin bir seklini
meydana getirirler.

b- Biiyiik alveoler hiicreler ¢ok sayidadir ve normal durumunda
oncekilerden daha sinirlidir. Ovoid, 8-12 mikron biiyiikliiktedir. Alveoler duvara
genigge fiksedir ve ekseriya kivrimlidir. Niikleuslan yuvarlak, sitoplazmalan boldur
ve kiigiik alveoler hiicrelerden mitokondri ve vakuollerin bollugu ile,
inkliisyonlarinin koyulugu ile ayirdedilirler. Bu hiicreler alveollere dogru serbest,
kisa villuslarinin varlig ile karakteristiktirler.

c- Alveoler kavitede serbest hiicreler, bir 6ncekilerden daha az sayidadirlar
(patolojik haller diginda). Bu hiicreler net makrofajik ozellige sahiptirler ve biiyiik
boyutludurlar (10-15 mikron). Niikleuslan parlak, homojen ve kenarlan diizgiin
degildir. Sitoplazmalan vakuollerle doludur, yogun fagositik materyal igerirler. Bu
hiicreler alveoler makrofajlar veya klasik toz hiicreleridirler.

Bu ii¢ grup hiicre aym grup ve endodermik orijinli kabul edilir (Ozyardimct,
1999).
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2.3.2. Solunum yollarinin kanser sitolojisi

Kanser sitolojisinde 6nemli olan malignite kriterlerinin nceden bilinmesidir.
Bu kriterler yapi iinitelerinde meydana gelen degisikliklerdir.
I- DIREKT KRITERLER
A- Niikleusdaki Degisiklikler:
1- Niikleo-sitoplazmik orann sitoplazma zararina degigsmesi,
2- Kromatin igeriginin artmasi (Hyperkromazi),
3- Niikleusdaki yap: anomalileri;
a- Niikleuslarda batone gekillerin gorillmesi,
b- Niikleus membranimn diizensiz gekil almasi, kalinlagmasi,
c- Niikleusta loblagma ve tomurcuklanma,
4- Birden fazla niikleolus veya dev niikleoluslar,
5- Anisokaryosis,
6- Atipik mitozlar,
7- Anormal vakuolizasyon.
B- Sitoplazmadaki Degisiklikler
1- Sitoplazmanin boyanmasindaki degisiklikler (Eosinofilia,
Basofilia)
2- Sitoplazma inolusyonlar,
3- Atipik vakuollegme.
C- Hiicrelerdeki tiim degisiklikler
1- Hiicrenin normal hacminin degismesi (Anisositosis),
2- Degeneratif ve nekrotik degisiklikler,
3- Hiicre siurlarinun belirginligini kaybetmesi,
4 Bir hiicrenin diger bir hiicre i¢ine gomiilmesi (kus gozii hiicresi).
II- INDIREKT KRITERLER
1- Balgamda kanin bulunmasi,
2- Lenfositlerin artmasi,
3- Bol histiosit bulunusu,
4- Bol polimorf niikleuslu lokositlerin bulunugu (Ozyardimci, 1999).
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3. KANSER

Kanser eski Misirlilardan beri bilinmekte olan bir hastaliktir. Bu hastalik
ondokuzuncu yiizyilm ortalarindan itibaren artmaya baglamustir. Diinya genelinde
yapilan istatistiklere gore her li¢ kigiden birinde kanser gelismektedir, dort erkekten
biri ve bes kadindan biri kanserden olecektir. Bu nedenle kanserin kontrolii degil,
kanserden korunmak c¢ok daha onemlidir. Yaklagik yiizkick yil 6nce Alman
mikrobiyolog Johannes Mueller, kanserlerin hiicrelerden meydana geldigini
gostermis ve normal ve kanserli hiicreler arasinda ki spesifik farkliliklarin ipucu
olacag kesfedilmigtir (Frank ve Teich, 1996).

Kalp hastaligindan hsonra, kanser en sik rastlanilan ©liim nedenlerinden
biridir (Wiest ve ark. 1997).

1775 yilinda Ingiliz bir cerrah Percival Pott ilk kez cevresel bir etken ile
kanser gelisimi arasindaki iligkiyi bildirmistir. Pott, baca temizleyicilerinde goriilen
skrotum derisi ve burun boglufunda goriilen yiiksek kanser sikligimn, baca
temizleyicilerinin kuruma ¢ok maruz kalmasinin neden oldugu sonucunu ¢ikarmigtir
(Karp, 1999).

Kanserin nasil ortaya ¢ikt1g1 uzun zamandir bilinmektedir. Modern goriiglere
gore, hiicresel DNA'nin degismesine yada hasarina neden olabilen cevresel
faktorlere maruz kalinmasi yiiziinden transformasyon gegiren hiicrelerden olusan bir
tiimor ortaya ¢ikar. Bu gibi faktorler viriisleri, bakterileri, parazitleri, kimyasallarin
bir boliimiinii ve ultraviyole ve iyonize radyasyonun her ikisine de icermektedir. Bu
kanserojenik etkenler arasinda iki onemli tip tamimr. Bunlardan birincisi hiicre
cogalmasin ve gogiinii kontrol eden genlerin bir boliimiinde yada genlerde hasar
meydana getiren etkenler, ikincisi ise tiimor hiicrelerinin yada onlann onciil
hiicrelerinin geligimini tegvik eden etkenlerdir. Genelde kanserojenler 6zgiil hiicre
fonksiyonlarinin yok olmasma ve yeni fonksiyonlarin gelismesine neden olurlar.
Ayrica hiicre morfolojisi degisebilir ve transformasyon iglemi sirasinda morfolojik
diizey ne kadar zayiflarsa hiicrede o kadar degigik ozellikler gelisir. Bu degisik
ozellikler; membran Ozellikleri, hiicre-hiicre baglantilari ve hiicre metabolizmasidir
(Pauwels ve ark., 1998).

3.1. Timor Tipleri
Kanser hiicreleri 2 kalitsal ozellikle taninirlar, kanser hiicreleri normal

siirlamalara meydan okuyarak yeniden iiretilirler ve normalde diger hiicreler igin

aynlmug olan bélgeleri istila eder ve koloni olustururlar. Bu 6zelliklerin birlesimi
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kanseri tehlikeli yapar. Cevresinden izole durumdaki anormal bir hiicre énemli bir
hasar1 olmayan normal komsularindan daha fazla ¢ogalamaz, kanser hiicresinin
hoga gitmeyen 6zellikleri ne olursa olsun ¢ogalmas: kontrol edilemezse anormal
hiicrelerin agin geligmesi ile olugan bir kiitle yani tiimor yada neoplasm olugacaktir
(Alberts ve ark. 1994).

Tiimorleri belli bagl: ii¢ grupta toplayabiliriz.

1- Bening Tiimdrler: Neoplastik hiicreler tek bir kiitle halinde kaldiklari miiddetce
tiimor "bening" yani iyi huylu olarak isimlendirilir ve kiitlenin cerrahi olarak ortadan
kaldinlmas: sonucunda tam bir tedavi gerceklestirilebilir (Alberts ve ark. 1994).
Bening tiimorler hayati tehdit edici degildir, bir kapsiil iginde biiyiirler, bu kapsiil
onlarin biiyiikliiklerini siurlar. Orijindeki hiicrenin karakteristik ozellikleri devam
eder ve bu nedenle genellikle ¢ok iyi farklilagirlar (MacDonald ve Ford, 1997).
Bening tiimorler her dokudan olugabilirler, lokal olarak yerlesirler bununla birlikte
yaygin ozellikleri uzak bolgelere yayilamamalaridir (Franks ve Teich, 1996).

2- In Situ Tiimorler: Genellikle epitelde gelisirler, deismezler ve kiigiiktiirler.
Hiicreler kanser hiicrelerinin morfolojik goriiniimlerine sahiptirler fakat epitel
tabakasinda kalirlar. Bazal membrant ve destek mezensimi istila etmezler. Bazi
otoriteler, kesin olarak in situyu bir kanser olarak teshis etmezler, dysplasia'nin bir
safhasi olarak tanirlar fakat bazen in situ kanser olusabilir. Teorik olarak, in situ
kanserler mezengim, retikiiloendotelyal yada sinir dokusundan biiyiiyebilirler fakat
taninamazlar (Franks ve Teich, 1996).

3- Bir tiilmor "malignant” yani kotii huylu ise kanser olarak sayilabilir, bu durumda
hiicreler dokunun gevresini istila ederler (Alberts ve ark. 1994). Tiimor hiicreleri
normal dokularda besinlerini kan akis1 i¢inden saglarlar. Bir seri protein iireten bazi
tiimor hiicreleri, tiimoriin kan damarlar1 iginde gelismesini stimiile ederler, boylece
siirekli gelisme meydana gelir. Yeni damarlar c¢ok iyi bir sekilde olusamaz ve
kolaylikla hasara ugrarlar, tiimor hiicreleri kan damarlarnna ve lenfatik damarlara
gecerek, damarlar istila ederler. Timor pargalan bolgesel lenf nodlarina yada uzak
organlara bu damarlar ile taginabilirler ve ikincil tiimorleri olugtururlar yani matestaz
yaparlar (Franks ve Teich, 1996). Bir kanser metastaz yaptiginda kokiinii kurutmak
daha zordur (Alberts ve ark. 1994).

Kanserler tiiredikleri doku ve hiicre tipine gore smmflandirilirlar. kanserler
epitelyal hiicrelerden tiiremiglerse "karsinoma", kas yada bag dokusundan
tiremiglerse "sarkoma" adim alirlar. Hemopoietik hiicrelerden tiireyen 18semi
kanserleri ve sinir sisteminin hiicrelerinden tiireyen kanserler bu iki simf iginde
siniflandirilamazlar(Alberts ve ark. 1994). |
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Insan kanserlerinin agag: yukan %90'1 karsinomalardir. Bu belki de viicutta
hiicre gogalmasimn biiyiik bir boliimiiniin epitelden meydana gelmesi yada epitelyal
dokulann fiziksel ve kimyasal hasarin farkli formlarina ¢ok sik maruz kalmalan
nedeniyle olabilir (Alberts ve ark. 1994).

3.2. Kanser Hiicrelerinin Ozellikleri

Insan kanser hiicrelerinin davramslan hakkindaki bilgilerin ¢ogu, in vitro
ortamda gelisen hiicrelerin tizerinde yapilan galigmalardan elde edilmigtir (Karp,
1999).

Kanser hiicreleri kendilerini saglam hiicrelerden ayiran bir takim ozellikler
gosterirler (Wade, 2001).

Hiicresel seviyede, bir kanser hiicresinin en Snemli Ozellidi ister viicutta
olsun ister kiiltiir ortamunda olsun biiyiime kontroliiniin kayb: olarak tanimlanir.
Kanser hiicresi ve pekcok normal hiicre arasindaki gelisme ve boliinme kapasitesi
kesin bir bicimde farkl: degildir. Normal hiicreler hiicre ¢cogalmasinin desteklendigi
kiiltiir ortaminda biiyiidiiklerinde malignant olanlarinkine benzer gekilde gelisir ve
boliiniirler. Bununla birlikte, normal hiicreler bulunduklar kiiltiir ortaminin tabanim
kaplayana kadar biiyiir ve gogalirlar, daha sonra gelisme hizlar1 belirgin bir bicimde
diiser ve bu hiicreler tek tabakali (monolayer) olarak kalma egilimindedirler.
Biiyiime hizi, hiicrelerin ¢evreden aldiklani engelleyici etkilere bagl olarak diiger.
Bu bilyiime inhibe edici etkenler, kiiltiir ortamindaki biiyiime faktorlerinin eksikligi
sonucu yada kiiltiir ortamundaki hiicrelerin gevrelerindeki hiicrelerle temas etmesi
sonucu ortaya ¢ikabilir. Bunun aksine, malignant hiicreler aym sartlar altinda kiiltiir
edildiklerinde, biiyiimeye devam ederler, birbirlerinin iizerine gelerek yiginlar
olugtururlar (Karp, 1999).

Timor hiicreleri, normal hiicreler dinlenirken bile stirekli ¢ogalma
gosterirler. Tiimor hiicreleri normal hiicrelerle aym seviyede gelisme hizi
gosterebilmek igin daha az bityiime faktoriine ihtiyag duyarlar. Bazi tiimor hiicreleri
biiyiime faktorlerini ve onlarin tagiyicilanmi iireten otokrin bir stimiilasyona
sahiptirler (Pauwels ve ark. 1998). Biiyiime faktorlerinin baglandig: yiizeydeki
reseptorler degistii igin ¢ogalmanin stimiilasyonu bu yolla gerekmemektedir
(MacDonald ve Ford, 1997).

Kanser hiicreleri biiyiimeyi durdurma yetenekleri kaybetmiglerdir. Isolosin,
fosfat, EGF ve dier maddeler belirli bir esik seviyesinin altinda iseler besin

yetersizlidi bakimindan normal hiicreler durgun hale gelirler ve gelisme durur.
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kanserli hiicreler ise daha diisiik besin ortaminda bile gelismeye devam ederler
(Lodish ve ark., 1995).

Malignant hiicreler, normal hiicrelerin bilyiime ve boliinmesinin kesilmesine
neden olan diizenleyici sinyal tiplerine cevap vermezler. Dis sinyallere cevap
eksikligi kanser hiicrelerinin viicut iginde neden bir tehdit olduunun yanitidir.
Kontrolsiiz biiyiime metastatik olma egilimi ile birlesir, bu nedenle de hiicreler
oliimciil tehdit yaratirlar (Karp, 1999).

Tiimér hiicrelerinin normal hiicrelere gore daha yiiksek gelisme hizlan
vardir, bu hiicrelerde daha fazla mitoz meydana gelir ve S fazindaki hiicrelerin
sayis1 son derece yiiksektir. Bu nedenle de S fazinda daha fazla hiicrenin bulundugu
doku, hiicre tretmek i¢in daha fazla materyale ihtiyag duyar (Pauwels ve ark.
1998).

Normal hiicreler ile kanserli hiicreler arasinda yapisal ve biyokimyasal
bircok farklilik da vardir. Fakat bir kanser hiicresinin tiplerine gore farkliliklar
vardir, bu nedenle "tipik" bir kanser hiicresinin niteliklerini tammlamak
olanaksizdir. Hiicreler kiiltiirde biiyiidiiklerinde kanser hiicrelerinin davranisi
kolaylikla galisilabilir. Kanser hiicreleri bir malignant tiimorden aynlarak, dokunun
parcalanmasi ile saglanabilirler ve sonra in vitro ortamda kiiltiir edilirler. Alternatif
olarak, normal hiicreler karsinojenik kimyasallar, radyasyon ya da tiimor viriisleri
ile muamele edilerek kanser hiicrelerine doniigebilirler. Kimyasallar ya da viriisler
ile in vitroda transform hale gelmis hiicreler bir hayvana yerlestirildiklerinde
tiimorlere neden olurlar (Karp, 1999). 7

Normal bir hiicre ile kargilagtirildiginda, tiimor hiicresi daha yuvarlaktir.
Diger hiicrelere ve yiizeye baglanmak igin daha az bag: vardir. Malignant hiicreler
orjinal yerlesmeden ayrilmayi tesvik eden yiizey proteinlerinde farkli degisikliklere
sahip olabilirler. Bu nedenle, malignant hiicreler dokunun ¢evresini istila edebilir ve
diger ve daha uzak dokulara go¢ ederek metaztaz yapabilirler(Pauwels et al., 1998).

Kanser hiicreleri ayrica kiiltiir ortaminda hareketlilik bakimindan normal
hiicrelerden ayrlirlar. Normal hiicreler dier hiicrelerin yiizeyleri tarafindan
gevrildiklerinde, hareketleri kesilir, normal hiicreler birbirleri iizerinden hareket
edemezler ve petri kabinin tabaninda tek tabakali bir sekil olugtururlar. Kanser
hiicreleri genellikle komgu hiicrelerden gelen mesajlani dikkate almazlar ve
hareketlerine devam ederler. Komgu hiicreler kanser hiicrelerinin gelisimleri
iizerinde ¢ok kiigiik bir etkiye sahiptirler, kanser hiicreleri normal hiicrelere gore
cok yiiksek yogunluklara ulagincaya kadar ¢ogalmaya devam ederler (Karp, 1999).

Kanser hiicrelerinin yiizey proteinlerinin hareketliliginde bir artiy meydana

gelir. Normal hiicrelerin yiizeylerinde c¢ok sayida bulunan glikolipidler ve
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glikoproteinler transforme hiicrelerde degisiklige ugrarlar. Plazma membranin
genel yapis1 degismez bununla birlikte, yiizey lipidlerinin yana dogru hareketi aym
kalir. En onemli farklilik hiicre yiizey proteinlerinin transforme hiicrelerde normal
hiicrelere gre daha fazla hareketli olugudur. Bununla birlikte gercekte, lipidler daha
hareketli degildirler, yiizey proteinleri ve hiicre iskelet elemanlari arasindaki
baglantilarda meydana gelen degisikliklerin proteinleri daha hareketli hale
getirdikleri diigiiniilmektedir. Yiizey proteinleri ve sitoplazma altindaki baglantilarda
meydana gelen degisikliklerin kanserli hiicrelerin degismis morfolojilerinin temeli
olmasi muhtemeldir (Lodish ve ark., 1995).

Kiiltiir ortaminda gelisen kanser hiicreleri epidermal biiyiime faktor ve
insiilin gibi ‘bityiime faktorlerini saglayan serumun varlidina daha az bagimhdirlar.
Kanser hiicrelerinin hiicre dongiileri hiicre yiizeyinde yerlesmis bulunan biiyiime
faktor reseptorlerinden gelen sinyallere bagimli olmadiklari i¢in serum yoklugunda
da gogalabilirler. Ayrica kanser hiicreleri genellikle yumugak agardan yada viskos
metil selillozdan olugmug bir medyum icinde siispanse olduklarinda da
biiyityebilirler, oysa normal hiicreler biiyiimeleri igin kati bir yiizeye ihtiyag
duyarlar. Bu bakimdan, kanser hiicrelerinin yiizeye baglanma ozelliklerini
kaybettikleri s6ylenebilir (Karp, 1999).

Tek tabakal1 bir kiiltiirde durgun haldeki normal hiicreler temel bir protein
icerigi olan fibronektin igeren yogun bir fibril ag: ile gevrilidirler. Hatta biiyiiyen
hiicreler kendilerini g¢eviren fibronektine niifuz edebilirler. Kanserli hiicrelerde
yiizey fibronektini ya tamamen yok olmugtur yada ¢ok diigiik miktarlardadir. Ya
cok az sayida fibronektin reseptoriine sahiptirler yada hi¢ fibronektin reseptorleri
yoktur. Normal hiicrelerden elde edilen saf fibronektinin tiimor hiicrelerinin
bulundugu ortama ilave edilmesi bir¢ok tiimor hiicresinin diiz bir sekil almasma ve
oldukga normal goriiniige sahip olmasina neden olur, bu nedenle yiizey
fibronektininin kayb: transformasyon asamasinin 6nemli bir belirtecidir (Lodish ve
ark., 1995).

Transformasyon sonrasinda niikleusda meydana gelen en carpic
degisiklikler kromozomlarda meydana gelir. Normal hiicreler in vivoda ve in
vitroda gelisirken ve boliiniirken diploid kromozomal igeriklerini devam ettirirler.
Bunun aksine, kanser hiicreleri aneuploidi olarak adlandirilan son derece anormal
kromozom igeriklerine sahiptirler. Bu da, kanser hiicrelerinin gelismelerinin normal
hiicrelerinin geligmelerine gore standart diploid kromozom igerigine daha az bagiml
olduklarinin bir kamtidir. Gergekte bir normal hiicrenin kromozom igerigi
bozuldugunda, bir sinyal yolu hiicreyi kendi kendine yok etmeye (apoptosis) dogru
harekete gecirir. Buna karsilik, kanser hiicreleri genellikle kromozom igerikleri son
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derece bozulsa bile, apoptotik cevab: harekete gegiremezler. Apoptosisin meydana
gelmemesi bircok kanser hiicresini normal hiicreden ayiran diger bir 6nemli
ozelliktir (Karp, 1999). Niikleusda kodlanan proteinlerdeki degisiklikler
malignansinin indiiklenmesinde anahtar rol oynarlar. Normal hiicreler ile kanserli
hiicreler =~ arasindaki bu  olaganiistii = degisiklikler  spesifik  genlerin
transkripsiyonundaki degisiklikler ve transkriptlerin sabitligi yiiziindendir (Lodish
ve ark. 1995).

Niiklear matriks, gekirdek igindeki RNA-protein iskeletidir ve DNA'mn
yapisal ve fonksiyonel organizasyonuna katilir (ReplogleSchwab ve ark. 1996).
Niiklear matriks proteinleri kromozomlan diizenleyen ve c¢ekirdege seklini veren
bilesenlerdir, biitiin hiicre ¢ekirdekleri matriks proteinlerini igerir (Beardsley,
1996). Kanserli ve normal hiicrelerdeki niiklear matriks protein igeriklerinin farkli
oldugu arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Yamazaki ve ark. 1996).

Bir kanser hiicresinin sitoplazmasinda meydana gelen en belirgin morfolojik
degisiklik hiicre iskeletinde meydana gelir. Oysa normal bir hiicre genellikle iyi
organize olmus mikrotubuller, mikrofilamentler ve intermediate filamentler igerir,
kanser hiicrelerinin hiicre iskeleti azalmistir ve/yada organizasyonu bozulmugtur
(Karp, 1999).

Hiicre yiizeyinde 6zel komponentlerin artmasimi yada azalmasini kapsayan
cok sayida degisiklik de gozlenebilir. Bazi kanser hiicreleri, tiimor-associated
antigenler olarak adlandinlan yeni hiicre yiizey proteinlerine sahiptirler ¢iinkii
kanser hiicreleri hiicreye kargi yonelen antibodilerin olusumunu indiikleyebilirler.
Hiicre yiizeyindeki degisikler yiiziinden, kanser hiicreleri tipik olarak diger
hiicrelere ve hiicresel olmayan yiizeylere daha az baglanma ozelligindedirler.
Baglanma kaybi, kanser hiicrelerinin tiimor kiitlesinden ayrlarak viicudun diger
bolgelerine go¢ etmesine neden olur. Tiimor hiicreleri arasindaki azalmug baglanma
iligkileri, birbirleriyle olan gap junktion olusturma egilimlerinin azalmasina neden
olur (Karp, 1999).

Normal hiicrelerin bilylimesini sitimiile eden transforme edici biiyiime
faktorleri o ve B (TGFs) proteinleri transforme hiicreler tarafindan salinir. Bunlar
normal embriyonik hiicre geligimini kontrol eden faktorler yada hormonlardir. Fakat
birgok tiimor hiicresi tarafindan gereksiz sentezlenirler (Lodish ve ark., 1995).

Transforme hiicreler serum proteini plazminojendeki bir peptid bagini kiran
plasminojen aktivator adi verilen bir proteazi sik sik sentezlerler. Bu nedenle
plazminojen aktivatoriin kiigiik bir miktarda salinmasi, normal serumda ¢ok
miktarda olan plazminojeni katalitik olarak aktive ederek proteaz konsantrasyonunda

biiyiik bir artiga neden olur. Normal hiicreler proteaz ile muamele edildiklerinde
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transformasyonun bazi karakteristik 6zelliklerini (aktin mikrofilamentlerinin kayb:,
bilyiimenin sitimiilasyonu gibi) gosterirler. Kanser hiicreleri tarafindan plazminojen
aktivatoriiniin  salmmas: timor olugum kapasitesi ile ilgili olabilir, giinkii
plazmindeki artig sonucu hiicreler bazal lamina igine niifuz edebilirler (Lodish ve
ark., 1995).

En onemli ozellik, kiiltir ortaminda biiyilyen normal hiicreler, hiicre
boliinmesi igin sonlu mitotik boliinmelerden sonra sinirl: bir kapasite gosterirler,
biiyiime ve boliinme igin uygun olmadiklan igin yaglanmaya girerler. Diger taraftan,
kanser hiicreleri sonsuz boliinebildikleri igin oliimsiiz goriilmektedirler. Biiyiime
kapasitesindeki bu farklilik normal hiicrelerde olmayan fakat kanser hiicrelerinde
bulunan telomerazin varlifina baglanmaktadir. Telomeraz, kromozomiarin
uglarindaki telomerin devamliliini saglayan bir enzimdir, bu da hiicrelerin
boliinmeye devam etmesine olanak saglar (Karp, 1999).

Kanser hiicrelerinin bir diger ozelligi yiizeye baglilik gostermemeleridir.
Normal hiicreler ¢ogalmak icin ekstra selliler matrikse baglanmaya ve bu
baglanmada gorev alan belli yiizey proteinlerine (integrinler) ihtiya¢ duyarlar. Eger
normal hiicreler matriksten ayrilirlarsa, ¢ogalma kesilir ve hiicre 6liimii (apoptosis)
meydana gelir. Tiimor hiicrelerinde intihar davramsgi gozlenmez. Tiimor hiicreleri
cogalma iglemlerini devam ettirirler, yasam sirkiilasyonunda kalirlar (Pauwels ve
ark. 1998).

Transform hiicreler daha az farklilagmig membranlara sahiptirler ve
membran tasiyicilan da daha az farklilagmustir.

Tiimor hiicreleri degigmis bir seker metabolizmasina sahiptirler. Aerobik
kosullar altinda bile bu hiicreler laktik asidi yiiksek oranda salgilarlar. Bu nedenle
aragtirmacilar tarafindan su sonug ¢ikarilmustir; tiimor hiicrelerinde enerji tiretimi iki
mekanizma ile gerceklesir; glukozun laktik aside degradasyonu ve glukozun
oksidasyonu ile enerji iiretilir (Pauwels ve ark. 1998).

Kanserli hiicreler glukozu normal hiicrelere gore daha etkili transfer ederler.
Kanserli hiicreler membranlarinda yiiksek affiniteli bir glukoz transportoriine
sahiptirler. Glukozun alimindaki hizli ve yiiksek affinite tiimor hiicrelerinin yiiksek
glikolitik aktivitelerinin bu transportdrle baglantisi yiiziinderdir (Lodish ve ark.,
1995).

3.3. Karsinogenez

Karsinogenez birgok genetik degisikligin biraraya toplanmasi sonucu ortaya

cikar (Zienolddiny ve ark., 2001). Karsinogenez, hiicre ¢ogalmas: ve farklilagmasi,
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hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilegimleri ve programlanmig hiicre 6liimii
(apoptosis) gibi fiziksel kurallara uymayan hiicrelerin segildigi ve gelistigi ¢ok
adimli bir mekanizmadir (Rajewsky ve ark., 2000). Karsinogenezde ilk adim
kromozomlarin DNA'larinda meydana gelen mutasyonlardir ve bu olay "baglama"
olarak isimlendirilir. Ikinci adim, hiicre membran ve sitoplazma mekanizmalarinda
ve enzim aktivitelerinde degisiklik olmasi ile meydana gelen anormal ¢ogalmanin
goriildiigii 'yiikselme"dir. Uglincii safha malignant hiicrelerin gelistigi ve gevredeki
saglam dokulari ve organlari istila ettigi safha olan"ilerleme" safhasidir (Weinberg,
1989; Harris, 1991; Kurodaa ve Harab, 1999).

3.4. Proto-Onkogenler ve Tumor Supressor Genler

Karsinojenezde iki gen sinift onemli rol oynar. Bunlar proto-onkogenler ve
supressor genlerdir. Proto-onkogenler hiicre biiyiimesini ve boliinmesini tegvik
ederken, supressor genler bu ¢ogalma iglemini engelleyebilirler (Pauwels ve ark.,
1998). Genetik degisikliklerin ¢ogu, hiicre bilylimesinin ve gelismesinin
kontroliinde rol oynayan genlerde yani proto-onkogenlerde meydana gelir (Slebos
ve Rodenhuis, 1989). Bir genin mutasyon gegirmesinden sonra proto-onkogenler;
biiyiimeyi stimiile eden proteinlerin kontrolsiiz bigimde asin1 liretilmesi yiiziinden
fazla ¢ogalmaya neden olan kanserojenik onkogenler haline gelebilirler. Bu gibi
proteinler, hiicrenin disindan sitoplazma yolu ile niikleusa spesifik tagiyicilardan
(transportorlerden) gelen bilylime sinyallerinin transdiiklendigi yollarda yer alirlar.
En iyi bilinen onkogenlerden birisi, insanlarda goriilen kanserlerin yaklagik dortte
birinde bulunan proteinleri iireten ras onkogenidir (Pauwels ve ark., 1998).
Dominant aktif bir proto-onkogenin allellerinden birinde meydana gelen tek bir
mutasyon , transformasyon aktivitesi ile bir onkogene doniigmesinde yeterli olabilir
(Wijnhoven ve ark., 2001).

Tumor supressor genler onkogenlerin etkisine ters hareket eder ve
organizmay: kontrolsiiz farklilagmamis biiylimeye karsi korur (Pauwels ve ark.,
1998). Birgok tiimor supressor gen hiicre siklus aktivitesinin diizenlenmesi yoluyla
hiicre ¢cogalmasini kontrol eder (Crowell ve Belinsky, 1997). Bu supressor genler
mutasyona ugradiklarinda agir1 hiicre biiyiimesini engelleyen proteinlerin tiretimini
uzun siire siirdiiremezler. Bu nedenle, supressor genlerdeki kalitsal mutasyonlar
yiiksek bir kanser riskine neden olurlar (Pauwels ve ark., 1998). Tiimor supressor
genlerdeki mutasyonlar genellikle resesiftirler, tiimor supressor genin bir allelindeki
mutasyon, genin ikinci alleli fonksiyonel oldugu miiddetce biiylime kontroliinii

bozmaz. Bu yiizden bir tiimér supressor genin ikinci allelindeki kayip kanser
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gelisiminde tehlikeli bir olaydir (Wijnhoven ve ark., 2001). Inaktif haldeki
supressor genler anormal hiicre gelisimini durduramazlar ve tumor meydana gelir.
Supressor bir gen olan kromozom 17 iizerindeki p53 geni ras ve viral onkogenik
proteinleri inaktif hale getiren bir protein kodlayabilir, boylece normal bir hiicrenin
malignant bir hiicreye doniigmesi olasiligini azaltabilir. Son giinlerde akciger
kanseri ve sigara dumaninin igerdigi karsinojenlerden ortaya ¢ikan p53 mutasyonlan
arasinda direkt bir iligkinin oldugu goriilmiigtiir ( Pauwels ve ark., 1998).

3.5. Onkogenler

Onkogenler hiicresel gogalmanin diizenlenmesi igin gerekli olduklan igin,
bircok kanserin gelisiminde Onemli olduklari diisiiniilmektedir (Bishop, 1987;
Bishop, 1991). Kiiltiir ortaminda hiicreler normal protoonkogenlerin agir: ifadesi ile
ya da spesifik nokta mutasyonlarmin baglamasi ile aktif hale gelen ras genleri
sayesinde transform hale gelirler (Barbacid, 1987; Pimental, 1989). Biitiin genler
gibi, ras genleri de hiicreler iizerindeki etkilerini kendi protein iiriinleri yolu ile
gergeklegtirirler. Insanlarda goriilen bircok kanserde genellikle ras'in aktif halde
oldugu bulunmugtur (Wasilewska ve ark. 1999). Son on yilda myc ve ras onkogen
ailelerinin insan akciger karsinojenezinde 6nemli oldugu agiklida kavusmustur, myc
onkogenleri genellikle kiiciik hiicreli akciger kanserlerinde degisiklige ugramis
olarak bulunurlar ve bu degisiklikler hizl: biiyiime ve ilerleme ile ilgili goriilmektedir
(Slebos ve Rodenhuis, 1989). Kras geni kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserli
hastalardan alinan tiimérlerde en sik mutasyona ugrayandir, yaklagik olarak akciger
adenokarsinomlarinda teshis edilen mutasyonlarin % 90'inda goriilmektedir
(Richarson ve Johnson, 1993). Baskin Kras  mutasyonu insan akciger
adenokarsinomlaninda 12. kodondaki ilk bazda GC'nin TA'ine doniigiimiinde
saptanmugtir (Devereux ve ark., 1996). Kras gen mutasyonlan sigara igilmesi ile
yakindan ilgilidir, bu tip adenokarsinomalar gec¢mislerinde sigara kullanmis

hastalarin tiimiinde bulunur (Slebos ve Rodenhuis, 1989).
3.6. Hiicre Siklusu

Karmagik bir iglem olan ¢ogalma isleminin merkezi, hiicre siklusunda
hiicrenin i¢inde bulundufu safhalarin kontroliidiir. Hiicre siklusu DNA'min iki
katina ¢ikmasina ve hiicre boliinmesine neden olan bir seri olaylann kapsar.
Normalde hiicreler bu siklufta dikkatli bir bicimde kontrol edilir fakat tiimor

hiicreleri kontrol edilemez. Genlerdeki mutasyonlar siklus ile baglantilidir, bu olay
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siklusda hasarlit DNA igeren hiicrelerin ilerlemesine neden olur. Hiicre siklusunun
safhalan yaklagik kirk yildir bilinmektedir fakat yalmizca ii¢-dért yil énce bu sikiusu
kontrol eden genler teshis edilebilmigtir. Hiicre siklusu dort farkli safhaya
sahiptir.Bu safhalar; G1, S, G2 ve M safhalandir. Ilk safha G1 (dinlenme) fazidir,
DNA replikasyon fazi S fazidir, G2 ikinci dinlenme safhasidir, ii¢ safha birlikte
interfaz: olustururlar, bu period bir gekirdek boliinmesinin bitiginden digerinin
baglamasina kadar gegen siireyi kapsamaktadir. Bu period mitoz tarafindan takip
edilir. Hitcre siklusunun uzunlugu bir tiirden digerine, bir dokudan digerine degisir
fakat genelde 16-24 saat siirer. G1'de hiicreler, DNA sentezine hazirlanirlar, RNA
ve proteinlerin biosentezini gergeklestirirler. Bu fazin uzunlugu ¢ok degiskendir. S
fazinda DNA replike olur ve histonlar sentezlenir. S fazinin sonunda hiicrenin DNA
igerigi iki katina ¢ikar ve kromozomlar replike olurlar. G2 fazinda hiicreler
boliinmeye hazirlanirlar, proteinlerle kompleks olugturmus DNA replike olur ve
biosentez devam eder. Cekirdek ve sitoplazma mitoz sirasinda boliiniir ve sartlar
gelisme igin uygunsa iki kardes hiicre olusur ve bu hiicreler yeni bir hiicre
siklusunun interfazina girerler. Mitojenler yoksa ve besin tiikenmisse, hiicreler GO
olarak adlandirilan bir dinlenme fazina girerler (Kuznetsov ve Blokhin, 2000;
Macdonald ve Ford, 1997; Franks ve Teich, 1996).

Bir safhadan digerine ge¢is bircok kontrol mekanizmas: ile diizenlenir.
Memeli hiicrelerinde ilk kontrol noktas: baglama yada restriksiyon noktasi olarak
bilinen G1 fazinin sonlarindadir. Bu kontrol noktasinda DNA'da hasar varsa
gozlenebilir ve gerekiyorsa bu hasar onanlincaya kadar siklus aksar. Bu kontrol
noktasiin kayb: genomik sabitsizlige ve hasarli hiicrelerin hayatta kalmasina neden
olur. Diger kontrol noktalar1 S fazi ve G2'den M'e gecis noktalandir. Kontrol
noktalarinin diizeni tiimorlerde bozulur ve hiicre siklus elemanlarini kapsayan
genlerde mutasyonlar meydana gelir, bu da genomik sabitsizlige ve kansere neden
olur (Macdonald ve Ford, 1997).

3.7. Apoptosis

Apoptosis kelimesi Eski Yunan'da sonbahar mevsiminde diisen yapraklan
tasvir etmek icin kullanilan bir terimdir (Cook, 1994). Programlanmis hiicre 6liimii
yada apoptosize gosterilen ilgi kokeninde embriyonik gelisim, otoreaktif T
hiicrelerinin ¢ikarilmasi ve normal doku turnoverini igeren doku homeostazisindeki
rolii nedeniyledir. Bununla birlikte son giinlerde ilgi, apoptosizin timdr
geligimindeki ve tedavisindeki 6nemi iizerine toplanmugtir. Apoptosiz pre-neoplastik

hiicrelerin yok edilmesinde 6nemli bir rol oynar. Bdylece hastalifin ilerlemest
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durdurulabilir ve bu gibi hiicreler yok edilebilir. Apoptosiz tumor gelisiminin ve
genetik mutasyonlann tespit edilmesinde 6nemli bir rol oynayabilir. Radyasyon
uygulamasiyla ve kanser kemoterapisinde kullamilan birgok ilag ile yeni olusmus
tiimorlerin tedavisi sirasinda hiicre 6liimii apoptosiz ile indiiklenir. iste bu nedenle
apoptosiz 6nem kazanmaktadir. Apoptosiz, her tip kiiltiirlenmig kanser hiicreleri
yada birincil kanser hiicrelerine uygulanan ilaglarin etkilerinin aragtinimasindan
tutun da spesifik genetik yollann apaptosiz ile kontroliiniin arastirlmasma kadar her
yonden yogun bir sorusturma altindadir (Clarke ve ark.2000).

Hiicre i¢inden ve disindan gelen birgok sinyal apoptosizi tetikler.

Apoptosizde gekirdek, sitoplazma ve hiicre yiizeyinde degisiklikler meydana
gelir. Olim sinyalinden sonra apoptosizin ortaya ¢ikis zamani defisir fakat
degisiklikler izl bir sekilde meydana gelir.

Hiicreler komsular: ile iligkilerini kaybederler ve yuvarlak hale gelirler.
Endoplazmik retikulum genigler ve superficial cisternae plazma membran: ile
kaynagir. Diger sitoplazmik organeller biiyiik olgiide etkilenmeden Kkalirlar.
Endoplazmik retikulum yoluyla hiicre yiizeyine yonelen su ve iyonlarin hiicreden
bosaltilmasi nedeniyle hiicre yogunlugunda beklenmedik bir artiy meydana gelir.
Organeller sikisir, aym zamanda hiicre hacminde bir azalma meydana gelir.
Apoptosis sirasinda hiicre biiyiikliigii ve seklinde meydana gelen degisiklikler hiicre
iskeletinin yeniden organizasyonunu gerektirir. Niikleus yogunlagir ve kromatin
saglam niikleus membran: altinda graniiller haline gelir. Niikleolar fibriller merkezi
transkripsiyon kompleksleri ile il gisini keser. Hiicre yiizeyi kabarciklanmaya baglar,
faz kontrast mikroskobu ile yapilan ¢aligmalarda olagan dis1 kabarciklanma oldugu
gozlenmistir. Bu zaman siiresince c¢ekirdek birka¢ membran-bagli parcaciklara
aynlir. Daha sonra hiicre kendi kendine niiklear pargalann igceren "apoptotik
parca"lara ayrilir. Apoptotik parcalar bir enfeksiyon durumu ortada yokken komsu
hiicreler yada makrofajlar tarafindan fagosite edilirler. Apoptosis sirasinda spesifik
mRNA'larin transkripsiyonu artar. Bolgeye 6zgii endojen RNAase aktivitesi
apoptosisde ge¢ meydana gelir, bu da apoptik hiicrelerde ribozomal ve haberci
RNA'mn hizla pargalandigini akla getirmektedir. Niiklear membran mitozun tersine
apoptosis de kaybolmaz. Bununla birlikte kromatine destek olan alttaki nuklear
lamina, lamin filamentlerin niiklear depolimerizasyonu ile bozulur. Apoptosizi
teshis etmenin altin yolu morfolojik degerlendirmedir (Bellamy ve ark.1995).

Birgok hiicresel sistemde apoptotik oliimden kisa bir siire 6nce morfolojik
degisiklikler meydana gelir. Dinamik membran kabarciklan dinamik hiicre
iskeletinin yeniden organizasyonunu gosterir, bu nedenle membran kabarciklarimn

olusumunu gozlemlemek i¢in yapilan ¢aligmalarin ¢ogunda hiicre iskelet
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proteinlerinin bu olaydaki roliine dikkat edilmistir (Song ve ark. 2000). Cottler ve
_ekibi apoptotik bodilerin olusumu igin mikrofilament topluluklarmin gerekli
oldugunu rapor etmiglerdir, F-aktin polimerizasyonu bu igleme katilabilir (Cotter ve
ark. 1992). Aktin filamentleri ve hiicrelerin plasma membranlan arasindaki baglant:
devamlilik ister. Baglanti molekiillerindeki eksiklik plasma membramimin kiire

seklini almasina neden olur (Song ve ark. 2000).
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4. HOCRE iSKELETI

Hiicrelerin sitoplazmalari, membranlara ve membranlara bagli organellere
ilave olarak fibroz bir matrikse sahiptirler. Sitoplazma igerisinde ii¢ temel fibroz
sistem yeralmaktadir. Bunlar mikrotubiiller, mikrofilamentler ve intermediate
filamentlerdir (Ben-Ze'ev, 1985).

4.1. Hiicre iskeletinin Elemanlanr
4.1.1. Mikrotubiiller

Mikrotubiiller ~ okaryotik  hiicrelerde  hiicre  iskeletinin  anahtar
bilesenleridirler. Mikrotubiiller degisik yapilarin bilegenleridirler. Hiicre iskeletine
ilaveten; mitotik ig, sentriyoller, sil ve kamg¢inin ¢ekirdeginde de yer alirlar (Karp,
1999). Mikrotubiiller; hiicre mimarisinde, harekette, ve organellerin hiicre igi
tasinmasinda (Dustin, 1978; Robertis ve Hyams, 1979), hiicre polaritesinin
saglanmasinda (Maro ve ark.1991; Buendia ve ark. 1990), hiicre oryantasyonunun
diizenlenmesinde (Anderson ve ark.1984; Oakley ve Brunette, 1993), mitotik ig
olusumunda ve hiicre boliinmesinde ¢ok Onemli bir rol oynarlar (Uckun ve
ark.2000).

Mikrotubiiller ii¢ temel fibril sisteminin en genisidirler, igleri bos, tiip
yapilardir. Mikrotubiillerin dis ¢capt 24 nm'dir ve g¢ekirdek cevresindeki alandan
hiicre periferine kadar uzun mesafelerde sitoplazmay: gecerler (Ben-Ze'ev, 1985).
Duvar kalinligi yaklagik olarak 5 nm'dir. Mikrotubiiller, diziler yada
protofilamentler seklinde diizenlenmis af—tubulin heterodimerlerinden olusmus
polimerlerdir (Rao ve ark., 2001). Tubulin alt iinitelerinin iki tipi benzer bir ii¢
boyutlu yapiya sahiptirler ve sikica birbirlerine sanlirlar. Tubulin dimerleri herbir
protofilament boyunca uzanan uzun siralar halinde diizenlenmislerdir. Ciinkii herbir
olugan birim iki nonidentikal bilegenden( bir heterodimerden) olusur, protofilament
asimetriktir; a— tubulin bir ugta, p-tubulin diger ugtadir. Bir mikrotubiiliin biitiin
protofilamentleri aym polariteye sahiptir. Mikrotubiilin bir ucu (+) yada hizla
bilyiiyen ug, diger u¢ (-) yada yavag biiyliyen u¢ olarak bilinir. B-tubulinler bir
mikrotubiiliin (+) ucunda yeralirlar, a-tubulinler (-) ucunda yeralirlar (Karp, 1999).

Mikrotubiillerin esneklik, sadlamlik, iletisim kapasitesi gibi bir ¢ok ozelligi,
mikrotubiillere bagli proteinlerin bir grubunun iiyeleri (MAPs) tarafindan etkilenir.
Mikrotubiiller sikigtirilmaya ve biikiilmeye kargi dayaniklidirlar. Bu ozellik onlara
mekanik destek 6zelligini kazandirir sanki gelik kemerlerin yiiksek binalara destek



saglamas: gibi. Bir hiicre iginde sitoplazmik mikrotubiillerin dagilimi hiicrenin
seklini belirlemeye yardim eder. Kiiltiir edilen hayvan hiicrelerinde, hiicrelere
yuvarlak, diiz sekil veren mikrotubiiller ¢gekirdek gevresinden disariya dogru 1ginsal
bir diizlemde uzanirlar (Karp, 1999).

Mikrotubiiller, Cat2, diisiik sicaklik, kolsisin, vinblastin ve grisefluvin gibi
cesitli alkoloidlerin varhiginda hizla tubulin dimerlerine pargalanirlar. Bu ajanlar
ortamdan uzaklastinldiginda tubulinlerin birlesmesi ile mikrotubiiller hizla olusur ve

son derece dinamik mikrotubular iskelet yeniden sekillenir (Ben-Ze'ev, 1985).
4.1.2. Mikrofilamentler

Mikrofilamentler yaklagik olarak 8 nm ¢apinda ve aktin proteininin globular
alt birimlerinden olusmuslardir. ATP'nin varlidinda, bu aktin alt birimleri, herbiri
bir ¢ift heliks icinde gevresinde dolanan aktin molekiillerinin iki ipliginden olusmus
esnek bir filament olusturmak igin polimerize olurlar. "Aktin filamentleri",
"mikrofilament", "F aktin" ve "stres fiber" terimleri bu iki iplikli filament tipi i¢in
kullanilan es anlamli sozciiklerdir (Karp, 1999).

Aktin filamentleri, mikrotubiillere gore daha ince, daha kisa ve daha
esnektirler. Bir hiicre igindeki bireysel aktin filamentleri mikrotubiillere gore daha
fazladir, bir hiicredeki tiim aktin filamentlerinin toplam uzunlugu mikrotubiillerin
tiimiintin uzunlugundan 30 kat daha fazladir (Alberts ve ark.1998).

Aktine dayali hiicre iskeletleri, hiicre hareketinde ve morfogenezde dnemli
bir rol oynar ve hiicre igi sinyal iletimine karigtiklarina inanulmaktadir. Intermediate
filamentler ve mikrotubiiller gibi diger hiicre iskelet elemanlan ile karsilagtinldiginda
aktin filamentlerinin karakteristik ©zelliklerinden biri plazma membranlan ile
miikemmel etkilesimidir (Tsukita ve ark.1997). Hiicre hareketinin mekanizmasi,
periferal sitoplazma tarafindan desteklenen polimerize aktin filamentler agina
dayanmaktadir (Cunningham, 1992).

Aktin monomer ve polimerlerinin hiicre hareketi, sitokinez, sekresyon,
protein ayrilmasi, mRNA yerlesimi, glikoliz ve sinyal iletimi gibi pek ¢ok hiicre
fonksiyonuna kanigti31 gosterilmistir. Aktin ve aktine-bagl: proteinlerin hiicre iginde
anormal ifadesi hiicre transformésyonunu, metaztaz potansiyelini, hareketi, fibrotik
hastaliklari ve yara olusumunu gostermektedir. Aktin hiicreye sertlik sagladigr igin,
anormal aktin yapist yada diizeni hiicreleri normal fonksiyonuna gore ya gok
yumusak ya da gok sert hale getirir Janmey ve Chaponnier, 1995).

30



4.1.3. intermediate filamentler

Yapisal ve immiinositokimyasal ¢aligmalar, hemen hemen tiim eukaryotik
hiicrelerde iigiincii bir ipliksi yap: oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Aktin filamentinden
daha kalin , mikrotubiillerden ise daha ince olan ve daha basit bir diizenleme ile
olusan bu yapilara intermediate filamentler denir. Caplan 100-120 ©A olan
intermediate filamentlerin, ¢esitli proteinlerden olustugu saptanmustir (Brachet,
1985; Akay, 1996). Bu yiizden yapisal olarak birbirlerine benzeyen ancak kimyasal
olarak farkli bir ¢ok ara filament vardir. Bunlar keratin, desmin, vimentin
filamentler ile glia ve norofilamentlerdir (Akay, 1996).

Intermediate filamentler hiicresel farklilagma ve g¢ekirdege dogru sinyal
iletimi ile ilgili yagamsal fonksiyonlar: destekler (Bichat ve ark.1997).

4.2. Kanser Tedavisinde Mikrotubiiller ve Aktin Filamentlerinin Yeri

Mikrotubiiller ve aktin filamentler; hiicre biiylimesinde ve boliinmesinde,
hiicre hareketinde, sinyal iletiminde, hiicre gelisiminde ve hiicre seklinin
devamlilifinin saglanmasinda onemli hiicre iskelet polimerleridirler (Jordan ve
Wilson, 1998).

Mikrotubiil dinamikleri, hiicrede mikrotubiile-bagimli birgok islemde
onemlidir ve mitozda ¢ok onemli rolii vardir. Hiicreler mitoza girdiklerinde hiicre
iskeletine ait mikrotubiil ag1 bozulur ve mikrotubiillerin bipolar i§ seklinde dizileri
kromozomlarin baglanmalan igin olusur ve kromozomlar iki i§ ucuna hareket
ederler. Mikrotubiil dinamikleri interfaz hiicrelerinde son derece yavastir fakat
mitozda 20-100 kat artar (Jordan ve Wilson, 1998). .

Mikrotubiiller uzun zamandan ber kanser kemoterapisi igin degerli
hedeflerdir. Mikrotubiil dinamikleri iizerine yapilan son ¢alismalar, sadece
varliklannin degil hiicre ¢gogalmast igin de nemli olduklarini gostermistir (Jordan
ve Wilson, 1998). .

Birgogu dogal tiriinlerden tiiretilen kimyasal olarak birbirinden farkl:i pek
¢ok bilesik, tubulin ya da mikrotubiillere baglanarak, mitoz sirasinda metafazin
anafaza doniigtiigii asamada mitotik ige etki ederek hiicre gogalmasii engeller
(Jordan ve Wilson, 1998). .

Otuz yildan fazla siiredir, transforme hiicrelerde esasen hiicre iskeletinin
degisiklige ugradig: bilinmektedir ve bu olay gergeklestirilirken aktine-bagh
diizenleyici proteinlerde de degisiklikler meydana gelir. Bu degisikliklerin, tiimor
hiicrelerinin anormal geligme ozellikleri dokulara niifuz edebilme ve artan metaztaz

31
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yetenegi ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir. Bu alanda yapilmig olan ¢aligmalarin
15181inda aktin filamentler ve onlarn birgok diizenleyici proteini kanser kemoterapisi
icin ¢ekici goziikmektedir. Ornedin bir ¢alismada saglam hiicrelerle transforme
hiicreler karsilagtirildiginda, polimerize haldeki aktin orammnm ¢oziinebilen aktine
oraninin azaldigi goriilmiistiir. Coziinebilir aktinin artmis seviyesi ve polimerize
aktinin azalmis seviyesi tiimoregenezde erken teshis igin veri olabilir (Jordan ve
Wilson, 1998).

4.3. Hiicre iskeletinin Gorevleri

Hiicre iskeletinin temel gorevleri sunlardir;
1- Hiicre seklinin saglanmasinda yapisal bir destek saglar. Ornegin, bir¢ok kiiltiir
hiicresinin yuvarlak sekli, hiicre sitoplazmasindaki mikrotubiillerin 1gmsal bir
diizende olmasi nedeniyledir.
2- Hiicre icindeki farkli organellerin yerlesiminde bir i¢ ¢ati gorevi goriir. Bu
fonksiyon 6zellikle polarize olmus epitel hiicrelerinde goriiliir. Epitel hiicrelerinde
organeller apikalden bazale dogru bir eksen boyunca dizilmiglerdir.
3- Hiicre iskeleti, hiicre i¢indeki maddelerin ve organellerin hareketini saglar. bu
fonksiyona ornek olarak; mRNA molekiillerinin hiicrenin 6zel boliimlerine hareketi,
endoplazmik retikulumdan golgiye tagima vezikiillerinin hareketi, sinir hiicresi
boyunca neurotransmitterlerin hareketi verilebilir.
4- Hiicrenin bir yerden bir yere hareketinde, gii¢-lireten boliimiidiir. Tek hiicreli
organizmalar ya kati bir yiizeyin iizerinde siiriinerek ya da su ortam: iginde
yiizeyinde disar1 dogru cikinti yapmug olan Ozellesmis locomotor organeller
yardimuyla (sil ve kamgi) ileriye dogru hareket ederler. Cok hiicreli hayvanlarda
sperm, akyuvarlar ve fibroblastlar bagimsiz hareket yetenegine sahiptirler.
5- mRNA'min baglanmasi igin bir bolgedir ve mRNA'larin polipeptidlere
transformasyonunu kolaylagtirir. Hiicreler noniyonik deterjanlarla ekstrakte
edildiklerinde, hiicrenin transformasyon mekanizmasimnin birazi deterjanlarla
¢oziilmeyen hiicre iskeletinde kalir.
6- Hiicrenin boliinme mekanizmasinin 6nemli bir elemamidir. Hiicre iskelet
elemanlan sitokinez sirasinda iki kardes hiicre igine ana hiicrenin béliinmesi igin
mitoz ve mayoz sirasinda kromozomlann ayrilmasindan sorumludurlar (Karp,
1999).
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5. DOKU KULTURU

Canli hiicreler incelendikleri ortama bagli olarak kisa siire iginde
canhiliklarini kaybederler. Hiicreleri daha uzun bir siire canli olarak saklayabilmek
ve bu siire iginde inceleyebilmek igin kullanilan yaygin bir yontem, doku veya hiicre
kiiltiiriidiir (Ozban, 1988). Normal ortamdan izole edilen tiimor ve normal
hiicrelerin direkt incelenmesi igin, doku kiiltiirii teknikleri kullamlir. Bu teknikler
canli hiicreler iizerinde maddelerin direkt etkilerinin ¢alisilmasina ve hiicre
tiriinlerinin karakterizasyonunu saglayarak karigik bir hiicre populasyonundan farkli
hiicre tiplerinin ayirtedilmesine olanak saglar (Franks ve Teich, 1996).

En sik kullanilan teknik hiicre kiiltiirii teknigidir. Bu teknikte doku, tiimor
pargalan yada aynlmig hiicreler sivi besleyici bir medyum igeren steril cam yada
plastik kapl‘ar icine konulur ve hava ve karbondioksit (genellikle % 5) olan bir
atmosferde, viicut sicakliginda bir inkiibatore yerlestirilir, bu ortam canli ortamna
benzerdir. Eger Kkiiltiirler bagariliysa, doku pargalarindan hiicreler gelisir ve kabi
doldurur. Hiicreler bu kaptan alinarak bagka kaplara aktarilabilir yada sivi azotta
stoklanabilirler. Hiicre kiiltiirii ilaglarin etkilerinin ve hiicrelerin birbirleriyle olan
iligkilerinin aragtinlmasinda kullanilabilir. Bu teknigin bir modifikasyonu tiimor
yada saglam dokulardan alinan pargalar kullanilarak organize bir form (organ
kiiltiirii) olusturmada kullanilabilir. Bu - teknikle bazi hormonlann etkileri
aragtirilabilir (Franks and Teich, 1996). Hiicre kiiltiirii biitiin canliya kiyasla daha
yalm ve kontrol altina alinmig kosullarda incelenebilen bir deneysel sistem olusturur
(Yakar, 1987). Hiicre kiiltiirii, hiicre ve molekiiler biyolojinin gelisimi i¢in onemli
temel bir tekniktir (Franks and Teich, 1996).

5.1 Hayvansal Doku Kiiltiiriindeki Hiicre Kaynaklari

Doku ve hiicre kiiltiirii galiymalarinda kullamlacak olan materyaller;
1. Direkt olarak normal ya da anormal embriyo,
2. Ergin organizmalardan alinan doku veya hiicreler,
3. Yapilmug hazir kiiltiirden alinan doku veya hiicreler gibi gesitli kaynaklardan elde
edilebilir.



5.1.1. Embriyolardan hiicre elde etme

Genelde embriyonik dokulardan iiretilen kiiltir hiicreleri, mitojenik
aktivitelerinin ¢ok hizli olmasi nedeniyle ergin organizma dokularindan iiretilen
hiicrelerden daha iyi gelisirler (Freshney, 1989).

5.1.2. Ergin hayvanlardan hiicre elde etme

Ergin hayvan dokulan genellikle farklilagmalanni tamamlamig hiicreler
oldugundan daha diigiik bir gelisme gosterirler. Replike olmayan ozellegmig
hiicrelere sahiptirler ve daha yapibal, daha yavas pargalanan ekstraselliiler matriks
icindedirler. Bu dokulardan kiiltiir edilen hiicrelerin ¢ogalmasi daha zordur ve
kiiltiiriin 6mrii genellikle daha kisadir (Freshney, 1989).

5.2. Hiicre Kiiltiirii Tipleri

Hiicre kiiltiiriinde ii¢ tip kiiltiir hiicre tipt tanimlanir (Yakar, 1987; Freshney,
1994). Bunlar;

1. Onciil hiicreler (primer kiiltiir, primary culture)

2. Birinci pasaj birinci onciil hiicreler (sekonder kiiltiir,secondary culture)

3. Siirekl: kiiltiir hiicresi (cell line)'dir.
5.2.1 Onciil hiicreler (primer kiiltiir, primary culture)

Kiiltiir kaplan iginde canli doku parcalanndan go¢ ederek ortam tabanina
tutunan hiicrelerin olusturdugu ilk (6nciil) hiicrelerdir (Jakoby ve Pastan, 1979;
Lackie ve Dow, 1989).

5.2.2. Birinci pasaj birinci onciil hiicreler (sekonder kiiltiir,

secondary culture)

Birinci pasaj birinci onciil hiicreler, onciil doku kiiltiirlerinden elde edilen
hiicrelerin enzimatik yollarla yeni bir ortama aktariimasi ve bu ortamda gogalmasiyla
elde edilen ikinci kugak hiicrelerin olugturdugu kiiltiir hiicreleridir (Alberts ve ark.,
1989).
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5.2.3. Siirekli kiiltir hiicresi (cell line)

Diger hiicre kiiltiirlerine oranla in vitro kosullarda devamli biiyiimeye uyum
gosteren Kiiltiir hiicre tipidir (Anonymous, 1984). Simrsiz bir hiicre boliinme
yetenegine sahip bu kiiltiir hiicreleri dliimsiiz sayilir. Bu nedenle gegici bir hiicre
kiiltiiriinden farkli oldugunu belirtmek igin "cell line" olarak adlandinlmgtir (Lodish
ve ark., 1995).

5.2.3.1. A549 hiicreleri

A349 birgok degisik caligmada yaygin olarak kullanilan bir insan akciger
kanser cell line'dir. A549 cell line1 1972 yilinda D.J. Giant ve ekibi tarafindan 58
yasinda bir Caucasian erkekten alinan akciger tiimdriinden iiretilmistir ve 1976
yilinda, altmugsekizinci pasaji M.Lieber tarafindan American Type Culture
Collection'da stok edilmistir. Japanese Cancer Research Resource Cell Bank
(JCRB) ve Riken Cell Bank (RCB) ATCC'den hiicreyi almis ve stoklamis daha
sonra da bir¢ok Japon aragtirmaciya dagitmistir (Honma ve ark. 1996).

5.2.3.2. HFL1 hiicreleri

Fibroblastin karakteristik morfolojik ve fonksiyonal ozelliklere sahip
farklilasmug bir mezensim hiicresidir. Deri, akciger ve gingava gibi yumusak
dokularda, hiicre populasyonunun % 40 ile % 60'1n1 fibroblastlar olugturur (Breul
ve ark. 1980).

Insan akciger fibroblast hiicreleri (HFL1), erkek insan fetusunun
akcigerlerinden tiiretilmig bir fibroblast hiicre irkidir. HFL1 normal bir karyotipe
sahiptir, kontakt inhibisyon gostermektedir (Breul ve ark. 1980).

5.2.3.3. C2 ve CO25 hiicreleri

CO25 miyoblast hiicrelert, 1977 yilinda Yaffe ve Saxel tarafindan (Yaffe ve
Saxel, 1977), fare bacak kasindan izole edilip, kiiltiirii yapilan C2 hiicrelerinden
elde edilmistir. Daha sonra C2 hiicreleri Gosset ve arkadaslan tarafindan (Gosset ve
ark. 1988), insan 61. kodonundan mutant N-ras onkogeni tastyan bir plazmid ile
transforme edilmigtir.
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5.3. Transformasyon

Transformasyon doku Kkiiltiiriinde, normal hiicreler kanser hiicrelerine
dontigiirken goriilen degisiklikler icin kullanilan bir terimdir. Transformasyon,
tiirlere ve faktorlere bagh olarak siklif1 degisen nadir bir olay olarak kendiliginden
meydana gelir. Bazi kemiricilerden 6megin farelerden alinan hiicreler kiiltiirde
kendiliginden transform hale gelirler oysa insan ve kus hiicrelerinin kendiliginden
transformasyonu nadiren meydana gelir. Fiziksel ajanlar, kimyasallar ve viriisler in
vitro ortamda hiicreleri transform hale getirirler. Transformasyonun kanserlesme
oncesi safthalarinda kromozom sayisi degisir (genellikle artar, yaklasik olarak 2
katina ¢ikar). Serumdaki biiytimeyi stimiile eden faktorlere bagimhilik kaybolur, tek
hiicreden klon geklinde biiyiime yetenegi artar yada hiicre yogunlugu azalir ve

kiiltiir ortaminda uzamig yada sonsuz 6miir kazanilir (Franks ve Teich, 1996).
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6. POLiSIKLiK AROMATIK HiDROKARBONLAR

Insanlar ya gevresel olarak yada meslekleri yiiziinden sayisiz kimyasal
maddeye maruz kalirlar. Bu kimyasal maddelerin bir ¢cogu kansere yada genetik
hastaliklara neden olmalan yiiziinden saglik igin tehlikelidirler. Bu tehditler arasinda
hava kirliligi en biiyiik tehlikeyi olusturanlardan biridir. Sehir havasmi kirleten
kirleticiler; karsinojenik faktorler ve hatta onlarn potansiyel etkileri ile etkilegime
giren birgok organik ve inorganik maddenin karigimudir. Bu bilesiklerin biiyiik bir
kismi hayvanlarda karsincjenik oldugu bilinen, insanlarda da karsinojenik
olmasindan siiphelenilen polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH)lardir. Yapilan
bir¢ok ¢aligmada hava kirleticilerine maruz kalan insan populasyonlannda akciger
kanserine yakalanma oranmin artti§1 gosterilmistir ( Chitra ve ark.2001). Kok firin
emisyonlar; kansere neden olan maddeleri iceren polisiklik aromatik hidrokarbonlar
ve onlann tiirevlerini kapsayan kompleks bir karnigim olduklanm gostermektedir
(Topinka ve ark.1998).

Tiitin dumaninin igerdigi bircok madde arasinda, yirmi karsinojenin deney
hayvanlarinda ve insanlarda akci8er kanserlerine neden oldugu bilinmektedir. Bu
nedenle, bu maddelerin akciger kanserinin indiiklenmesi olayina karigmalarn da
muhtemeldir. Bu yirmi karsinojen arasinda polisiklik aromatik hidrokarbonlar
(PAH) ve tiitline-6zgiil nitrosamine 4-(methylnitrosamino)-1-(3-pydidyl)-1-butanon
onemli roller oynamas: olasidir (Hecht, 1999).

Sigara igiminin akcier kanserinin temel nedenlerinden biri oldugunu
caligmalar gostermigtir. Akciger kanserine yakalanma riski sigara ig¢imine son
verildikten sonra azalir fakat ilk bes yil i¢in bu risk vardir. Ilk Surgeon general
raporu agiklandikdan sonra yetigkinlerde sigara icimi 1965'de %42'den 1990'da
%?25'e diigmiigtiir. Diinya genelinde bir milyar insan sigara igmektedir. Tiitlin
dumanina maruz kalimlmasimn da akciger kanserine neden olacagi genis ¢apta
kabul edilmektedir, bu risk sigara igenlere gore daha azdir (Hecht, 1999).

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve onlarin tiirevleri gibi, solunabilen hava
partikiillerine absorbe olmug olan ve her yerde bulunan organik kirleticiler sinifinin
bu gibi kompleks karnigimlara diigiik seviyede maruz kalinmasinin insan saghig i¢in
bir risk olacag: diigiiniilmektedir. Bu organik bilegenler, ¢evremizde kimyasal ve
foto-kimyasal reaksiyonlann iiriinleri olarak bilinen gazolin, diesel fuel, komiir ve
yagin eksik yanma iiriinleridir ve bu organik bilesenler mutajenik ve karsinojenik
etkilere sahiptirler. Polisiklik aromatik hidrokarbonlar tiimor olusumunu baslatici,
tesvik edici ve gelistirici kimyasal kanserojenler olarak bilinmektedirler (Tannheimer
ve ark. 1997). Kemiricilerle yapilan biyolojik deneylerde pekgok PAH'un birinin
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bile karsinojenik oldugu goriilmiistir ve PAH'un insanlarda da kanserojen
olabileceginden siiphelenilmektedir. Polisiklik aromatik hidrokarbonlar sitokrom
P450 enzimlerinin metabolik aktivasyonu ile biyolojik etkilerini gosterirler (Binkova
ve ark. 2000).

PAH'lar kiginin tumoricidal aktivitelerini etkiledikleri igin zararlidirlar.
Tumoricidal mekanizmalarin ortadan kaldirilmast (baskilanmasi) transform
hiicrelerin metastatik bilyiimesini hizlandirir. Sadece karsinojenik goriilen PAH'lar
immiin sistemi de baskilarlar ve immiin baskilama ile karsinojenez pozitif olarak
baglantilidir (Peakall, 1992). PAH'larin karsinojenik etkilerini gosterebilmeleri igin
metabolik aktivasyonlar gerekir. Metabolik aktivasyon islemi, DNA'ya ozellikle
guanin ve adenine kovalent olarak baglanan karsinojen metabolitlerle gerceklesir
(Hecht, 1999). Dipol epoksidleri reaktif hale getiren PAH metabolizmas: bu iglemi;
DNA'da piirin bazlarmin eksosiklik amino gruplarina baglanarak gerceklestirir
(Melendez-Colon ve ark.2000).
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7. KARVAKROL

Essansiyal yaglar, yiiksek bitkilerde bulunan lipofilik, sivi, ugucu ve
genellikle terpenoid bilesiklerin kangimidirlar. Essensiyal yaglarin ig¢inde simdiye
kadar 3000'den fazla bilesik bildirilmigtir (Kohlert ve ark. 2000).

Monoterpenler, meyvalan, sebzeleri, baharatlan ve otlan iceren birgok
bitkiden ekstrakte edilen esansiyal yaglarda bulunan bilegiklerdir. Bu bilesikler;
ekstrakte- edildikleri bitkinin aroma ve lezzetine katilirlar. Monoterpenler; asiklik,
monosiklik ya da bisiklik C 10 bilesikleridirler ve monoterpen sentataz tarafindan
geranil fosfatazi (GPP) substrat olarak kullanarak sentezlenirler. GPP; hayvanlarda,
bitkilerde ve mayalarda hiicre metabolizmasmin iki onemli bilesigi olan, farnesil
pirofosfat (FPP) ve geranil-geranil pirofosfat (GGPP) sentezinde bir onciildiir.
Hayvan kanser modellerinin kullanildig: deneysel galismalar; bazi monoterpenlerin
farkli hiicresel ve molekiiler seviyelerde rol alan antikarsinojenik ozelliklere sahip
oldugunu gostermistir. Bu buluglardan agikga goriiliiyor ki monoterpenler, etkili,
toksik olmayan, antikarsinojenik ajanlar olarak degerlendirilebilirler, bu ajanlar yeni
bir antikanser ilag siif1 olarak iimit vermektedirler ( Loza-Tavera, 1999).

Kekik, hem baharat hem de ilag olarak halk tarafindan halen kullanilmakta
olan ve dolayisiyla yaygin olarak bilinen bir bitkidir. Kekigin en cok bilinen ve
kullamilan tiirii Origanum onites L.'tir (Aydin, 1996). Kekigin bilesimi; ugucu yag
(% 0.5-3.5),ac1 madde ve tanen icermektedir (Baytop, 1999). Son yillarda yapilan
bir galigmada, O.onites ugucu yag detayli olarak ortaya konulmus ve bilesenler
bildirilmistir. Yapilan bu ¢aligmada ugucu yag icindeki bilesenler; karvakrol (%
65.91), linalool (% 14.84), timol (%3.64), p-simen (% 3.24) ve g-terpinen (%
2.08)oranlarinda bulunmuglardir (Aydin, 1996). Karvakrol (5-isopropyl-2-
methylphenol) molekiiler agirlig: 150.220 olan bir bilesiktir (Guenther, 1975).

Bu ¢aligmada, in vivo ve in vitro ortamlarda ¢aligmalar gerceklestirilmistir.

Invivo galigmalarda gelismekte olan iilkelerde ve yurdumuzda son yillarda
hizla artan akcier kanserinde meydana gelen transformasyon belirlenmeye
caligtlmigtir. Bu amagla, gelismekte olan iilkelerde sanayilegmenin bir sonucu olarak
soludugumuz havaya kangan ve sigara dumaninda da bulunan ve kanserojen bir
madde oldugu bilinen polisiklik aromatik hidrokarbon olan 9,12-Dimetil-1,2-
benzantrasen (DMBA) sicanlarda akciger kanseri olugturmak icin segilmisgtir.
Akciger kanseri olugturulan siganlara daha sonra Origanum onites L. (kekik)
ekstrati olan karvakrol uygulanarak akcier hiicrelerinde meydana gelen

degisiklikler morfolojik ve histolojik olarak incelenmisgtir.
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Histolojik caligmalara paralellik gostermesi igin, in vitro ortamda akciger
hiicreleri ile ¢aligma gergeklestirmek istenmigtir. Bu amagla, tip II hiicrelerine model
olarak kanserli akciger hiicreleri olan AS549 hiicre tipi secilmigtir. Bu hiicrelere
karvakrol uygulanarak ortaya ¢ikan degisiklikler hiicre seviyesinde belirlenmeye
calisilmigtir. Ayrica saglam akcier hiicreleri de segilerek karvakroliin bu hiicreler
iizerindeki etkileri belirlenmek istenmigtir. Karvakroliin bu iki hiicre tipinde; hiicre
morfolojisi, hiicre iskeleti ve toplam protein miktarlani iizerindeki etkileri
aragtinlmgtir.

Hiicrelerde transformasyon meydana getirdigi bilinen steroid bir hormon
olan dexamethasone CO25 hiicrelerine uygulanarak transformasyon gelisiminde
hiicre morfolojisinde meydana gelen degisiklikler aragtinilmaya caligilmistir. CO25
hiicrelerinin kontrolii olarak C2 hiicreleri kullamimis ve bu hiicreler 4 giin boyunca

gozlenmiglerdir.
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8. MATERYAL VE YONTEM
8.1. In Vivo Cahsmalarda Kullanilan Materyaller
8.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

9, 10-Dimethyl-1,2-Benzanthracene (Sigma), Susam yagi, Saf zeytinyag:,
Notral formalin (Merck), Karvakrol, Eter (Merck), Etil Alkol serileri (Tekel),
Ksilol, Entellan (Sigma), Hematoksilin (Sigma), Eosin (Merck), Formaldehit
(Merck), Kati parafin.

8.1.2. Kullanilan malzemeler

Cesitli cerrahi malzemeler, enjektorler (lml hacminde), gesitli cam
malzemeler, mikrotom, manyetik kanstirici, boyama kaplar (cam, plastik ve metal),

lam ve lameller, etiiv, buzdolabi.
8.1.3. Deney hayvanlari

Bu c¢alismada Sprague-Dawley siganlar kullanilmigtir. Deney hayvanlan iyi
havalandinimus odalarda, normal gece-giindiiz siklusunda ve ortalama 18-21°C oda
sicaklifinda tutulmusg, gesme suyu ve standart yem (Yem Fabrikalari, Eskigehir) ile
beslenmiglerdir.

8.1.4. Deney hayvanlarina uygulanan karvakrolun hazirlanmasi

Karvakrol saf zeytinyag1 icinde 1:9 oraninda ¢oziilmiistiir (Zeytinoglu ve ark.
1998).

8.2. In Vitro Calhigsmalarda Kullanilan Materyaller
8.2.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Nutrient Mixture F-12 (HAM, Sigma), Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM) (Sigma), Fetal Bovine Serum (Sigma), Horse Serum (Sigma), Penicillin-

Streptomycin (Sigma), Puck's Saline A (Sigma), Trypsin-EDTA Solution (10X)
(Sigma), Sodyum bikarbonat (Merck), Aprotinin (Sigma), Deksametazon (Sigma),
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Protein Marker (Sigma), TEMED (Sigma), Acrylamide/Bis-Acrylamide %30
Solution (Sigma), Phenylmethylsulfony! Fluoride (Sigma), Dimethyl Sulfoxide
(Merck), Brillant Blue R Concentrate (Sigma), Bromphenol Blue (Sigma),
Bradford Reagent (Sigma), Coomassie Blue (Sigma), Glasiyal Asetik Asit (Merck),
Metanol (Merck), Sodyum Dodesil Sulfat (Sigma), DTT (Sigma), Tris-Kloriir
(Sigma), Monoclonal Anti-Actin FITC Conjugate Clone AC-40 (Sigma), Gliserol
(Sigma), Glisine (Sigma), Monoclonal Anti-a Tubulin Conjugate Clone DM 1A
(Sigma), Triton X-100 (Sigma), Metanol , DAPI (Sigma), Alcian Blue (Merck),
Safranin (Merck), May Griinwald Solution (Fluka), Gimsa (Sigma), NaHCO3
(Merck), NaCl (Merck), NaOH (Merck), Siv1 Azot,

8.2.2. Kullanilan malzemeler

Cesitli cam malzemeler, enjektorler (1,10 ve 20 ml hacminde), steril filtreler,
su banyosu, sogutmali ve yiiksek devirli santrifiij (Heraus), kuru hava sterilizatorii
(Niive), otoklav, derin dondurucu, buzdolabi, CO; karbondioksit inkiibatorii
(Heraus), steril kabin (Heraus), sivi azot kaplari, otomatik pipetler, hamilton

siringa, kar-buz makinasi, gii¢ kaynagi, elektroforez aygiti,
8.2.3. Hiicre kiiltiiriitnde kullanilan hiicreler
8.2.3.1. A549 hiicreleri

In vivo ortamda siirdiiriilen ¢aligmalara paralellik gostermesi amaciyla,
akciger kanserli hiicre olarak A549 hiicreleri segilmistir. A549 hiicrelerinin bir diger
secilme nedeni de akciger kanserlerinin % 75-801ni kapsayan kiiciik hiicreli
olmayan akciger kanser tipi olmasidir (Penno ve ark. 1994). A549 insan akciger
epitel benzeri kanser hiicreleri, Institute for Fermentation, Osaka (IFO;

Japonya)'dan satin alinmistir.
8.2.3.2. HFL1 hiicreleri

Siganlarla yapilan caligmalara paralellik saglamasi amaciyla, HFL1 insan
akciger fibroblast benzeri hiicreleri, Institute for Fermentation, Osaka (IFO;

Japonya)'dan satin alinmustir.



8.2.3.3. C2 hiicreleri

C2 miyoblast cell line hiicreleri, East Anglia Universitesi (Ingiltere), Biyolojik
Bilimler Okulu, Molekiiler Biyoloji Boliimiinden saglanmustir.

8.2.3.4. CO25 hiicreleri

CO25 miyoblast cell line hiicreleri, East Anglia Universitesi (Ingiltere),
Biyolojik Bilimler Okulu, Molekiiler Biyoloji Boliimiinden saglanmistir.

8.2.4. Xarvakrol dozlarimin hazirlanmasi

Karvakrol dimetil siilfoksit (DMSO; Merck) icinde ¢oziilerek 1000 mM, 500
mM, 250 mM, 100 mM'lik dozlar hazirlanmigtir (Pearson ve ark. 1997). Karvakrol
DMSO i¢inde ¢oziildiigii igin, negatif kontrol olarak, ¢oziicii madde olan DMSO
kullamlmigtir (IARC/NCI/EPA working group, 1985). Karvakroliin hazirlanan
dozlan (+4°C)'de saklanmugtir.

8.2.5. Dexamethasone'nun hazirlanmasi

Dexamethasone (Sigma) steril bidistile su iginde ¢oziilerek hazirlanmus , daha
sonra 1'er ml'lik eppendorf tiiplerine aktanilmis ve kullamilacagi zamana kadar (-
20°C)'de saklanmigtir (Zeytinoglu, 1992).

8.2.6. Kullanilan ara¢ ve gereclerin hazirlanmasi

Caligma siiresince kullanilacak cam ve metal malzemeler aliiminyum folyolara
sarth bigimde sterilizatorde 180°C'de iki saat, sivi soliisyonlar ise 121°C, 1.5
atm/Hg'de 20 dakika steril edilmistir. Kullanilan tiim sivi kimyasallar 0.22 pum
aralikli seliiloz nitrat filtreden gegirilerek steril edilmistir (Jakoby ve Pastan, 1979).
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8.3. Yontem
8.3.1. In vivo c¢alismalar
8.3.1.1. Sicanlarda akciger kanserinin olusturulmasi

Ratlarda kanserlesmeyi baglatmak amaciyla, karsinojen olarak bir polisiklik
aromatik - hidrokarbon olan 9,10-Dimetil-1,2-Benzantrasen (DMBA) kullanilmigtir
(Saran ve ark. 1996; Sumimoto ve ark. 1999). 9,10-Dimetil-1,2-Benzantrasen
susam yafinda c¢oziilmiistiir (Takahashi ve ark. 2000). DMBA'nin 2 mg'lik
soliisyonu 0.5 ml susamyag i¢inde ¢oziilerek tek doz geklinde rat sirtina subkutan
olarak tiiberkiiliin enjektorii ile enjekte edilmistir (Simgek, 1982).

Ug haftalik, bir aylik ve bes aylik 3 ayrt deney grubu kullanilmistir. Bir deney
grubu ii¢ adet hayvandan olugturulmustur. Bir grubu olusturan hayvanlar; saglam
sicanlar, DMBA enjekte edilerek akciger kanserli hale getirilen sicanlar ve DMBA

uygulamasinin ardindan karvakrol uygulanan siganlardir.
8.3.1.2. Sicanlara karvakrol uygulamasi

DMBA verilerek akciger kanserli hale getirilen ikinci ve iigilincii gruptaki
sigcanlara, bir ay sonra karvakrol uygulanmigtir. Karvakrol zeytinyag: iginde 1:9
oraninda ¢oziilerek (0.1 mg.kg-!) olacak sekilde sicanlara sekiz giin siiresince dort
kez intraperitonal olarak tiiberkiiliin enjektorii ile enjekte edilmistir (Zeytinoglu ve
ark., 1998).

8.3.1.3. Akciger dokularinin morfolojik incelenmesi

Birinci ve ikinci gruptaki hayvanlar karvakrol uygulamasmin bitiminin
ardindan disekte edilmiglerdir. Ugiincii gruba ait hayvanlar ise karvakrol
uygulamasinin bitiminden dort ay sonra disekte edilmislerdir. Siganlar eterle
bayiltildiktan sonra disekte edilmis ve akcigerleri ¢ikanlmistir. Akcigerlerin
morfolojik goriiniimlerinin fotograflani  diseksiyon-stereo fotomikroskop ile

cekilmigtir.



8.3.1.4. Akciger dokularinin histolojik incelenmesi

Akcigerler morfolojik olarak incelendikten sonra kiigiik pargalara ayrilarak %
10'luk notral formalinde otuz saat tespit edilmigler ve ardindan onbes saat akan
suyun altinda tutulmuglardir. Bu iglemin sonrasinda akcider pargalari artan alkol
serilerinden (% 70-100) gecirilerek parafin blok haline getirilmislerdir. Hazirlanan
parafin bloklardan 5 pm kalinhiginda preparatlar hazirlanmistir (Swamidas ve ark.,
1999).. Bu preparatlar Hematoksilin-Eosin boyama yontemine gore boyanarak
arastirma mikroskobunda incelenmislerdir.

8.3.1.5. Histolojik boyama yontemi

Preparatlar bir saat 80°C'deki etiivde tutulmuglardir. Bu islemin ardindan
preparatlar,

Yikama ksilolii I: 3 dakika

Yikama ksilolii II: 2 dakika

Yikama ksilolii III: 1 dakika

Yikama alkolii I ( % 96'lik): 2 dakika

Yikama alkolii Il ( % 96'lik): 1.5 dakika

Yikama alkolii III ( % 96'1k): 1 dakika

Akarsu: 3 dakika

Hematoksilin: 3 dakika

Akarsu: 2 dakika

Eosin: 2 dakika

Akarsu: 2 dakika

Alkol I (% 96'11k): 2 dakika

Alkol II (% 96'lik): 1.5 dakika

Alkol III (% 96'ik): 1 dakika

Kurutma: 1 dakika

Ksilol I: 2 dakika

Ksilol II: 2 dakika

Ksilol III: 4 dakika

tutularak entellan ile kapatilarak mikroskobik incelemeye alinmuglardir.
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8.3.2. In vitro ¢cahigmalar
8.3.2.1. A549 hiicre kiiltiirii

A549 hiicreleri %10'luk Fetal Bovine Serum, Nutrient Mixture F-12 (HAM)
(Huober ve ark., 2000) igeren besiyerlerinin bulundugu, 25 cm?2'lik flasklarda %95
hava ve %5 COy'li gaz ortaminda ve 379C'deki CO; inkiibatoriinde (Heraus)
kiiltiire edilmistir.

8.3.2.2. HFL1 hiicre kiiltiirii

HFL1 hiicreleri %15'lik Fetal Bovine Serum, Nutrient Mixture F-12 (HAM)
igeren besiyerlerinin bulundugu, 25 cm?2'lik flasklarda %95 hava ve %5 CO'li gaz
ortaminda ve 370C'deki CO» inkiibatoriinde (Heraus) kiiltiire edilmislerdir.

8.3.2.3. C2 hiicre kiiltiiri

C2 miyoblast hiicreleri, normal bilyiime ortamlart olan %10'luk Fetal Bovine
Serum, Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), Penicillin-Streptomycin ve
%9.2 NaHCO3 igeren besiyeri iginde, 25 cm?'lik flasklarda %95 hava ve %5
COyli gaz ortaminda ve 370C'deki CO2 inkiibatoriinde (Heraus) Kiiltiire
edilmiglerdir (Freshney, 1994; Pollard ve Walker, 1990).

8.3.2.4. CO2S5 hiicre kiiltiirii

CO25 miyoblast hiicreleri ilk olarak, normal biiyiime ortamlarn olan %10'luk
Fetal Bovine Serum, Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), Penicillin-
Streptomycin ve %9.2 NaHCOs iceren besiyeri i¢inde, %95 hava ve %5 COx'li gaz
ortaminda ve 370C'deki CO2 inkiibatoriinde (Heraus) kiiltire edilmislerdir.
Hiicreler bulunduklan flasklarda %80 yogunluga ulagtiklarinda, transformasyonu
gozlemleyebilmek amaci ile, bu hiicrelerdeki insan mutant N-ras onkogenini
indiiklemek icin, %10 Horse serum, Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM), Penicillin-Streptomycin, %9.2 NaHCO3 ve 1uM/ml Deksamethasone
(200 mM) iceren besiyeri ortamina alinmiglardir. Hiicrelerin bu ortamdaki

transformasyonu dort giin boyunca gézlemlenmistir.
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8.3.3. Hiicrelerin morfolojileri iizerine yapilan ¢aligmalar
8.3.3.1. A549 hiicreleri ile yapilan ¢caligmalar

Ik olarak A549 hiicreleri normal biiyiime ortamlarinda 4 giin boyunca
gozlenmiglerdir. Flasklara herglin taze besiyeri konulmustur. Hiicreler May-
Griinwald: Gimsa boyama teknigine gore boyanarak hergiin incelenmiglerdir.

8.3.3.2. HFL1 hiicreleri ile yapilan caligmalar

HFL1 hiicrelerine de AS549 hiicrelerine uygulanan yontemin aynisi
uygulanmugtir.

8.3.3.3. C2 hiicreleri ile yapilan ¢alismalar

C2 hiicreleri normal bilylime ortamlarinda yeterli sayiya ulagtiktan sonra
transformasyon meydana gelip gelmeyecegini gozlemleyebilmek igin besiyerleri
%10 Horse serum, Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM), Penicillin-
Streptomycin ve %9.2 NaHCOj3 igeren besiyeri ile degistirilerek 4 giin boyunca
gozlenmislerdir. Flasklara hergiin taze besiyeri konulmugtur. Hiicreler klasik May-
Griinwald: Gimsa boyama teknigine gore boyanarak hergiin incelenmiglerdir.

8.3.3.4. CO2S5 hiicreleri ile yapilan calismalar

CO25 hiicreleri normal biiyiime ortamlarinda yeterli sayiya ulagtiktan sonra
transformasyonu gozlemleyebilmek igin besiyerleri %10 Horse serum, Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM), Penicillin-Streptomycin, % 9.2 NaHCO3 ve
1uM/ml Deksamethasone (200 mM) igeren besiyeri ile degistirilmistir. Hiicreler
klasik May-Griinwald: Gimsa boyama tekniZine gére boyanarak 4 giin siiresince

hergiin incelenmiglerdir.
8.3.3.5. Hiicrelerin May-Griinwald: Gimsa ile boyanmasi
Hiicrelerin icerisinde bulundugu flask igindeki besiyeri tamamen alinarak,

hiicreler steril 1X'lik steril fosfat tampon tuz ¢ozeltisi (PBS: 137 mM NaCl, 2.7
mM KCl, 15 mM KH;POy4, 8 mM NayHPOQy; pH 7.3) ile iyice yikanmiglardur.



Daha sonra hiicreler % 100'liik soguk Metanol ile 1 dakika muamele edilerek tespit
edilmiglerdir. Kiiltiir hiicrelei May-Griinwald (Sigma) ile 2 dakika muamele
edilmig, sonra boyamn yanst alinmug, geri kalan boya miktarina esit oranda distile
su eklenerek 1 dakika daha boyama islemi siirdiiriilmiistiir. Daha sonra flask
icerisindeki tiim boya alinarak, hiicreler distile su ile yikanmig ve iizerlerine % 50
sulandinlmig Gimsa konularak 5 dakika boyanmiglardir. Boyama islemi sonrasinda
distile su ile 3 kez yikanarak mikroskopta incelenmislerdir. Morfolojik farkliliklarin
analizi i¢in Tolis ve ark. (1999) tarafindan May-Griinwald: Gimsa boyama yontemi
kullanitmugtir. Bu ¢alismada May-Griinwald: Gimsa boyama yontemi, kiiltiir
hiicrelerinin uygun boyanmasi i¢in modifiye edilerek kullanilmustir (Clark, 1981).

8.3.4. Hiicre sayimlari
8.3.4.1. A549 hiicrelerinin hiicre sayimlari

Ayni pasaj numarasina sahip hiicreler her flaska yaklasik bir milyon hiicre
olacak sekilde aktarilarak 1000 mM, 500 mM, 250 mM ve 100 mM'lik Karvakrol
24 saat uygulanmigtir. DMSO'nun final konsantrasyonu tiim inkiibasyon hacminin
% 0.1''ni agmamugtir. Negatif kontrol gruplarinin herbirine sadece DMSO
-uygulanmigtir. Kontrol, negatif kontrol, 1000 mM, 500 mM, 250 mM ve 100
mM'lik inkiibasyon setleri ii¢ kez iki ornekle tekrarlanmistir. 24 saat sonunda
flasklardaki besiyerleri uzaklastinlmigtir Daha sonra 1 ml (2X) Tripsin uygulanarak
hiicreler birbirlerinden ve flask tabamindan aynlarak kaldinlmuglardir. A3549

hiicreleri Thoma lamu ile sayilmuglardir. Sayimlar 3 kez tekrarlanmugtir.
8.3.4.2. HFL1 hiicrelerinin hiicre sayimlar:
Her flaska yaklagik 250.000 hiicre olacak gekilde aktanlarak 1000 mM, 500

mM, 250 mM ve 100 mM'lik Karvakrol 24 saat uygulanmgtir. DMSO'nun final

konsantrasyonu tiim inkiibasyon hacminin % 0.1'ini agmamustir.
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8.3.5. Karvakroliin hiicreler izerindeki etkisini belirlemek i¢in

yapilan ¢aligmalar
8.3.5.1. A549 hiicrelerine karvakroliin etkisi

Daha sonra aym pasaj numarasina sahip hiicreler bulunduklar flasklar
kapladiklarinda, besiyerleri uzaklagtinlmig ve hiicreler tripsinlenerek yeni flasklara
aktanlrru§lard1r. 1000 mM, 500 mM, 250 mM ve 100 mM Karvakrol flasklara
hiicrelerin ekildigi an ilave edilmigtir (Umino ve ark., 2000). Cesitli karvakrol
dozlan 24 saat uygulanmustir . DMSO'nun final konsantrasyonu tiim inkiibasyon
hacminin % 0.1'ini agmamustir (Binkova ve ark.2000). Negatif kontrol gruplarmin
herbirine sadece DMSO uygulanmigtir. Kontrol, negatif kontrol, 1000 mM, 500
mM, 250 mM ve 100 mM'lik inkiibasyon setleri ii¢ kez iki ornekle tekrarlanmugtir.
24 saat sonunda flasklardaki besiyerleri uzaklagtinlmistir ve hiicreler May-

Griinwald: Gimsa boyama teknigine gore boyanarak incelenmiglerdir.
8.3.5.2. HFL1 hiicrelerine karvakroliin etkisi

HFL1 hiicrelerine de AS549 hiicrelerine uygulanan yontemin aynisi
uygulanmuigtir.

8.3.6. Immiinofluoresan ¢caligmalar

25 cm?'lik flasklarda biiyiitiilen A549 ve HFL1 hiicreleri; 1 ml (2X) tripsin ile
flask tabanindan kaldinildiktan sonra, iglerinde steril 4 adet yuvarlak lamel bulunan
plastik petrilere aktanimis ve iizerlerine taze besiyeri konulmus ve karvakrol dozlar
ilave edilerek 24 saat %95 hava ve %5 COy'li gaz ortamimda ve 379C'deki CO;
inkiibatoriinde inkiibe edilmiglerdir. Her hiicre grubu i¢in kontrol, negatif kontrol,
500 mM, 250 mM ve 100 mM'lik deney setleri kullanilmugtir. 24 saat sonunda
besiyerleri petrilerden uzaklagtinlmigtir. Yuvarlak lameller tizerine yapigmis bulunan
hiicreler 1X'lik steril fosfat tampon tuz ¢ozeltisi (PBS) ile 1 dakika yikanmuslar ve
(-20°C)'deki metanol ile 10 dakika muamele edilerek tespit edilmislerdir. Tespit
isleminden sonra PBS ile 3 kez S'er dakika yikanmuglardir. Yikanma isleminin
sonrasinda % 0.5 Triton X-100 (Sigma) ile 3 dakika muamele edilmislerdir (Song
ve ark. 2000). Daha sonra lamellerin iizerindeki hiicrelere ; Monoclonal Anti-Actin
FITC Conjugate Clone AC-40 (Sigma), Monoclonal Anti-a Tubulin Conjugate
Clone DM 1A (Sigma), 4', 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) ve Alcian blue-



Safranin uygulanmis ve nemli bir kutu iginde 37°C'deki bir inkiibatérde 2.5 saat
inkiibe edilmiglerdir. Inkiibasyon sonunda lameller 3 kez S'er dakika PBS ile
ytkanmug ardindan kapatilarak fluoresan mikroskobunda incelenmisglerdir.

8.3.7. Toplam protein analizleri
8.3.7.1. A549 ve HFL1 hiicrelerinin toplam protein ekstraksiyonlari

A549 ve HFL1 hiicreleri, protein analizlerinin yapilabilmesi i¢in 5 gruba
aynlmiglardir. Bu gruplar; kontrol ve negatif kontrol gruplan ile 500 mM, 250 mM
ve 100 mM'lik deney gruplaridir. A549 ve HFL1 hiicreleri ile yapilan deneylerde,
1000 mM'lik gruptlarda hiicrelerin % 90'1 6ldiigii igin bu grubun toplam protein
analizleri her iki hiicre grubunda da yapilmamustir.

Hiicrelerin 25 cm?2'lik flask tabaninda yeterli sayida gelismeleri saglandiktan
sonra, eski besiyeri alinmus, taze besiyeri konulmus ve karvakrol dozlan 24 saat
siire ile uygulanmigtir. 24 saatlik siirenin sonunda toplam protein ekstraksiyonu
Sambrook'a gore yapilmigtir (Sambrook ve ark. 1998). Hiicrelerin iginde
bulundugu besiyeri flasklardan uzaklastinlmugtir. Flask tabanina yapisik sekilde
bulunan hiicreler soguk PBS ile yikandiktan sonra lizis soliisyonu (50 mM Tris-
HCl , 150 mM NaCl, % 0.02 sodyum azid, % 1 NP-40, 100 pg/ml
fenilmetilsulfonilflorid (PMSF) , 1 wg/ml aprotinin ) ilave edilerek buz iizerinde,
her 5 dakikada bir calkalanarak 20 dakika bekletilmistir. Daha sonra lizis edilmistir
hiicreler, hiicre styirict yardimu ile flasklardan styrilmis, mikropipet yardimi ile
mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmug ve 13000 g'de (+4°C)'de 10 dakika sogutmalt
santrifiijde (Heraus) santrifiij edilmiglerdir. Santrifiij islemi sonrasinda mikrosatrifiij
tiplerindeki siipernatant kisim alinarak analiz i¢in (-20°C)'de saklanmugtir.
Bradford yontemine gore protein konsantrasyonu spektrofotometre (Schimadzu) ile
tespit edilmistir (Bradford, 1976).

8.3.7.2. A549 ve HFL1 hiicrelerinin jel elektroforezleri (SDS-PAGE)

A549 ve HFL1 hiicrelerinin kontrol ve negatif kontrol gruplan ile 500 mM,
250 mM ve 100 mM'lik deney gruplarina ait orneklerin, Zeytinoglu ve ark.
(1995)'de anlatilan metod ile elektroforez iglemleri yapilmugtir. Buna gére her ek
igin, 60'ar ug protein, 10 ul 2X jel yiikleme tamponu (% 4 SDS, % 20 Gliserol,
100 mM Tris-Cl (pH 6.8), 200 mM DTT, % 0.2 Bromfenol blue) ile kanstinldiktan
sonra 100°C'de 4-5 dakika denatiire edilmig ve % 12'lik bir SDS-poliakrilamid
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mini jelde yiiriitiilmiistiir. Molekiiler agirlik standard: (Sigma) ayn: jelde 6rneklerin
hazirlandig sekilde hazirlanarak ayn bir siitunda yiiriitiilmiigtiir. Elektroforez, 6nce
toplayict jel igin 80 V sonra ayirici jel igin 120 V elektrik akimi uygulanarak Tris-
Glisin elektroforez tamponu (0.25 M Tris, 1.92 M glisin) i¢inde gerceklestirilmistir.

A549 ve HFL1 hiicrelerine ait jeller daha sonra Coomassie Blue boyasi iginde
boyanmig ve Destain (% 20 metanol, % 13.3 glasiyal asetik asit) ile yikanmig ve Jel
Depo Soliisyonunda (% 7) saklanmig ve daha sonra incelenerek fotograflan
cekilmistir (Dunber, 1994).

8.4. Mikroskopi

A549, HFL1, C2 ve CO25 hiicreleri Olympus CK2 inverted mikroskobuyla
incelenmistir. Kiiltiir hiicreleri boyandiktan sonra Olympus BXS50 aragtirma
mikroskobu altinda ve degisik biiylitmelerde incelenmislerdir. A549 ve HFLL1
hiicrelerinin  immiinositokimyasal yapilart Olympus U-UHK fluoresans
mikroskobuyla incelenmigtir.

Sicanlardan ¢ikanlan akciger dokulan Wild MB3Z diseksiyon-stereo
mikroskop altinda ve degisik biiyiitmelerde morfolojik olarak incelenmislerdir.

Akcigerlerinden hazirlanan preparatlar Olympus BX50 arastirma mikroskobu

altinda ve degisik biiyiitmelerde incelenmiglerdir.
8.5. Fotografi

Kiiltiir hiicrelerinin mikroskop altinda saptanan uygun goriintiileri, akciger
dokularimin morfolojik goriintiileri, akciger dokularimin histolojik preparatlarinin
goriintiileri, Olympus PM-30 otomatik fotomikrografi araci kullanilarak fotograflar
cekilmistir.
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9. BULGULAR
9.1. In Vive Caligmalar
9.1.1. Akciger dokularinin morfolojisi

Saglam bir sican disekte edilerek akcigerleri ¢ikarildifinda, akcigerlerinin
temiz goriiniiglii ve agik pembe renkli oldugu goriilmiigtiir (Sekil 9.1).

9,10-Dimetil-1,2-benzantrasen (DMBA) verildikten ii¢ hafta sonra disekte
edilen sicanlann akcigerleri incelendiginde, sicanlarda akciger kanserinin meydana
geldigi goriilmiistiir. Kanserli akcigerler ile saglam bir sicamin akciBerleri
kargilagtirildiginda, DMBA verilen sigcanin akcigerlerinin hacimee kiigiilmiis oldugu,
kirli, koyu kirmiz1 bir renk aldig1 ve akciger dokularinda bozulmalar oldugu tespit
edilmistir (Sekil 9.1).

DMBA verildikten bir ay sonra sekiz giin siiresince dort kez karvakrol
uygulanan siganlar, karvakrol uygulamasmmin hemen ardindan disekte
edildiklerinde, akcigerlerinin hacimce Kkiigiilmiis oldugu fakat renklerinde sadece
DMBA verilen siganlarin akciderine oranla kenarlardan hafif renk agilmalarimn
oldugu saptanmuigtir.

DMBA verildikten bir ay sonra sekiz giin siiresince dort kez karvakrol
uygulanan siganlar, karvakrol uygulamasimin bitiminden dort ay sonra disekte
edilerek akcigerleri ¢ikanlmistir. Bu akcigerlerin sadece DMBA verilen akcigerlerle
karsilagtinldiklarinda renklerinin, kenarlardan merkeze dogru agildig: tespit

edilmistir.
9.1.2. Akciger dokularinin histolojisi

Hematoksilin-Eosin boyama yontemi uygulanarak boyanan saglam sican
akcigerlerinin histolojik preparatlarinda alveollerin normal yapisi goriilmiigtiir. Bu
yapida tip I hiicrelerinin (yassi alveoler hiicreler) sayica daha fazla oldugu tespit
edilmistir. Tip I hiicrelerinin sitoplazmalar1 genis bir yiizey alanina yayildig: igin
niikleuslarina sayica az rastlanmaktadir. Tip II hiicrelerinin (biiyilk alveoler
hiicreler) ise normal bir akcigerin alveol yapisinda ¢ok az sayida oldugu
saptanmustir. Bu hiicrelerin biiyiik yuvarlak hiicreler oldugu saptanmistir. Tip 1I
hiicrelerinin genellikle alveollerin birlestikleri agilarda iki veya ii¢ hiicreden olusan

gruplar bi¢iminde bulunduklan gozlenmistir (Sekil 9.2).



Sekil 9.1. Akciger dokularinin morfolojik goriintiileri.a ve b) Saglam si¢an
akcigerinin morfolojik goriintiisii, ¢ ve d) DMBA verilen sigan akcigerinin
3 hafta sonraki goriintiisii.e ve f) DMBA verildikten 1 ay sonra karvakrol

verilen ve hemen disekte edilen sican akcigerinin gortintiisii, g ve h) DMBA

verildikten 1 ay sonra karvakrol verilen ve 4 ay sonra disekte edilen sican
akciZerinin goriintiisi

DMBA verilerek akciger kanserli hale getirilen sigan akcigerlerinin
Hematoksilin-Eosin boyama yontemine gore boyanan histolojik preparatlaninda
alveoler yapinin bozuldugu goriilmiigtiir. Saglam akciger alveollerine gore alveol

yapisinin biiziildiidii gbzlenmistir. Tip I hiicrelerde bozulmalanin meydana geldigi
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Sekil 9.2. Akciger dokularinin Hematoksilin Eosin boyama yontemine gore boyanan
histolojik goriintiileri. a ve b) Saglam sigan akcigerinin histolojik
goriintiisii, ¢ ve d) DMBA verilen si¢an akcigerinin 3 hafta sonraki
oriintiisii. e ve f) DMBA verildikten 1 ay sonra karvakrol verilen ve hemen
disekte edilen sigan akcigerinin goriintiisii, g ve h) DMBA verildikten 1 ay

sonra karvakrol verilen ve 4 ay sonra disekte edilen sican akcigerinin
gortintiisd

ve sayilaninda biiyiik oranda azalma oldugu tespit edilmistir. Tip II hiicrelenn
sayisinin ise artmis oldugu saptanmustir (Sekil 9.2).

DMBA verilerek kanserli hale getirildikten bir ay sonra karvakrol uygulanan
ve ardindan disekte edilen sigan akciderlerinin Hematoksilin-Eosin boyama
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yontemine gore boyanan preparatlarinda alveoler yapilanimin, DMBA verilerek
kanserli hale getirilen sigan akcigerlerinin alveollerine gore agildid: tespit edilmisgtir.
Tip I hiicreleri sadece DMBA verilen akcigerlerin alveollerinde neredeyse
goriilmezken, bu deney grubundaki siganlarin akcigerlerindeki alveollerde
gorilmeye baglanmigtir. Tip II hiicrelerinin sayisinda ise azalma oldugu
gozlenmistir (Sekil 9.2).

DMBA verilerek kanserli hale getirildikten bir ay sonra karvakrol uygulanan
ve karvakrol uygulamasimin bitiminden dort ay sonra disekte edilen sican
akcigerlerinin Hematoksilin-Eosin boyama yontemine gore boyanarak hazirlanan
preparatlarinda alveoler yapinin, DMBA verilerek kanserli hale getirilen akcigerlerin
alveoler yapisina gore genigledigi tespit edilmistir. Tip I hiicrelerinin sayismin arttig
fakat tip II hiicrelerinin sayisinin ise ¢ok azaldig: tespit edilmistir (Sekil 9.2).

9.2. In Vitro Calismalar
9.2.1. Hiicre morfolojilerinin incelenmesi
9.2.1.1. A549 hiicrelerinin morfolojik incelenmesi

A 549 cell line hiicreleri %10'luk Fetal Bovine Serum, Nutrient Mixture F-
12 (HAM) igeren besiyerlerinde biiyiitiilmiisler ve May-Griinwald: Gimsa boyama
yontemine gore boyanarak 1s1k mikroskobunda incelenmislerdir.

Flaskalara ekildikten 1 giin sonra incelenen A549 cell line hiicrelerinin tek
tabakali oldugu tespit edilmistir. Hiicrelerin genelde poligonal ve i8si sekilli
olduklari, mitoz gegiren hiicrelerin ise yuvarlak bicimli olduklan gozlenmistir.
Hiicrelerin cogunlugunun tek ¢ekirdekli oldugu bazilarinin ise iki ¢ekirdekli oldugu
saptanmigtir. Cekirdek sekilinin oval oldugu goézlenmistir. Cekirdeklerin, i8si
bi¢imli hiicrelerde hiicrenin merkezinde yer aldigi, poligonal bi¢imli hiicrelerde ise
hiicrenin bir kenarna itilmis bicimde yerlestikleri belirlenmistir. Cekirdekgiklerin
goriilmedigi fakat kromatin taneciklerinin homojen bi¢imde dagildid1 tespit
edilmigtir. i8si sekilli hiicrelerin, hiicrenin her iki kutbunda dallanmayan kisa
uzantilara sahip olduklar1 goriilmiistiir. Hiicre simirlaninin ¢ogunlukla diiz oldugu
saptanmustir. May-Griinwald: Gimsa boyama teknigi uygulanarak boyanan
hiicrelerin ¢ekirdeklerinin pembe, cekirdek igindeki kromatin taneciklerinin siyah
renkte boyandi§i belirlenmistir. Cekirdek cevresindeki sitoplazmanmin yogun
oldugu, perifere dogru gidildikge sitoplazma yogunlugunun azaldigi gozlenmistir. 2
ve 3 giinliik A549 cell line hiicrelerinin sayica arttiklar: fakat tek tabakali olduklarn



Sekil 9.3. A549 cell line hiicrelerinin May-Griinwald : Gimsa bovama ile 4 giinliik
goriintiileri. a) 1 Giinliitk A549 cell line hiicreleri, b) 2 Giinlitk A549 cell
line, hiicreleri, ¢) 3 Giinliik A549 cell line hiicreleri, d) 4 Giinliik A549
cell line hiicreleri. Olgii birimi 125 um

morfolojik ozelliklerinin ise 1 giinliik hiicrelerle aym oldugu tespit edilmistir. 4
giinliik hiicrelerde ise hiicrelerin ¢ogunlugunun poligonal sekle sahip oldugu ve
mitoz geciren hiicrelerin sayisinda artis oldugu fakat hiicrelerin tek tabakali
olduklari, diger ozelliklerinin ise 1 giinliik hiicrelerle ayni olduklar1 saptanmugtir
(Sekil 9.3).

9.2.1.2. HFL1 hiicrelerinin morfolojik incelenmesi

HFL1 cell line hiicreleri %15'lik Fetal Bovine Serum, Nutrient Mixture F-
12 (HAM) igeren besiyerlerinde 4 giin siireyle biiyiitiilmiis ve May-Griinwald:
Gimsa boyama yontemine gore boyanarak incelenmislerdir.

Flasklara ekildiklerinden 1 giin sonra incelenen HFL1 cell line hiicrelerinin
tek tabakali olduklari belirlenmistir. Hiicrelerin genelde igsi bigimli olduklan
saptanmustir. Hiicrelerin genelde oval sekilli, hiicrenin merkezinde yer alan tek bir
cekirdege sahip olduklari gozlenmistir. Cekirdekeigin goriilmedigi hiicrelerde
kromatin taneciklerinin homojen dagildiklan tespit edilmistir. Igsi sekilli hiicrelerin
her iki kutbundan ¢ikan hiicre uzantilarinin ¢ok uzun ve diger hiicrelerle kaynagmig
bi¢imde olduklar1 gozlenmistir. May-Griinwald: Gimsa boyama teknigine gére
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Sekil 9.4. HFL1 cell line hiicrelerinin May-Griinwald : Gimsa boyama ile 4 giinliik
goriintiileri.a) 1 Giinlitk HFL1 cell line hiicreleri, b) 2 Giinliikk HFL1 cell
line hiicreleri, ¢) 3 Giinliik HFL1 cell line hiicreleri, d) 4 Giinlitkk HFL1
Cell line hiicreleri. Ol¢ii birimi 125 pm

boyanan hiicrelerin ¢ekirdeklerinin agik pembe, kromatin taneciklerinin siyah renkte
oldugu, sitoplazmanin ise ¢ekirdege gore daha koyu renkte oldugu belirlenmistir.
A549 cell line hiicrelerine uygulanan boyama teknigi ile boyanmalarna ragmen
HFL1 cell line hiicrelerinin A549 hiicrelerine gore daha soluk bir bigimde
boyandiklari saptanmugtir.

2 ve 3 giinlik HFL1 cell line hiicrelerinde hiicrelerin sayica arttig1 fakat
morfolojik 6zelliklerinin 1 giinliik hiicrelerle ayn1 oldugu belirlenmistir. Hiicrelerin
belirli yonlerde yogunlastiklar gézlenmistir.

4 giinliik hiicrelerde hiicre morfolojilerinin 1 giinliik hiicrelerle aym oldugu
fakat hiicre uzantlarmn diger hiicrelerin iizerinden gecerek birbirleriyle
kaynastiklan goriilmiigtiir. .

9.2.1.3. C2 hiicrelerinin morfolojik incelenmesi

C2 miyoblast hiicreleri normal biiyiime ortamlarinda yeterli sayiya ulastiktan
sonra transformasyon meydana gelip gelmeyecegini gozlemleyebilmek igin
besiyerleri %10 Horse serum, Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM),
Penicillin-Streptomycin ve %9.2 NaHCO3 igeren besiyeri ile degistirilerek 4 giin
boyunca gozlenmiglerdir.
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Sekil 9.5. C2 cell line hiicrelerinin May-Griinwald : Gimsa boyama ile 4 giinlik
goriintiileri.a) 1 Giinliik C2 cell line hiicreleri, b) 2 Giinliik C2 cell line
hiicreleri, ¢) 3 Giinliik C2 cell line hiicreleri, d) 4 Giinliik C2 cell line
hiicreleri. Olgii birimi 125 um

Flasklara ekildikten bir giin sonra incelenen C2 miyoblast hiicrelerinin tek
tabakal1 olduklan saptanmustir . Hiicre sekillerinin igsi oldugu, her hiicrenin bir adet
ve oval bi¢cimli bir cekirdege sahip oldugu belirlenmistir. Cekirdekgiklerin
goriilmedigi hiicre cekirdeklerinde kromatin taneciklerinin homojen bir bigimde
dagilmis olduklan gdzlenmistir. Hiicre uzantilarinin hiicrelerin her iki kutbunda yer
aldig1 ve diger hiicrelerin uzantilan ile kaynagmig sekilde olduklar1 goriilmiistiir.
May-Griinwald: Gimsa boyama teknigi uygulanarak boyanan C2 miyoblast
hiicrelerinin gekirdeklerinin sitoplazmaya gore daha koyu renkte oldugu, sitoplazma
renginin gekirdek cevresinde yogun oldugu hiicrenin periferine dogru ise azaldi§:
gbzlenmistir.

2 giinliik C2 hiicrelerinin tek tabakali olduklan, morfolojik 6zelliklerinin 1
giinliik C2 hiicresiyle aynm oldugu, hiicrelerde bir yonlenme oldugu saptanmustir.

3 giinliik hiicrelerin tek tabakali oldugu, hiicrelerde bir yonlenme oldugu
fakat hiicrelerde kromatin taneciklerinin sayisinda artis oldugu belirlenmistir.

4 giinlik hiicrelerin tek tabakali olduklan fakat sayilanmin azaldi8i
goriilmiigtiir. Sitoplazma orami da ¢ekirdege gore azalmugtir. Hiicre uzantilarimun
inceldigi ve hiicrenin her yoniinden ¢iktiklar tespit edilmistir. hiicrenin sagliksiz bir
yap1 kazandig1 gozlenmigtir (Sekil 9.5).



9.2.1.4. CO25 hiicrelerinin morfolojik incelenmesi

CO25 hiicreleri normal biiyiime ortamlarinda yeterli sayiya ulagtiktan sonra
transformasyonu gozlemleyebilmek igin besiyerleri %10 Horse serum, Dulbecco's
Modified Eagle's Medium (DMEM), Penicillin-Streptomycin, % 9.2 NaHCO3 ve
ImM/ml Deksamethasone (200 mM) igeren besiyeri ile degistirilmistir. Hiicreler
May-Griinwald: Gimsa boyama teknigine gore boyanarak 4 giin siiresince hergiin
incelenmiglerdir.

Flasklara ekildikten 1 giin sonra incelenen CO2S5 hiicrelerinin tek tabakali bir
diizen gosterdikleri, cogunlukla poligonal bir sekle sahip olduklan tespit edilmistir.
Hiicrelerin genelde tek ve yuvarlak sekilli bir ¢ekirdege, bazi hiicrelerin ise iki adet
cekirdeZe sahip olduklan belirlenmistir. Hiicre gekirdeklerinin genellikle hiicrenin
merkezinde bazi hiicrelerde ise hiicrenin bir kenanna itilmis sekilde oldugu
gozlenmistir. Cekirdekgciklerin goriilmedigi hiicrelerde kromatin taneciklerinin
homojen dagildig1 goriilmiistiir. CO25 hiicrelerinin hiicrenin her yoniinden ¢ikan
kisa uzantilara sahip oldugu ve bu uzantilarin diger hiicrelerin uzantilan ile
kaynagmus olduklan tespit edilmigtir. Cekirdeklerin sitoplazmaya gore daha koyu
renkte boyandiklan gézlenmistir.

Sekil 9.6. CO2S5 cell line hiicrelerinin May-Griinwald : Gimsa boyama ile 4 giinliik
goriintiileri. a) 1 Giinliik CO25 cell line hiicreleri, b) 2 Giinliik CO25 cell
line hiicreleri, c) 3 Giinliik CO25 cell line hiicreleri, d) 4 Giinliik CO2S5 cell
line hiicreleri. Olgii birimi 125 pm

Anadolu Univer

Mer)

e K Aitne
VLI AGa (WU



2 giinlik hiicrelerde, hiicrelerin sayisinda belirgin bir artisin oldugu
belirlenmigtir. Hiicre simirlannmin giderek kaybolmaya basladigi ve hiicre
uzantilarninin diger hiicrelerin iizerinden gectigi gozlenmistir.

3 ve 4 giinliik hiicrelerde, CO25 hiicrelerinin ¢ok tabakali hale gelerek, bir
koloni olugturduklar1 belirlenmigtir. Koloniyi olusturan hiicrelerin sitoplazma
sintrlart kaybolmustur. Koloninin etrafindaki hiicrelerin cekirdeklerinin yuvarlak
sekilli oldugu, cekirdeklerdeki kromatin taneciklerinin sayisinda artiy meydana
geldigi ve sitoplazmalarinin miktarinda azalma oldugu saptanmugstir. Bu hiicrelerin
uzantilarinin her yonde oldugu ve agst bir goriiniime sahip olduklan tespit
edilmistir

9.2.2. Hiicre Sayimlari
9.2.2.1. Karvakrol uygulanan A549 hiicrelerinin hiicre sayimlar:

Her flaska yaklasik bir milyon hiicre olacak sekilde konan A549 cell line

-kontrol +kontrol

-20

Artag-Azalis Oram Yiizdesi

-60

-80 T T 7 = T
1215000 1058333 1060000 815000 217667

Ortalama

Sekil 9.7. A549 cell line hiicreleri ile yapilan deneylerden elde edilen sonuglar
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Cizelge 9.1. A549 cell line hiicreleri ile yapilan deneylerden elde edilen sayimlar

Negatif Kontrol Pozitil  Kontrol 100 mM Doz Uyg. 250 mM Doz Uyg. 500 mM Doz Uyeg. 1000 mM Doz Uyg.
Grubu Grubu Grup Grup Grup Grup
1 350 000 1 380000] 1 140 000 870 000| 13200001 1080000 810 000] 900 000 180 000| 360 000 110 000 75 000
1320 000 1050000 1050000| 1080000 1020000 960 000 990 000] 780 000 210000 150 000 95 000 90 000
1 080 000 1 110000 1230000 980 000| 1 080 000 900 000 780 000] 630 000 390 000 340 000 86 000] 150 000

Cizelge 9.2. A549 cell line hiicreleri ile yapilan deneylerden elde edilen sonuglar

Negatil Kont. Grubu

Pozitif Kont. Grubu

100 mM Doz Uyg. Grup

250 mM Doz Uyg. Grup

500 mM Doz Uyg. Grup

Ortlalama

1215000

1 058 333

1 060 000 815 000 217 667
Arus-Amlls %21.50 F05.80 %6.00 %18 %78.80
Orani Y tizdesi Arth Artty Arth Azaldi Azaldi

19



hiicrelerine; 1000 mM, 500 mM, 250 mM ve 100 mM'lik Karvakrol 24 saat
uygulanmugtir. Negatif ve pozitif kontrol gruplan ile birlikte karvakrol uygulanan
gruplara bu siirenin sonunda 2X Tripsin uygulanmus, flask tabanina yapisik olan
hiicreler flask tabanindan kaldirilarak Thoma lamu ile sayilmiglardir.

Sayimlar sonucunda negatif kontrol grubu, DMSO uygulanan pozitif kontrol
grubu ve 100 mM Karvakrol uygulanan gruplarda hiicre sayisinda artig
goriilmiigtiir. 250, 500 ve 1000 mM'lik Karvakrol uygulanan gruplarda hiicre
sayisinda azalma tespit edilmigtir (Cizelge 1, 2 ve Sekil 9.7).

9.2.2.2. Karvakrol uygulanan HFL1 hiicrelerinin hiicre sayimlari

Her flaska yaklagik 250 000 olacak sekilde konan HFL1 hiicrelerine 1000
mM, 500 mM, 250 mM ve 100 mM'lik Karvakrol 24 saat uygulanmistir. Negatif
ve pozitif kontrol gruplan ile birlikte karvakrol uygulanan gruplara bu siirenin
sonunda 2X Tripsin uygulanmig, flask tabammma yapisik olan hiicreler flask
tabanindan kaldirilarak Thoma lamu ile sayilmislardir.

Sayimlar sonucunda negatif kontrol grubunda artisin meydana geldigi, diger

gruplarda ise azalma oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3, 4 ve Sekil 9.8).
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Sekil 9.8. HFL1 cell line hiicreleri ile yapilan deneylerden elde edilen sonuglar
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Cizelge 9.3. HFL1 cell line hiicreleri ile yapilan deneylerden elde edilen sayimlar

Negatif Kontrol Pozitif Kontrol 100 mM Doz Uyg. 250 mM Doz Uyg. 500 mM Doz Uyg. 1000 mM Doz Uyg.
Grubu Grubu Grup Grup Grup Grup

450 000] 432 000 196 000] 222 000 232 000 210 000 150 000] 160 000 160 000 95000] <10000] < 10000

416 000 440 000 176 000 180 000 208 000 200 000 120 000{ 140 000 65 000 58000 < 10000] < 10000

450 000] 454 000 200 000] 192 000 160 000 150 000 138 000 130000 60 000 65000] <10000] < 10000

Cizelge 9.4. HFL1 cell line hiicreleri ile yapilan deneylerden elde edilen sonuglar

Negatif Kont. Grubu

Pozitif Kont. Grubu

100 mM Doz Uyg. Grup |250 mM Doz Uyg. Grup |500 mM Doz Uyg. Grup
Ortalama 440 000 194 000 193 000 140 000 74 000
Artig-Azahg T76 9%22.40 %2280 Jd4 T670.40
Orani Yiizde Arttr Azaldi Azaldi Azaldi Azaldi
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9.2.3. Karvakroliin hiicreler iizerindeki etkisini belirlemek icin

yapilan calismalar

9.2.3.1. Karvakroliin A549 hiicreleri iizerinde meydana getirdigi
etkiler

Negatif ve pozitif kontrol gruplan ve Karvakrol uygulanan gruplar 24 saat
sonra May-Griinwald: Gimsa teknigi ile boyanarak incelenmiglerdir.

Negatif kontrol grubundaki AS549 hiicrelerinin tek tabakali olduklan
gozlenmistir. A549 hiicrelerinin % 90'lik bir béliimiiniin poligonal sekle sahip
oldugu geri kalan boliimiiniin ise iiggen ve igsi sekilli olduklan tespit edilmisgtir.
Hiicre cekirdek seklinin oval oldugu saptanmistir. Hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugunun
tek cekirdege, ¢ok az sayidaki hiicrenin birden fazla sayida cekirdege sahip oldugu
tespit edilmigtir. i§ sekilli hiicrelerde, cekirdegin hiicrenin merkezinde yer aldigi,
poligonal sekilli hiicrelerde ise gekirdegin hiicrenin bir kenarina itilmis sekilde
bulundugu belirlenmigtir. Cekirdek¢igin belirgin olmadi: hiicrelerde, kromatin
taneciklerinin homojen dagildig1 gozlenmistir. 1§ seklindeki hiicrelerin uzantilarmin
hiicrenin iki kutbunda bulundugu goriilmiistiir. Poligonal sekle sahip hiicrelerin
uzantilarinin diger hiicrelerle birlegsmis oldugu saptanmugtir. Hiicre smirlarinin
cogunlukla diiz oldugu tespit edilmistir. May-Griinwald: Gimsa boyama teknigine
gore boyanan hiicre cekirdeklerinin agik pembe, cekirdek igindeki kromatin
taneciklerinin ise siyah renkte oldugu goriilmiigtir. Cekirdek cevresindeki
sitoplazmanin yogun oldugu, perifere gidildikge sitoplazma yogunlugunun azaldi§i
belirlenmistir (Sekil 9.9 ve 9.10).

Pozitif kontrol grubundaki AS549 hiicreleri incelendiginde, hiicrelerin
cogunlugunun poligonal sekilli, kii¢iik bir boliimiiniin ise i§ sekilli ve tek tabakali
olduklan saptanmustir. Hiicrelerin % 70'lik bolimiiniin tek gekirdekli oldugu geri
kalan boliimiiniin ise birden ¢ok sayida gekirdege sahip oldugu tespit edilmistir.
Hiicre cekirdeklerinin oval bi¢imli oldugu ve cekirdeklerin hiicrenin bir kenarma
itilmis sekilde yerlestikleri belirlenmigtir. Cekirdekgigin belirlenemedigi hiicrelerde
kromatin taneciklerinin homojen bi¢imde dagildig1 gozlenmistir. Poligonal sekle
sahip hiicrelerin, hiicre simirlarinin diiz olmadid: ve her yonde uzantilara sahip
olduklar1 goriilmiigtiir. I3si sekilli hiicrelerin ise hiicrelerin her iki kutbunda
uzantilara sahip olduklan saptanmistir. Cekirdegin sitoplazmaya gore koyu renkte
boyandigi ve sitoplazmanin yoZunlugunun gekirdek cevresinden perifere dogru
gidildikge azaldig: tespit edilmistir (Sekil 9.9 ve 9.10).



100 mM karvakrol uygulanan AS549 hiicrelerinin poligonal ve i3si sekilli
olduklan tespit edilmigtir. Hiicre g¢ekirdek sekillerinde bozulmalarinin meydana
geldigi gozlenmistir. Diger morfolojik 6zelliklerin negatif ve pozitif kontrol gruplan
ile ayn1 oldugu belirlenmistir (Sekil 9.9 ve 9.10).

250 mM karvakrol uygulanan gruplardaki A549 hiicrelerinin tek tabakali yap:
gosterdikleri, hiicrelerin sitoplazmalarinin g¢ekirdege oranla azaldidi goriilmiistiir.
Poligonal sekilli hiicrelerin sayisinin azaldig, iiggen sekilli hiicrelerin goriildiigii ve
hiicrelerin giderek igsi sekil aldiklan belirlenmistir. Genelde hiicrelerin tek
cekirdekli oldugu, ¢ok az sayida hiicrenin iki ¢ekirdege sahip oldugu gozlenmistir.
I3si gekilli hiicrelerin cekirdeklerinin yassilagsmig i§ biciminde oldugu tespit
edilmistir. Poligonal ve iiggen sekilli hiicrelerin ¢ekirdeklerinin genelde oval bigimli

oldugu saptanmustir. Biiyiik biiyiitmelerde cekirdek sekillerinde deformasyon
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Sekil 9.9. A549 cell line hiicrelerinin May-Griinwald : Gimsa boyama ile
gortintiileri. a) Negatif kontrol grubu, b) Pozitif kontrol grubu, c) 100
mM'lik karvakrol uygulanan grup, d) 250 mM'lik karvakrol uygulanan
grup, ) 500 mM'lik karvakrol uygulanan grup, f) 1000 mM'ik
karvakrol uygulanan grup. Ol¢ti birimi 125 um



belirlenmigtir. Igsi ve poligonal sekilli hiicrelerin gekirdeklerinin, hiicrenin
merkezinde, iicgen sekilli hiicrelerin ¢ekirdeklerinin hiicrenin bir kenarina itilmis
sekilde yer aldig1 gozlenmistir. Cekirdekgigin gézlenemedigi hiicrelerde, kromatin
taneciklerinin homojen dagildig: goriilmiistiir. igsi sekil alan hiicrelerin birbirine zit
kutuplarda uzun ve dallanmus uzantilara sahip olduklan tespit edilmistir. Ucgen
sekilli hiicrelerin tek yonde kisa uzantilara sahip oldugu belirlenmistir. Cekirdek ve
sitoplazma renginin, negatif ve pozitif kontrol gruplann ve 100 mM'ik karvakrol
uygulanan gruplardaki cekirdek ve sitoplazma rengine gore daha koyu renkte
boyandig: saptanmustir (Sekil 9.9 ve 9.10).

500 mm karvakrol uygulanan A549 hiicrelerinin bir boliimiiniin zeminden
aynldiklann ve besiyeri icinde yiizdiikleri belirlenmigtir. Hiicrelerin % 70'1nin
yuvarlak ve oval bigcimde, % 30'unun ise igsi sekilde olduklari, tek tabakali bir
diizen gosterdikleri saptanmugtir. Hiicre ¢ekirdeginin sitoplazmaya gore daha koyu
renkte oldugu, hiicrelerin bir boliimiinde tek, bir boliimiinde ise iki adet gekirdek
bulundugu, sitoplazmanin oraninin ¢ok azaldig1 gozlenmistir. Cekirdek sekli, igsi
hiicrelerde oval, kiiresel hiicrelerde yuvarlak bigimli oldugu tespit edilmistir.
Cekirdek hiicrenin bir kenarina itilmis bigimde yerlesmis olarak gozlenmigtir.
Kromatin tanecikleri homojen olarak dagimis, cekirdek saptanamamugstir. Igsi
hiicrelerin her iki kutbundan ¢ikan uzantiarin egit uzunlukta olduklari bazi
hiicrelerin uzantilarinin ise hiicrenin sadece bir tarafinda bulundugu ve ¢ok uzun
olduklar, kiiresel hiicrelerin uzantilarinin olmadig: tespit edilmistir. Sitoplazmanin
renginin; kontrol gruplan ve 100 ve 250 mM'lik karvakrol gruplanndaki hiicrelerin
sitoplazmalarina gore daha koyu renkte oldugu belirlenmistir (Sekil 9.9 ve 9.10).

1000 mM karvakrol uygulanan A549 hiicrelerinin biiyiik bir boliimiiniin,
zeminden aynlarak besiyeri i¢inde yiizdiikleri tespit edilmistir. Zemine yapisik
olarak kalan hiicrelerin tiimiiniin yuvarlak sekilli oldugu, cekirdeklerinin de
hiicrenin sekline uyum saglayarak yuvarlak sekil kazandig: ve tek cekirdege sahip
olduklar1 gézlenmistir. Hiicrelerin bir adet gekirdege sahip olduklan ve cekirdegin
hiicrenin bir kenarinda yerlesmis oldugu belirlenmigtir. Cekirdek dider gruplarla
karsilastinldidinda tamamen koyu bir renk almig ve ¢ok yogun bir bigimde oldugu
saptanmugtir. Bu nedenle kromatin tanecikleri ayirt edilememistir. Tiim hiicre goz
oniine alindiginda sitoplazmanin oraminin gekirdegin kapladigi alana gore ¢ok az
oldugu gozlenmistir.
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Sekil 9.10. A549 cell line hiicrelerinin May-Griinwald : Gimsa boyama ile

9.2.3.2. Karvakroliin HFL1 hiicreleri iizerinde meydana getirdigi
etkiler

goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu, b) Pozitif kontrol grubu, ¢) 100
mM'lik karvakrol uygulanan grup, d) 250 mM'lik karvakrol uygulanan
grup, e) 500 mM'lik karvakrol uygulanan grup, f) 1000 mMik
karvakrol uygulanan grup. Ol¢ii birimi 125 pm
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Negatif kontrol grubundaki HFLI hiicreleri May-Griinwald: Gimsa ile
teknigi ile boyandiklarinda, hiicre sekillerinin igsi ve poligonal oldugu, hiicrelerin
tek tabakali olduklar: tespit edilmistir. Hiicrelerin tiimiiniin tek ve oval bicimli bir
cekirdege sahip olduklari, gekirdegin igsi sekilli hiicrelerde merkezde, poligonal

sekilli hiicrelerde ise hiicrenin bir kenarina yerlesmis konumda yer aldig:

saptanmustir. Cekirdek¢igin goriilmedigi hiicrelerde kromatinin bir biitiin halinde ve

cekirdegin merkezinde daha koyu renkte boyanmis bigimde yer aldif1 gozlenmistir.

i8si hiicrelerin, hiicrenin her iki kutbunda uzantiya, poligonal hiicrelerin ise diger



hiicrelerle kaynastiklan1 yonlerde birden fazla sayida uzantiya sahip olduklan
belirlenmistir. Cekirdegin sitoplazmaya gore daha koyu boyanmis ve pembe renkte
oldugu goriilmiigtiir. Sitoplazmanin ¢ekirdek cevresinde daha koyu oldugu fakat
perifere dogru agildig1 gozlenmistir (Sekil 9.11 ve 9.12).

Pozitif kontrol grubunda yer alan ve sadece DMSO'nun uygulandig: HFL1
hiicrelerinin tek tabakali olduklan, hiicrelerin biiyiikk boliimiiniin poligonal bigimli,
geri kalan boliimiiniin ise tiggen ve i8si sekilli oldugu tespit edilmistir. Hiicrede tek
ve oval sekilli olan g¢ekirdegin, poligonal ve ii¢cgen hiicrelerde, hiicrenin bir
kenarinda yerlestigi, i3si hiicrelerde ise hiicrenin merkezinde yer aldig
belirlenmigtir. Cekirdek¢igin gorilmedigi hiicre ¢ekirdeklerinde, kromatin
taneciklerinin koyu renkte boyandidi,  fakat negatif kontrol grubu ile
karsilagtinldiginda biitiinliigiiniin bozuldugu ve parcalandig: saptanmistir

1
"

e SR | e -

Sekil 9.11. HFL1 cell line hiicrelerinin May-Griinwald : Gimsa boyama ile
gortintitleri. a) Negatif kontrol grubu, b) Pozitif kontrol grubu, ¢) 100
mM'lik karvakrol uygulanan grup, d) 250 mM'lik karvakrol uygulanan
grup, e) 500 mM'lik karvakrol uygulanan grup, f) 1000 mM'lik
karvakrol uygulanan grup. Olgti birimi 125 um
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igsi bigimli hiicrelerde hiicrenin karsilikl: iki kutbundan ¢ikan uzun uzantilara sahip
oldugu, poligonal hiicrelerinde ¢ok uzun ve kisa uzantilara sahip olduklan
gozlenmistir. Boyanma ozelliklerinin negatif kontrol grubu ile ayn: oldugu tespit
edilmistir (Sekil 9.11 ve 9.12).

May-Griinwald: Gimsa boyama tekni8i uygularak boyanan 100 mM
karvakrol uygulanmis A549 hiicrelerinin tek tabakali olduklar1 ve hiicrelerin
¢ogunlufunun ise igsi form kazandi§i, birbirleriyle fiizyon yapma egiliminde
olduklan belirlenmistir. Cekirdegin hiicre merkezinde yerlestigi, tek ve oval bigimli
oldugu gozlenmistir. Kromatin taneciklerinin g¢ekirdek icinde homojen dagildidi,
buna karsin ¢ekirdek¢igin goriilmedidi saptanmugstir. I3si sekilli hiicrelerin her iki
kutupta oldukga uzun uzantilara sahip olduklan tespit edilmistir. Cekirdek ve
sitoplazma renklerinin kontrol gruplanna gore acildig1 goriilmiistiir (Sekil 9.11 ve
9.12).

250 mM Kkarvakrol uygulanan HFL1 hiicrelerinin tek tabakali olduklan,
bilyiik bir kismunin i8si sekil kazanmis oldugu, az sayida poligonal ve iicgen sekil
gosteren hiicrenin bulundugu gozlenmistir. Hiicrelerin ¢ekirdeklerinin tek ve oval
bigimli oldugu, igsi sekilli hiicrelerin ¢ekirdeklerinin hiicre merkezinde, diger hiicre
cekirdeklerinin ise hiicrenin bir kenarninda yer aldigi saptanmustir. Kromatin
taneciklerinin homojen oldugu ve cekirdekgigin bulunmadig: belirlenmistir. 13si
sekilli hiicrelerin uzun ve karsilikli iki kutupta bulunan uzun uzantilarinin oldugu
goriilmiistiir. Hiicreler boyanma ozelliklerine gore incelendiklerinde, negatif ve
pozitif kontrol gruplarinin aksine c¢ekirdek ve sitoplazma renginin birbirine ¢ok
yakin renkler kazandi$: tespit edilmistir sitoplazma renklerinin kontrol gruplarina
gore acildig: goriilmiistiir (Sekil 9.11 ve 9.12).

500 mM karvakrol uygulanan hiicrelerde, hiicrelerin tek tabakali ve igsi
bigimli oldugu belirlenmistir. Hiicrelerin biiyiik bir boliimiiniin zeminden aynldi
tespit edilmigtir. Hiicre hacimlerinde kiiciilme goriilmiistiir. Cekirdeklerin hiicre
sekline uygun bigimde yassilagmig i8si sekil aldiklan gozlenmistir. Kromatin
taneciklerinin homojen dagildigi, ¢ekirdek¢igin olmadig: hiicre ¢ekirdeklerinin hiicre
ortasinda bulundugu tespit edilmistir. [gsi hiicrelerin karsihikhi iki kutupta kisa
uzantilara sahip olduklar: saptanmistir. Hiicre sitoplazmasinda ¢ok sayida vakuol
gozlenmistir. Cekirdek ve sitoplazma renginin birbirlerine ¢ok yakin olduklan
belirlenmistir sitoplazma renklerinin kontrol gruplarina gore acildi§i goriilmiigtiic
(Sekil 9.11 ve 9.12).
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Sekil 9.12. HFL1 cell line hiicrelerinin May-Griinwald : Gimsa boyama ile
goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu, b) Pozitif kontrol grubu, c) 100
mM'lik karvakrol uygulanan grup, d) 250 mM'lik karvakrol uygulanan
grup, e) 500 mM'lik karvakrol uygulanan grup, f) 1000 mM'hk
karvakrol uygulanan grup. Olgii birimi 125 pm

1000 mM karvakrol uygulanan HFL1 hiicrelerinin zemine yapisik olarak
kalan ¢ok az bir boliimiiniin tek tabakali oldugu, bir tane ve oval sekilli, hiicrenin
bir kenarinda konumlanmug gekirdeklerinin oldugu tespit edilmistir. Hiicre hacminin
azaldigi belirlenmistir. Hiicre gekirdeginde bir yogunlagmamin oldugu, kromatin
taneciklerinin homojen oldugu saptanmigtir. Hiicre uzantilarimun yok oldugu
gozlenmistir. Cekirde8in sitoplazmaya gore ¢ok koyu olarak pembe renkte
boyandig: goriilmiistiir sitoplazma renklerinin kontrol gruplanna goére agildig:
goriilmiistiir (Sekil 9.11 ve 9.12).
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9.2.4. Karvakrol Uygulanan Hiicrelerin immiinositokimyasal
Ozellikleri

9.2.4.1. Karvakrol uygulanan A549 hiicrelerinin
immiinositokimyasal 6zellikleri

Karvakrol uygulanan AS549 hiicrelerinin tubulin hiicre iskeletlerinde
meydana gelen transformasyonun saptanmas: amaciyla, Monoclonal Anti-o Tubulin
Conjugate Clone DM 1A ile hiicreler muamele edilerek fluoresan mikroskobunda
incelenmiglerdir.

Negatif ve pozitif kontrol grubundaki A549 hiicrelerinde, hiicre periferine
dogru bulutsu goriiniimde monomer tubulin tespit edilmistir. Hiicre ¢ekirdeginin
cevresinde tubulinlerin yogun bir sekilde olduklan belirlenmistir (Sekil 9.13).

100 mM karvakrol uygulanan A549 hiicrelerinde ¢ekirdek cevresi de dahil
olmak iizere bulutsu goriiniimde monomer tubulin saptanmustir (Sekil 9.13).

AS549 hiicrelerinin 250 mM'lik karvakrol uygulanan grubu 100 mM
karvakrol uygulanan grup ile Kkarsilastirildifinda cekirdek cevresinde tubulin
yogunlagmasinin oldugu, hiicre periferinde ise monomer tubulin miktarinin .artngl
tespit edilmigtir (Sekil 9.13).

500 mM karvakrol uygulanan grupta, hiicre seklinin i3si ve kiiremsi sekil
almas: nedeniyle tubulin miktarinin biiyiik olgiide azalmug oldugu belirlenmistir
(Sekil 9.13).

1000 mM karvakrol uygulanan grubun stk mikroskobu ile yapilan
incelemelerinde sitoplazma oranimin ¢ok azaldigi saptandidi icin hiicreler tubulin
iskeleti bakimindan incelenmemislerdir.

A549 hiicrelerinin aktin hiicre iskeletlerinde karvakrol uygulamasiyla
meydana gelen degisikliklerin belirlenmesi amaciyla, hiicreler Monoclonal Anti-
Actin FITC Conjugate Clone AC-40 ile muamele edilmiglerdir.

Negatif kontrol grubundaki A549 hiicreleri aktin hiicre iskeleti bakimindan
incelendiklerinde diizenli demetler halinde aktin polimerlerine sahip olduklan
belirlenmistir. Komsu hiicrelerin bu aktin polimerleri sayesinde birbirleriyle
kaynastiklar: tespit edilmistir (Sekil 9.14).

Pozitif kontrol grubunda bulunan ve sadece DMSO uygulanan AS549
hiicrelerinde, diizenli aktin polimer demetlerinin diizeninin bozuldugu ve aktin
polimerlerinin daginik halde hiicrede bulundugu gézlenmistir (Sekil 9.14).
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Sekil 9.13. A549 cell line hiicrelerinin Monoclonal Anti-a Tubulin Conjugate Clone
DM 1A boyanmis immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol
grubu, b) Pozitif kontrol grubu, ¢) 100 mM'lik karvakrol uygulanan
grup, d) 250 mM'lik karvakrol uygulanan grup, ¢) S00 mM'lik karvakrol
uygulanan grup. Olgii birimi 125 pm

Aktin hiicre iskeleti bakimindan incelenen 100 mM karvakrol uygulanan
gruptaki AS549  hiicrelerinde, negatif kontrol grubundaki hiicrelerle
karsilastinldi$inda diizenli aktin polimer demetlerinin kayboldugu, monomer aktinin
hiicre yapisinda yogunlastig: belirlenmistir (Sekil 9.14).

250 mM karvakrol uygulanan A549 hiicrelerinde aktin hiicre iskeletinin
yogunlugunun azaldidy, sitoplazmada vakuollerin meydana geldi8i gdzlenmistir.

Monoclonal Anti-Actin FITC Conjugate Clone AC-40 ile muamele edilerek
aktin hiicre iskeletleri incelenen 500 mM karvakrol uygulanmis A549 hiicrelerinin 1§
seklini aldiklari, aktin polimerlerinin goriilemez hale geldigi ve ¢ok sayida vakuoliin
hiicre sitoplazmasinda yer aldigi tespit edilmistir (Sekil 9.14).

1000 mM karvakrol uygulanan grubun stk mikroskobu ile yapilan
incelemelerinde sitoplazma oraninin ¢ok azaldig: saptandig; igin hiicreler aktin
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Sekil 9.14. A549 cell line hiicrelerinin Monoclonal Anti-Actin FITC Conjugate Clone
AC-40 ile boyanmis immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol
grubu, b) Pozitif kontrol grubu, ¢) 100 mM'lik karvakrol uygulanan grup,
d) 250 mM'lik karvakrol uygulanan grup, e) 500 mM'lik karvakrol
uygulanan grup. Olgii biimi 125 um

iskeletleri bakimindan incelenmemiglerdir (Sekil 9.14).

Alcianblue-Safranin boyama teknigi uygulanan AS549 hiicreleri aktin hiicre
iskeletleri ve salg: graniilleri bakimindan incelenmislerdir.

Negatif kontrol grubundaki hiicreler Alcianblue-Safranin boyama y&ntemi
ile boyandiklarinda, c¢ekirdek etrafinda aktin hiicre iskeleti bakimindan bir
yogunlasma gozlenmigtir. Hiicrelerin periferlerine dogru bulutsu goriiniimde
monomer aktin tespit edilmistir (Sekil 9.15).

Sadece DMSO uygulanan pozitif kontrol grubundaki A549 hiicrelerinde
polimer aktin saptanmustir. Hiicre periferinde salg: graniilleri olabilecegi diisiiniilen
graniiller belirlenmigtir (Sekil 9.15).

100 mM karvakrol uygulanan grupta sitoplazmada ¢ok sayida graniil

gozlenmistir. hiicre periferinde monomer aktin saptanmugtir. Cekirdek cevresinde



Sekil 9.15. A549 cell line hiicrelerinin Alcianblue-Safranin boyama ile
immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu, b) Pozitif
kontrol grubu, ¢) 100 mM'lik karvakrol uygulanan grup, d) 250 mM'Iik
karvakrol uygulanan grup, €) 500 mM'lik karvakrol uygulanan grup. Ol¢ii
birimi 125 um

monomer aktinin yogun bir bigimde yer aldig1 gozlenmistir (Sekil 9.15).

250 mM olarak karvakrol uygulanan grupta hiicrelerde ¢ok sayida graniil ve
monomer aktin yogunlagmasi saptanmugtir (Sekil 9.15).

500 mM karvakrol uygulana A549 hiicre grubunda hiicre seklinin bozulmasi
nedeniyle monomer aktin yogunlagmasi goriilmiistiir (Sekil 9.15).

1000 mM karvakrol uygulanan grubun isik mikroskobu ile yapilan
incelemelerinde sitoplazma oraninin ¢ok azaldig1 saptandig: i¢in hiicreler Alcianblue-
Safranin boyama teknigi ile boyanmamuiglardir.

Boliinme ve fonksiyon ozellikleri bakimindan DAPI boyas: uygulanarak
fluoresan mikroskobunda incelenen AS549 hiicrelerinin negatif kontrol gruplarinda

cok pargali kromatin yogunlagmasinin oldugu belirlenmistir (Sekil 9.16).
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Pozitif kontrol grubundaki hiicre cekirdeklerinde, ¢ok pargali komatin
yogunlagmasinin oldugu, hiicre gekirdeginin yuvarlak sekil almaya bagladig: tespit
edilmigtir (Sekil 9.16).

100 mM karvakrol uygulanan grupta cekirdegin oval yapida oldugu,
kromatinin parcalanarak cekirdek icine dagildig gozlenmistir.

250 mM karvakrol uygularak DAPI ile boyanan A549 hiicrelerinde ¢ekirdek
iceriginde yogunlasma saptanmustir (Sekil 9.16).

Karvakroliin 500 mM olarak uygulandigi grupta cekirdek iceginin ¢ok
yogunlastig1 ve kromatinin ¢ok parcali oldugu goriilmiistiir (Sekil 9.16).

1000 mM karvakrol uygulanan grupta sitoplazma oraninin ¢ok azaldig: 11k
mikroskobu ile yapilan incelemelerde tespit edildii icin DAPI ile boyama
yapilmamugtir.

Sekil 9.16. A549 cell line hiicrelerinin DAPI ile boyanmig immiinositokimyasal
goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu, b) Pozitif kontrol grubu, c) 100
mM'lik karvakrol uygulanan grup, d) 250 mM'lik karvakrol uygulanan
grup, ) 500 mM'lik karvakrol uygulanan grup. Olgii birimi 125 um
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9.2.4.2. Karvakrol uygulanan HFL1 hiicrelerinin

immiinositokimyasal 6zellikleri

HFL1 hiicrelerinin, tubulin hiicre iskeletlerinde karvakrol uygulamasiyla
meydana gelen transformasyonun saptanmasi amaciyla, Monoclonal Anti-c Tubulin
Conjugate Clone DM 1A ile hiicreler muamele edilerek fluoresan mikroskobunda
incelenmislerdir.

Negatif ve pozitif kontrol grubundaki HFL1 hiicrelerinde tubulin polimerleri
net bir bicimde saptanmustir (Sekil 9.17).

100 mM karvakrol uygulanan HFL1 hiicrelerinin hiicre iskeletlerinde,
tubulin polimerlerinde azalma oldugu belirlenmistir (Sekil 9.17).

Sekil 9.17. HFL1 cell line hiicrelerinin Monoclonal Anti-a Tubulin Conjugate Clone
DM 1A boyanmis immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol
grubu, b) Pozitif kontrol grubu, ¢) 100 mM'lik karvakrol uygulanan
grup, d) 250 mM'lik karvakrol uygulanan grup, e) 500 mM'lik karvakrol
uygulanan grup. Olgii birimi 125 pm



Karvakroliin 250 mM olarak uygulandig: hiicrelerde tubulin polimerlerinin
goriilemez hale geldigi ve tubulin monomerlerinin goriildiigii tespit edilmistir.
Ayrica hiicre sitoplazmasinda ¢ok sayida vakuol goriilmiistiir (Sekil 9.17).

500 mM karvakrol uygulanan grupta tubulin hiicre iskeletinin tamamen yok
oldugu gdzlenmigtir (Sekil 9.17).

1000 mM karvakrol uygulanan grubun isitk mikroskobu ile yapilan
incelemelerinde sitoplazma oranimn ¢ok azaldid:1 saptandig: igin hiicreler tubulin
iskeleti bakimindan incelenmemislerdir.

HFL1 hiicrelerinin aktin hiicre iskeletlerinde karvakrol uygulamasiyla
meydana gelen degisikliklerin belirlenmesi amaciyla, hiicreler Monoclonal Anti-
Actin FITC Conjugate Clone AC-40 ile muamele edilmislerdir.

Sekil 9.18. HFL1 cell line hiicrelerinin Monoclonal Anti-Actin FITC Conjugate
Clone AC-40 ile boyanmis immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif
kontrol grubu, b) Pozitif kontrol grubu, ¢) 100 mM'lik karvakrol
uygulanan grup, d) 250 mM'lik karvakrol uygulanan grup, e) 500 mM'lik
karvakrol uygulanan grup. Ol¢ii birimi 125 pum



Negatif ve pozitif kontrol gruplannndaki HFL1 hiicrelerinde aktin
polimerlerinin diizenli demetler halinde oldugu, monomer aktin miktarinin az
oldugu belirlenmistir (Sekil 9.18).

100 mM karvakroliin uygulandig: grupta, polimer aktin fibrillerinin
sayisinda azalma oldugu , bulutsu goriiniimdeki monomer aktinde artma oldugu
gozlenmigtir (Sekil 9.18).

Karvakrolin 250 mM olarak uygulandi$i grupta, diger gruplarla
karsilastinldiginda monomer aktin oraninin arttig: tespit edilmigtir.

500 mM karvakroliin uygulandig: grupta aktin monomerlerinin diger
gruplara gore azaldig: belirlenmistir (Sekil 9.18).

Karvakroliin 1000 mM olarak uygulandid1 grupta 11tk mikroskobu ile
yapilan incelemelerde sitoplazma oraninin ¢ok azaldig: saptandig igin hiicreler aktin
iskeleti bakimindan incelenmemislerdir.

Sekil 9.19. HFL1 cell line hiicrelerinin Alcianblue-Safranin boyama ile
immiinositokimyasal goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu, b) Pozitif
kontrol grubu, ¢) 100 mM'lik karvakrol uygulanan grup, d) 250 mM'lik
karvakrol uygulanan grup, e) S00 mM'lik karvakrol uygulanan grup.
Olgii birimi 125 pm

78



Alcianblue-Safranin boyama teknigi uygulanan HFLI hiicreleri aktin hiicre
iskeletleri ve salgi graniilleri bakimindan incelenmiglerdir.

Negatif kontrol grubunda salg: graniilleri goriilmektedir (Sekil 9.19).

Pozitif kontrol grubunda graniil sayisinda artis gbzlenmistir (Sekil 9.19).

100 mM karvakrol uygulanan HFLI1 hiicrelerinde graniil sayisinda artig
saptanmus, graniillerin hiicre igine dagilmus olduklan belirlenmistir (Sekil 9.19)..

250 mM karvakrol uygulanan grupta, hiicre igindeki graniil sayisinda
azalmanin oldugu ve hiicrede vakuol sayisinda artig oldugu tespit edilmistir (Sekil
9.19).

Karvakroliin 500 mM olarak uygulandig1 grupta gekirdek yogunlastig: igin
graniiller goriilememistir (Sekil 9.19).

1000 mM karvakroliin uygulandigi grup sitoplazma oran: ¢ok azaldig: igin
Alcianblue-Safranin boyama teknigine gore incelenmemistir.

Karvakroliin boliinme ve fonksiyon ozellikleri bakimindan, HFL1 hiicreleri
iizerinde transformasyon meydana getirip getirmedigini arastirmak amaciyla DAPI
boyas! uygulanarak fluoresan mikroskobunda inceleme yapilmustir.

Negatif ve pozitif kontrol grubundaki HFL1 hiicrelerinin g¢ekirdeklerinin
yuvarlaga yakin oval bigimde oldugu ve kromatinin homojen dagilmus oldugu
gozlenmigtir (Sekil 9.20).

100 ve 250 mM karvakrol uygulanan HFLI1 hiicrelerinde g¢ekirdeklerin
tiimiiniin oval oldugu ve kromatinin homojen dagilmis oldugu tespit edilmistir.

500 mM karvakrol uygulanan grupta cekirdek icinde bir dalgalanmanin
oldugu saptanmugtir (Sekil 9.20).

1000 mM karvakroliin uygulandi§1 grup sitoplazma orani ¢ok azaldig: igin
DAPI boyama teknigine gore incelenmemistir (Sekil 9.20).
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Sekil 9.20. HFL1 cell line hiicrelerinin DAPI ile boyanmis immiinositokimyasal
goriintiileri. a) Negatif kontrol grubu, b) Pozitif kontrol grubu, c) 100
mM'lik karvakrol uygulanan grup, d) 250 mM'lik karvakrol uvgulanan
grup, e) 500 mM'Tik karvakrol uygulanan grup. Olgii birimi 125 um

9.2.5. Hiicrelerin Toplam Protein Analizleri
9.2.5.1. A549 hiicrelerinin toplam protein miktarlarinin Sl¢iimleri

Toplam protein analizlerinin yapilabilmesi i¢cin A549 hiicreleri 5 gruba
ayrilmislardir. Negatif ve pozitif kontrol gruplan, 100 mM, 250 mM ve 500 mM'lik
karvakrol gruplariiin Bradford yontemine gore yapilan protein konsantrasyonu
ol¢iimleri sonucunda elde edilen sonuglar Cizelge 5'da goriilmektedir.

Bu olgiimler sonucunda her iki hiicre tipinde de 500 mM karvakrol
uygulanan grupta protein miktarinin azaldid tespit edilmigtir.

A549 hiicrelerinin jel elektroforezleri (SDS-PAGE) yapimugtir.
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Cizelge 9.5. A549 hiicrelerinin spektrofotometrik protein

ol¢timleri
Omnekler Protein (ug/ul)
Negatif Kontrol Grubu 26.2
Porzitif Kontrol Grubu 295
100 mM Doz Uyg. Grup 20.0
250 mM Doz Uyg. Grup 20.0
500 mM Doz Uyg. Grup 15.24

Sekil 9.21. A549 hiicrelerinden elde edilen toplam protein ekstraklarimn SDS-
poliakrilamid jel elektroforezinden sonra boyanarak bant drneklerinin
gosterilmesi. 1. Molekiiler agirlik standardi, 2. 500 mM karvakrol
uygulanan grup, 3. 250 mM karvakrol uygulanan grup, 4. 100 mM
karvakrol uygulanan grup, 5. Pozitif kontrol grubu, 6. Negatif kontrol
grubu. Sol taraftaki rakamlar kDa cinsinden molekiiler standart proteinlerinin
molekiiler agirlifini, sa§ taraftaki rakamlara ise farkli proteinlerin bulundugu
molekiiler agirliklan gostermektedir.
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Negatif ve pozitif kontrol gruplan ile karvakrol uygulanan gruplardaki A549
hiicrelerinden ekstre edilen proteinler % 121ik poliakrilamid jel {izerinde
yiiriitiilmiistiir. Jel boyandiktan sonra incelendiginde bu Ornekler arasinda protein
bantlarinda farkliliklar gbzlenmigtir (Sekil 9.21).

Sekil 9.21'de goriildiigl gibi 2.vve 3. stitunda 29.000 kDa 'nun altinda A
harfi ile igaretlenmis boliimde bir bant goriilmektedir. B ile gosterilen bantin ise 2.
ve 3. siitunda kayboldugu saptanmistir. 29.000 kDa'nun iistiinde 2. ve 3. siitunda
C ile isaretlenen bantin bulundugu digerlerinde ise olmadig: belirlenmistir. D ile
isaretlenen bantin ise 2. ve 3. siitunda olmadig: tespit edilmistir. E bantinin ise 2.
siitunda bulundugu fakat diger siitunlarda olmadig: goriilmiistiir. 54.000 kDa olarak

belirlenen bantta 4. siitunda belirgin bir artigin oldugu saptanmigtir.

9.2.5.2. HFL1 hiicrelerinin toplam protein miktarlarinin dl¢iimleri

Cizelge 9.6. HFL1 hiicrelerinin spektrofotometrik protein

ol¢iimleri
Ornekler Protein (ng/pl)
Negatif Kontrol Grubu 9.16
Pozitif Kontrol Grubu 8.98
100 mM Doz Uyg. Grup 9.16
250 mM Doz Uyg. Grup 7.59
500 mM Doz Uyg. Grup 435

Negatif ve pozitif kontrol gruplan ile karvakrol uygulanan gruplardaki
HFLI hiicrelerinden ekstre edilen proteinler % 12'lik poliakrilamid jel iizerinde
yiiriitiilmiigtiir. Jel boyanma islemi tamamlanarak incelendiginde bu Omekler
arasinda protein bantlarinda farkliliklar gozlenmistir (Sekil 9.21).

A ile isaretlenen bantta 2. ve 3. siitunda fazla bir artis oldugu saptanmigtir. B
bandmin ise 4. ve 5. siitunda oldugu, digerlerinde bu bandin yok oldugu
belirlenmigtir. C bandinin ise 2. ve 3. siitunda bulundugu tespit edilmigtir. D
bandinin ise 2., 3. ve 4. siitunda bulundugu goriilmiistiir. 60.000 kDa olan bantin

4. ve 5. siitunda fazlalasgtig1 gozlenmistir.
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Sekil 9.22. HFL1 hiicrelerinden elde edilen toplam protein ekstraklarinin SDS-
poliakrilamid jel elektroforezinden sonra boyanarak bant &rneklerinin
gosterilmesi. 1. Molekiiler agirlik standard:, 2. Negatif kontrol grubu, 3.
Pozitif kontrol grubu, 3. 100 mM karvakrol uygulanan grup, 4. 250 mM
karvakrol uygulanan grup. Sol taraftaki rakamlar kDa cinsinden molekiiler
standart proteinlerinin molekiller agirligini, sag taraftaki rakamlara ise farkl
proteinlerin bulundugu molekiiler agirhiklan gostermektedir.
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10. TARTISMA VE SONUC

Akciger kanseri en yaygin ve tiim kanserler arasinda en yiiksek &liim
oranina sahip olan kanserlerden biridir (Hirsch ve ark., 2001; Greenlee ve ark.
2000). Amerika Birlesik Devletleri'nde erkeklerde bu hastaligin insidans: azalirken,
kadinlarda artmaya devam etmektedir (Khuder, 2001). Son zamanlarda
adenokarsinoma olarak teshis edilen akciger tiimorlerinin orami artmustir (Hoffman
ve ark., 2000).

Fare ve sigan gibi kemirici hayvanlar simifina giren deney hayvanlari; tumor
olusumu igin kisa siireye gereksinim duyduklan, kolaylikla bulunabildikleri ve
beslenebildikleri igin karsinojenite deneylerinde kullamilirlar. Insanlarda kansere
neden olan bir¢ok karsinojen ve diger kimyasallar deney hayvanlarinda tiimor
olusturur (Franks ve Teich, 1996). Bu ozellikleri nedeniyle bu tez calismasinda da
sicanlar kullanilmigtir.

Calismamizin baginda iilkemizde de en ¢ok goriillen kanser tipi olmasi
nedeniyle saglam bir akcigerin kanserli hale geldiginde alveoler yapisindaki
degisiklikler daha sonra da verilen bitkisel bir ekstrakt ile bu alveoler yapida
deBisikligin meydana gelip gelmeyecegi arastinlmustir. Bir ¢ok aragtirmaci
tarafindan kanserojen bir madde olarak tanimlanan ve gelisen teknolojinin sonucu
olarak soludugumuz havada ve sigara dumaninda ¢ok miktarda bulunan polisiklik
aromatik hidrokarbonlar (PAH) sicanlarda akciger kanserinin olusturulmas: igin
kullamilmigtir (El-Bayoumy, 1992; Pitot ve Dragan, 1996). Polisiklik aromatik
hidrokarbon olarak DMBA siganlara enjekte edilmis ve siganlarda akciger
kanserinin meydana geldigi morfolojik ve histolojik incelemeler sonrasinda tespit
edilmistir. Histolojik incelemelerde, alveoler yapida diizeni saglayan tip II
hiicrelerinde artiy olmas: ve tip I hiicrelerinin sayisindaki azalma nedeniyle
akcigerlerin alveoler yapisinda bozulmalarin meydana geldigi ve alveoler yapida
biiziilme oldugu saptanmusgtir.

Once DMBA verilen bir ay sonra da karvakrol uygulanan ve ardindan
disekte edilen siganlarin akcigerlerinin alveoler yapilarinda ve ayni sekilde karvakrol
verildikten dort ay sonra disekte edilerek akcigerleri ¢ikanlan siganlarin alveoler
yapilarinda genigleme tespit edilmis ve tip I hiicrelerinin sayisinda azalma oldugu
gozlenmistir. Akcigerin hasar gordiigii durumlarda tip II hiicrelerinin mitotik
aktivitelerinin fazlalagtif1 bilinmektedir. Tipik olarak, tip II pnomosit hiicreler,
cofalma Kkapasiteleri ve akcigerin hasar gordiigii durumlarda tip I hiicrelerine
farklilasabilme yetenegine sahip olmalari nedeniyle kok hiicre gibi davramrlar

(Swamidas ve ark., 1999). Tip I hiicreleri alveolar yiizeylerin pek g¢ogunu
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kaplamalarma ramen ¢ogaldiklarina inanilmamaktadir. Bunun sonucu olarak,
alveolar biitiinliigiin korunmasinda Tip II hiicrelerinin 6nemli bir rol oynadifina
inanilmaktadir (Leiber ve ark.1976; Nardone ve Andrews, 1979; Umimo ve ark.
2000). Kanserli hale geldiklerinde sayilaninda arti gozlenen fakat karvakrol
verildikten sonra sayilarinda diigiis olan ve tip I hiicrelerini olusturan tip II
hiicrelerinin  akcigerin yapilan histolojik preparatlaninda goriilmesi diger
aragtirmacilanin  bulgularini destekler nitelikte goziikmektedir. .Aynca, tip II
pnomositler; solunumu kolaylastiran ve alveoliin yiizey tansiyonunu azaltan,
fosfolipidler ve proteinlerden olugan surfektant: iiretir ve salgilarlar (Swamidas ve
ark., 1999).

Hiicre Kkiiltiirleri biyolojik ve diagnostik, hiicre farklilagma olaylarinin
incelenmesi, onkojen maddelerin analizi, gen bankas: ¢aligmalari ve hiicre
hareketlerinin incelenmesinde biiyiik 6nem tasimaktadir (Zeytinoglu ve ark., 1993).
Birka¢ yildan beri, in vitro hiicre sistemleri, toksikolojik aragtirmalar igin
kullanilmaktadir. Bu sistemler; hayvanlarla yapilan calismalarin yerine ge¢mesi igin
kiiltiir hiicreleri iizerinde etkilerin degerlendirilmesine izin vermektedir.

Transformasyon, in vivoda tumor olusumunda ulasilan en son noktada
meydana gelen hiicresel olaylarin in vitrodaki karsilig: olarak diisiiniiliir (Boschek
ve ark. 1981). Kanser gelismesi sirasinda normal somatik bir hiicre, gevresel ve
kalitsal olaylar nedeniyle kompleks ¢cok basamakl: bir mekanizma ile malignant bir
tiimor hiicresine transforme olur (Wijnhoven ve ark. 2001; Hemminki ve Mutanen,
2001). Neoplastik hiicreler onkogenlerin ve tiimdr supressor genlerin
ekspresyonunu ve fonksiyonunu etkileyen nokta mutasyonlarindan kromozomal |
anormalliklere kadar ¢ok sayida genetik degisikliklere ugrarlar (Wijnhoven ve ark.
2001).

Hanahan ve Weinberg (2000) yiizden fazla degisik kanser tipinin ¢cogunda
malignansi yolunda alti temel degisiklik oldufunu bildirmektedirler. Bunlar;
bilyime sinyallerinden bagimsiz olma, biiyiimeyi engelleyici sinyallere karsi
duyarsizlik, programlanmig hiicre Sliimiinden kagma, sonsuz ¢ogalma potansiyeli,
anjiogenezin devam ettirilmesi, doku istilasi ve metaztasdir.

HFL1 ve A549 cell line hiicreleri, hiicre kiiltiirli caligmalarinda yaygin
olarak kullanilan hiicrelerdir ( Barile ve ark., 1992; Torres ve Horwitz, 1998;
Grassi ve ark., 1999; Lehnert ve ark., 2001; ). A549 hiicreleri insan akciger
karsinomadan tiireyen malignant bir hiicre wrkidir (Raghu ve ark., 1986). A549
hiicreleri birgok 6nemli morfolojik ve biyokimyasal &zellikleri bakimindan Tip 2
hiicrelerine benzerler ve bu nedenle insan kaynaklarindan tiirerler ve kolayca kiiltiir
edilirler, yaygin olarak Tip 2 hiicrelerinin modeli olarak kullamilirlar (Leiber ve
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ark.1976; Nardone ve Andrews, 1979; Umimo ve ark. 2000). Son yillarda akciger
adenokarsinomasinda artis olmasi, calismanin histolojik béliimiinii ile paralellik
saglamasi ve tip II hiicrelerinin modeli olarak in vitro ¢aligmalarda kullanilmasi
nedeniyle A549 hiicreleri in vitro caligmalarda kullanimak iizere segilmistir.
Karvakroliin etkisinin normal akciger hiicresinde belirlenmesi amaciyla HFL1
hiicreleri segilmisgtir.

CO2S5 hiicreleri steroid bir hormon ile muamele edilerek transformasyonun
gozlenebilmesi amaciyla, C2 hiicreleri ise CO25 hiicrelerinin kontrolii olarak
secilmislerdir. A549 ve HFLI1 hiicrelerinin karvakrol ile muamele edilmesi
sonucunda hiicrelerde meydana gelen degisiklikler ile C2 ve CO25 hiicrelerinin
dexamethasone ile muamelesi sonucunda olusan degisikler karsilastinlmigtir. CO25
hiicreleri dexamethasone ile muamele edildiklerinde cok tabakali diizen gosteren
koloniler olugturmuslardir. C2 hiicrelerinde bu olay gdzlenmemigstir. Karvakrol ile
muamele edilen A549 ve HFL 1 hiicrelerinin tek tabakali diizen gosterdikleri tespit
edilmisgtir.

AS549 hiicresi normal tek tabakali bir kiiltiirde epitel kokenli olmas: ile
benzegen poligonal bir sekle ve yaprak benzeri bir modele sahiptir (Umino ve ark.
2000). Dort giin boyunca gozlenen A549 hiicrelerinin, negatif ve pozitif kontrol
gruplarindaki A549 hiicrelerinin bu 6zellikleri gosterdigi saptanmuistir.

Dort giin siiresince Ozellikleri saptanmaya c¢aligilan HFL1 hiicrelerinin
fibroblast kokenli olmasi ile uyusan i8si bir sekle sahip oldugu belirlenmistir.

C2 hiicreleri %10 Horse serum, Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM), Penicillin-Streptomycin ve %9.2 NaHCO3 igeren besiyeri ile dort giin
boyunca kiiltiire edilmisler ve bunun sonucunda bu hiicrelerde bir sagliksizlagsmanin
meydana geldigi goriilmiigtiir.

CO25 hiicreleri ise dexamethasone ile muamele edildiklerinde sahip
olduklar1 N-Ras onkogeni yiiziinden ¢ok tabakali hale gelerek koloni olusturduklar
ve bu hiicrelerde kanserlesmenin basladig tespit edilmistir.

Karvakrol, oregano ve kekikde dogal olarak meydana gelen essensiyal yag
fraksiyonlarinda bulunan antimikrobiyal bir bilesiktir (Ultee ve Smida, 2001).
Ethereal yaglar yada essensiyal yaglar olarak adlandirilan, ugucu yaglar genellikle
cok cesitli tipteki kimyasal bilegiklerin kompleks karigimlarindan olugur. Bu tipler
icerisinde fenol en yaygmdir. Karvakrol ve timol, bu fenollerin yaygin olarak
bilinen 6rnekleridirler (Austgulen ve ark. 1987). Dogal antioksidantlarin, oksidatif
stres tarafindan meydana getirilen yaglanma, dejeneratif hastaliklar ve kanser gibi
hasarlardan organizmalarnn ve hiicreleri korunma kapasitesi yogun bir sekilde
caligilmaktadir. Bitkiler ve baharatlar zararsiz dogal antioksidan kaynaklaridirlar.
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Laminacea ailesinden olan baharatlanin antioksidan aktiviteleri Yanishlievaa ve ark.
(1999) tarafindan arastirilmistir. Bu baharatlarda timol ve karvakrol bulunmaktadir.

Karvakrol énemli bir antioksidant aktivite gostermektedir (Milos ve ark.
2000). Anti mikrobiyal bir bilesik olmas: nedeniyle kanserli siganlara uygulanan
karvakroliin, A549 ve HFL1 hiicreleri iizerindeki morfolojik, immiinositokimyasal
etkileri ve toplam protein miktarlar aragtirilmustir.

Karvakroliin hiicre sayilan iizerinde etkileri aragtirilirken, 500 mM'lik dozun
hiicrelerin % 50'sinin yapistiklan yiizeyden aynilmasina, yilizeye yapisik kalan
hiicrelerin ise morfolojik ve immiinositokimyasal yapilarinin degisiklige ugramasina
neden oldugu saptanmugtir. He ve arkadaglan tarafindan yapilan bir caligmada
karvakroliin, B16 melanoma hiicrelerinin sayisinda azalmaya neden oldugu
bildirilmigtir (He ve ark. 1997). Elde edilen sonuglar He ve arkadaslarimin
caligmalarinin sonuglari ile benzesmektedir.

100 mM karvakrol uygulanan A549 hiicrelerinin morfolojik 6zelliklerinde
bir degigsme saptanamamugtir. Buna karsin 250 mM karvakrol uygulanan A549
hiicrelerinin i8si sekil kazandiklari gozlenmigtir. Umino ve arkadaslarinin (2000)
yaptiklan bir ¢alismada uygulanan madde sonrasinda hiicrelerin ig sekli kazandiklan
ve mezensim hiicrelerine benzedikleri bildirilmektedir. Deney sonuglari bu
aragtirmacilarin sonuglan ile benzerlik gostermektedir.

Helander ve ark. (1998) yapilan bir galismada karvakroliin; E.coli
hiicrelerinde hiicre i¢i ATP icenigini azaltirken aymi zamanda hiicre digit ATP'nin
arttmasina neden oldugunu bildirmislerdir.

A549 kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserine ait bir hiicre tipidir (NSCLC)
ve NSCLCller epitelyal orijinli, yiizeye yapigma gosteren hiicrelerdir (Salgia ve
ark.1999). Stammati ve ark. (1999) Hep-2 hiicreleri iizerinde karvakroliin etkilerini
aragtirmislardir. Bu c¢alismada karvakroliin; Hep-2 hiicrelerinin baglandiklan
yiizeyden ayrilmasina, apoptotik fenotipin belirtileri olan baz: cikintilar ile diizensiz
bir anormal bir gekil almasina ve hiicrelerin niikleuslarin pargalara ayrilmasina
(fragmentation) neden oldugunu saptamiglardir. 1000 mM'lik karvakrol uygulanan
A549 ve HFLI1 hiicrelerinde yaklagik olarak hiicrelerin tiimiiniin yapistiklari
zeminden ayrildiklan belirlenmigtir. 500 mM'lik karvakrol dozunun hiicre geklinde
ve hiicre morfolojisinde degisikliklere neden oldugu gézlenmistir.

Ultee ve arkadaglar1 (1999) karvakroliin hiicre membramini K+ ve H* icin
gecirgen hale getirdigini ve bunun sonucunda da proton hareket ettirici giiciin yok
olmasiyla ATP sentezinin engellendigini bildirmiglerdir.

Hiicre iskeleti, dinamik ve duyarl1 bir sistemdir, madde ile indiiklendikten

sonra hiicrede meydana gelen degisikliklerin incelenmesinde degerli bir morfolojik
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parametre olarak gosterilmektedir (Kohler ve ark., 1994). Hiicre iskeletinin; hiicre
seklinde, hiicre hareketinde, yiizeye-bagli gelismede, hiicre yiizey proteinlerinin
dagiliminda, mitokondri ve poliribozomlar gibi organellerin hiicre igindeki
yerlesiminde gorevi oldudu goriilmektedir (Bernal ve ark. 1983).

Apoptosis ve programlanmig hiicre oliimii; hiicre biiziilmesi, membran
kabarciklanmasi, kromatin yogunlagmast ve sonugta 180 bp DNA
merdivenlesmesine (tabakalasma) neden olan interniikleosomal DNA aynlmas:
olaylarinr kapsayan hiicrenin kendi kendini yok etmesi igin enerjiye bagimli olan
aktif bir iglemdir (Kerr ve ark. 1994). Bu kriter apoptosisi nekrosisden yada mitotik
katastroftan ayirir (Ianzini ve Mackey, 1997). Karvakroliin yiiksek dozlarinda,
hiicre gekillerinde bir biizilmenin ortaya ¢ikmasinn apoptosisin bir belirtisi
olabilecegi diisiiniilmektedir.

Farkli hiicre iskelet degisiklikleri malignant hiicre transformasyonu ile
baglantilidir ve 6n teghis faktorleri olarak kullanilirlar (Bichat ve ark.1997). Bircok
antikanser ilacin etkisi, hiicre morfolojisi ve hiicre iskeleti iizerinde aragtirma
yapilarak incelenmektedir (Vilpo ve ark., 2000; Bursch ve ark., 2000).

Mikrotubiiller, hiicre iskeletinin temel filamentlerinden biridirler ve mitoz,
hiicre hareketi ve hiicre i¢i transfer gibi biyolojik fonksiyonlarda rol oynarlar. Bu
nedenle, mikrotubiiller kanser kemoterapisi icin en 6nemli molekiiler hedeflerden
biri olarak diigiiniiliirler. Tubulin temel mikrotubuler bilesenlerden birisidir,
tubulinin polimerizasyonu ve depolimerizasyonu mikrotubiiler dinamikleri diizenler
(Fukuoka ve Saijo, 1997).

Ilaglar mikrotubiillerin polimerizasyonunu etkiler. Anti-mikrotubiil ilaglar
dogal ve sentetik kaynaklardan izole edilirler. Klinik olarak 6nemli paclitaxel (taxol)
ve vinca alkoloidleri (vinblastin, vinkristine) epothilone, discodermolide,
nokadozole ve kolsijin anti-mikrotubiil ilaglardir. Yiiksek konsantrasyonlarda taxol,
epothilone ve discodermolide mikrotubiilleri stabil (sabit) tutarlar fakat diger ilaclar
mikrotubiilleri saglamlagtiramazlar (destabil). Bu ilaglanin dogrudan dogruya
biyokimyasal hedefinin serbest tubulin yada biraradaki mikrotubiiller oldugu
saptanmustir. Anti-mikrotubiil ilaglarin diisiik konsantrasyonlarda hiicre iskeletinin
mikrotubiil yapisimin timiinii etkilemedikleri fakat kiiltiir ortaminda hiicreler
tizerinde ¢ogalmay: engelleyici etkisi bildirilmistir. Taxol ve vinca alkoloidleri
diisiik konsantrasyonlarda mikrotubiillerin (+) ucunda polimer dinamiklerini
baskilar oysa yiiksek konsantrasyonlarda mikrotubiillerin iizerinde ters etkileri
vardir. Diisiik konsantrasyonlarda taxol, ¢ok cekirdekli hiicreleri olugturur (Sorger
ve ark. 1997). Doga, ya tubulinin polimerizasyonunu engelleyen yada

mikrotubiillerin parcalanmamasini saglayan birgok ajan saglar. Bu ajanlann bazilari
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antikanser ilaglari olarak kullamimaktadir fakat uygulamalara kargi direng
kazamlmistir (VonAngerer, 2000). Zhang ve arkadaglar1 (1999) tarafindan yapilan
bir galigmada antikanser ila¢ adaylarmmn tubulinin polimerizasyonunu engelledigi
goriilmiistiir.

Akciger kanserinde, transformasyonda Onemli rol oynayan aktin hiicre
iskeletinin yapisinda anormallikler gozlenebilir. Ras, Myc, Bcl-2 ve c-Erb-2 gibi
onkogenlerde ve Rb, p53, pl61NK4A gibi tiimor supressor genlerdeki
anormallikler akciger kanserinin patolojisine katkida bulunabilir. Akciger
kanserindeki anormallikler, hiicre iskeleti ve hiicre iskeletine bagli proteinlerde
degisikliklere de neden olabilir (Salgia ve ark., 1999).

Hiicre iskeleti birgok boliimden olusur ve aktin hiicre iskeleti, hiicre seklinin
diizenlenmesine, hiicre hareketine ve adezyona katilir. Hiicre iskelet
fonksiyonlarinin bozulmas: transformasyona yol acar (Salgia ve ark., 1999).
Transforme ve malignant hiicrelerdeki degismis hiicre morfolojisi genellikle aktine-
bagli proteinlerin azalmasi ile beraber olur. Aktin olusumunu kontrol eden ¢ok
sayida protein , aktin aglarinin kesinlikle hiicre hareketi ve farklilasmas: sirasinda
diizenlendigi izlenimini verir. Aktine-bagli proteinlerin bazilarmin seviyeleri
neoplastik hiicrelerde azalir ve bazi durumlarda hiicre transforme olmamug fenotipe
geri dondiigiinde artar (Janmey ve Chaponnier, 1995).

Hiicre transformasyonu siiresince, hiicre iskeleti organizasyonunda ve hiicre
iskeletini olusturan cesitli kisimlar arasindaki karsilikli  etkilesimde biiyiik
degisiklikler meydana gelir. Mikrotubiiller ve intermediate filamentler arasindaki
etkilesim bozulur. Fakat iyi gelismis mikrotubiiller ve intermediate filament
sistemleri birgok transforme olmus hiicrede mevcuttur. Tiimor hiicrelerinde
varliklarnini koruyan intermediate filamentlerin doku tiiriinlin saptanmasi, cerrahi
patologlar i¢in tiimorlerin tespiti ve siniflandiriimasinda son derecefaydali bir arag
oldugu ispatlanmugtir. Buna karsilik, tiimor hiicrelerinde mikrofilamentlerin
organizasyonunda ve onlarla baglantili proteinlerde goze carpan degisiklikler
saptanmugtir. Bunlar adhezyon plaginin diizeninin ve 6gelerinin bozulmasini igerir
ki bu, hiicre yiizeyi fibronektinin salinmasi, azalan adhezyon, daha yuvarlak hiicre
morfolojisi ve aktinin membrana baglanmaktaki yetersizlidi ve sonugta "stres
fiberlerinin" kaybina neden olur (Ben-Ze'ev, 1985).

Onkogenlerdeki ve tiimor supressor genlerdeki anormallikler sonugta hiicre
iskeletinde anormalliklere neden olur. Hiicre iskeletindeki anormallikler akciger
kanserinin karsinojenezinde ¢ok nemlidir (Salgia ve ark., 1999)

Gog, membran kingmasi, lamellipodia ve filopodia tesekkiilii olarak

adlandirilan hiicre hareketi akciZer kanser cell line hiicrelerinde paxillinin agiri
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sentezi ile inhibe edilir. Hiicre iskeleti hiicre hareketinde ¢ok &nemlidir.
Lamellipodia ve filopodiadaki aktin hiicre iskeletinin bozulmasi ve yeniden olugmasi
bazal membran boyunca hiicrenin hareketine yardim eder. Normal hiicrelerde, hiicre
iskeleti ¢ok sabittir ve hiicre hareketi yavagtir. Kanserli hiicrelerde, hiicre iskeleti,
hiicrenin hareketindeki artis nedeniyle bozulur. Normal hiicreler membrana sikica
baglanir ve bir yerden kalirken, kanserli hiicrelerde ise normal hiicre iskeletinin
kaybolmasi nedeniyle bazal membran boyunca hareketlerinde artig olacaktir. Onceki
caligmalarda metastaz yapan akciger Kkanserlerinde, hiicre iskeletinin
diizenlenmesinde F-aktin (fibroz) miktarimin azalmas: ve hiicre iskeletinin
biitiinliigiiniin bozulmas: seklinde degisiklikler oldugu bulunmugtur. F-aktin
hiicrenin periferinde toplanir ve bazi disa dogru biiylimelerde goriiliir. Metastaz
yapan hiicreler kiimeler olusturma egilimindedirler ve hiicre-hiicre etkilesimi
gostermezler, bu oOzelliklerde normal hiicre fonksiyonlarimin tersinedir.
NSCLC'deki yapigkan epitel hiicrelerde paxillinin asin sentezinin hareketin
azalmasina ve morfolojinin degismesine neden oldugu gozlenmistir (Salgia ve
ark.1999).

Paxillin kanserli hiicreleri metastazdan alikoymaktadir(Salgia ve ark.1999).

Hiicre transformasyonu sirasinda F-aktin (fibroz aktin) filamentlerinin
konsantrasyonunda bir azalma oldugu Auvinen (1997) tarafindan yapilan
aragtirmada belirtilmigtir.

Caligmarmzda karvakrolde doz artisi oldugunda AS549 (kanserli akciger
hiicre tipi) hiicrelerinde, tubulin ve aktin hiicre iskeletlerinde bozulmalarin meydana
gelmesi ile karvakroliin kanserli hiicreler iizerinde etkin oldugu sonucuna
varilmistir. Bagka hiicre tipleri kullanilarak karvakroliin benzer etkiyi bu hiicrelerde
de gOsterip gostermeyecedi aragtiriimalidir.

Alcianblue-Safranin boyama yontemi genellikle salg: iireten hiicrelere
uygulanmasinin yamsira kasi san renkte boyamaktadir (Bancroft ve Stevens,
1977). Kasi sar1 renkte boyadig: igin aktin hiicre iskeleti ve salgi graniilleri
hakkinda bilgi verebilecegi diigiiniilerek bu boyama yontemi AS549 hiicrelerine
uygulanmigtir. 100 mM ve 250 mM'ik karvakrol dozlanm bu hiicrelere
uygulandiginda sitoplazmada salgi graniilii olabilecedi diisiiniilen graniillerin
sayisinda artig gozlenmigtir. Bu hiicreler tip II've model olduklan icin salg:
yapmaya devam ediyorlar diyebiliriz. Kanserli hiicreler fizyolojik olarak aktivite
gostermezler, 100 mM ve 250 mM karvakrol uygulanan hiicrelerde salg1 salgilamak
anlaminda biyolojik aktivitenin az olsa oldugu sonucuna vanlmugtir. Hiicre geklinin
tam kiiresel olmamasi da bunu desteklemektedir. .
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A549 ve HFLI1 hiicreleri DAPI ile boyanarak bolinme ve fonksiyon
degisiklikleri yoniinden incelenmiglerdir. Bu hiicrelerde DAPI boyamasmin
sonucunda ¢ok pargcali kromatin yogunlagmasinin oldugu gozlenmistir. Mitotik
aktivite tespit edilememistir.

Karvakroliin hiicrelere uygulanabilmesi igin ¢oziicii olarak dimetil siilfoksit
(DMSO) kullanilmistir. Pozitif kontrol grubundaki AS549 hiicrelerinde g¢ekirdek
seklinin yuvarlak bigim almaya baglamas:i hiicre sayimlarindaki artig ile
ortiismektedir. HFL1 hiicrelerinin pozitif kontrol gruplanimin sayimlannda diisiisiin
saptanmasi, bu hiicrelerin fetusten alinarak iiretilen hiicreler olmasi sebebiyle
olabilecegi diigiiniilmektedir.

Anormal c¢ekirdek yapilan ve hiicresel yapilar malignant transformasyonun
ozellikleridirler. Hiicre sekli; ekstraseliller matriks, hiicre iskeleti ve niikleer
matriksi iceren dinamik bir doku matriksi tarafindan diizenlenir. Mekanik ve
kimyasal sinyaller niikeusa ulasarak genlerin {i¢ boyutlu kromatin
organizasyonunda degisikliklere neden olurlar (Holth ve ark.1998).

Giiniimiizde kanseri tedavi metodlari radyasyon ve kemoterapidir (Schiller,
1998). Radyasyon ve kemoterapi uygulamalar sirasinda kanserli hiicrelerin yanisira
saglam hiicreler de zarar gormektedir. Saglam hiicrelere en az zarar verecek sekilde
kanserli hiicrelerin yok edilmesini saglamak iizere yeni arastirmalarin yapilmasi
gerektigine inanilmaktadir. Bitkisel ekstraktalrin da bu amagla kullanilabilecegi
diistiniilmektedir.

Chiou ve Wu (1999) tarafindan yapilan ¢aligmada sodyum dodesil siilfat
poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) temel elektroforetik tekniklerden biri
olarak kabul edilmektedir. Rao ve arkadaglar: (2001) tarafindan yapilan galigmada
da toplam hiicre ekstraktlar1 SDS-PAGE ile ¢oziimlenmistir.

A549 ve HFL1 cell line hiicrelerinden elde edilen protein ekstreleri, sodyum
dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yapilarak incelendiginde,
molekiiler agirliklarina bagh olarak proteinlerin bantlanma orneklerinde farkliliklar
bulunmustur.

Boyanmug protein bantlani incelendiginde, birgok farkli molekiiler agirlikta
bantlarin bulundugu goriilmiigtiir. Kullanilan bu yontemde, proteinler molekiiler
agirliklanna gore jel iizerinde aynildiklan i¢in aym: molekiiler agirlida sahip ama
farkl: proteinler gozlenmeyebilir. Bu durumda ise daha aynntili analizler i¢in iki
boyutlu jel elektroforezinin kullanidmasi onerilmektedir (Klemenz ve ark., 1989;
Hames ve Rickwood, 1990). Protein analizi seviyesinde, farkliliklarin aragtirnimasi
icin ilk etapta yapilabilecek basit ve analiz hassasiyeti ¢ok fazla olan SDS-
poliakrilamid jel elektroforez yontemini kullanmak uygun olacaktir.
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