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ÖZET 
 

TEMSİROLİMUSUN NCI-H1975 AKCİĞER KANSER HÜCRELERİNDE 
mTOR PROTEİN AKTİVİTESİ ÜZERİNE ETKİLERİ 

 
Bircan ÖNEL 

 
Yüksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dalı 
Danışman: Yrd. Doç. Dr. Esra AYDEMİR 

Ocak 2015, 66 sayfa 
 

Kanser, hücre döngüsü kontrolünde meydana gelen aksaklıklar yüzünden ortaya 
çıkan ölümcül bir hastalıktır. Normalde ölmesi gereken mutant ya da hasarlı hücreler, 
çok sayıda mutasyonu biriktirerek hücre döngüsü boyunca ilerleyebilir ve bu sayede 
kanserleşmeye başlayabilir.    Son yıllarda, hücre döngüsü kontrol noktalarını hedef alan 
etkili anti-kanser ajanların geliştirilmesi dikkat çekmeye başlamıştır. 

  
mTOR, ökaryotik hücrelerin hayatta kalmasını, büyümesini ve çoğalmasını 

kontrol eden biyosentez süreçlerinin önemli bir bileşenidir. mTOR proteini yapısal 
olarak mTOR kompleks 1 (mTORC1) ve kompleks 2 (mTORC2) olmak üzere iki farklı 
protein kompleksinden oluşmaktadır. mTORC1 hücre döngüsü kontrol noktalarının 
düzenlenmesinde etkin olduğu için hücre büyümesini rapamisin’e-duyarlı bir şekilde 
kontrol eder ve Akt ile hücresel enerjinin düzenlenmesi sayesinde aktive olur. Aksine 
mTORC2, hücre döngüsü kontrolünde rapamisin’e duyarsız bir rol üstlenmektedir. Bu 
kompleslerin inhibisyonu hücre büyümesinde, çoğalmasında, metabolizmasında, 
anjiyogenezinde baskılanmaya ve bu nedenle hücre döngüsünün G1 fazında 
beklemesine yol açmaktadır. Küçük hücreli dışı akciğer kanseri (KHDAK) de dâhil 
olmak üzere bir çok kanser tipinde mTOR aktivitesinde önemli bir artışın olduğu 
bilinmektedir. Bu bağlamda, klinikte kullanılmak üzere, mTOR aktivitesini seçici 
olarak baskılayabilen farklı bileşikler geliştirilmektedir.  

 
Rapamisinin bir analoğu olarak sentezlenen Temsirolimus (CCI-779) mTOR 

aktivitesini mTORC1 üzerine etki ederek seçici bir biçimde baskılamaktadır. 
Temsirolimus’un renal hücre ve nöroendokrin karsinomlarında, meme kanserinde, 
glioblastomada ve mantle hücreli lenfomada antitümoral etkileri olduğu bilinmektedir.  
 

mTOR proteininin inhibisyonunun hücreyi otofajik ölüme yönlendirdiği 
bilinmektedir. Otofaji, protein ve organeller gibi hücresel bileşenlerin otofagazomlar 
içinde hapsedilerek parçalanmak üzere lizozomlara iletildiği bir süreçtir. Hücresel 
stresin ve besin kıtlığının bulunduğu durumlarda otofaji, hücresel enerjinin, 
homeostasinin ve makromolekül sentezinin korunmasını sağlayarak hücrenin hayatta 
kalma şansını arttırmaktadır. Yapılan birçok çalışma; ılımlı ve/veya yavaş gerçekleşen 
otofajinin hücrenin sağkalım şansını arttırdığını, şiddetli ve/veya hızlı bir biçimde 



ii 
 

gerçekleşen otofajinin ise hücreyi ölüme yönlendirdiğini işaret etmektedir. Otofajiyi 
indüklemek suretiyle hücrelerin ilaca karşı olan hasasiyetini arttırmayı başaran pek çok 
antikanser ajan bulunmaktadır. Son yıllarda otofaji, antitümöral ilaçlara karşı dirençli 
hale gelen tümör hücreleri için yeni bir alternatif terapötik hedef olarak 
değerlendirilmektedir.  

Literatürden elde ettiğimiz tüm bu verilere dayanarak biz de temsirolimus’un 
küçük hücreli dışı akciğer kanseri için potansiyel bir terapötik yaklaşım olup 
olmayacağını sorguladık. Çalışmamızda, temsirolimus’un NCI-H1975 hücrelerinde 
(KHDAK hücresi) sergilediği in vitro sitotoksik etkiyi değerlendirdik. Temsirolimus, 
NCI-H1975 hücrelerinde doza ve zamana bağlı sitotoksik etki sergiledi. İlaç, 72 saat 
sonunda 0.9 µg/ml’lik dozda kaspaz -3, -8 ve  -9 enzimlerinin aktivitelerinde önemli bir 
artış sağlamak koşulu ile hücrelerin canlılığında %31.4’lük bir azalmaya yol açtı. 
Temsirolimus NCI-H1975 hücrelerinde mTOR aktivitesinde sadece 24 saatlik 
inkübasyon süresi sonunda bir inhibisyona sebep oldu.  

 
ANAHTAR KELİMELER: mTOR, Otofaji, Temsirolimus, NCI-H1975, 293T 

 
JÜRİ: Prof. Dr. Kayahan FIŞKIN 

Yrd. Doç. Dr. Esra AYDEMİR (Danışman) 

Yrd. Doç. Dr. Nilüfer İMİR 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



iii 
 

ABSTRACT 
 

EFFECTS OF TEMSIROLIMUS ON mTOR PROTEIN ACTIVITY IN NCI-
H1975 LUNG CANCER CELLS 

 
Bircan ÖNEL 

 
Ms Thesis in Biology 

Supervisor: Asst. Prof. Dr. Esra AYDEMİR 
January 2015, 66 pages 

 
Cancer is a lethal disease which occurs due to the malfunctions within the cell 

cycle regulation. The mutated or injured cells which are normally have to die are 
allowed to progress through the cell cycle with a number of accumulated mutations and 
thus become cancerous. Recently, the development of effective anti-cancer agents that 
target the cell cycle checkpoints have received much attention. 
 

mTOR is an important component of biosynthetic process that regulates 
eukaryotic cell survival, growth and proliferation. mTOR exists as structurally two 
distinct protein complexes;  mTOR complex 1 (mTORC1) and complex 2 (mTORC2). 
mTORC1 is involved in rapamycin-sensitive control of cell growth by regulating the 
cell cycle checkpoints and is activated by Akt and regulation of cellular energy. 
Conversely, mTORC2 acts in rapamycin-insensitive control of cell growth. Inhibition of 
these protein complexes results in diminished cell growth and proliferation, metabolism 
and angiogenesis and therefore leads cell cycle block at the G1 phase. Upregulation of 
mTOR activity is evident in many types of cancers including NSCLC. In this respect,  
several compounds that selectively inhibit mTOR activity have been developed for 
clinical use. 
 

As an analogue of rapamycin, Temsirolimus (CCI-779), was synthesized to 
specifically inhibit mTOR by directly acting on mTORC1. It was reported that 
temsirolimus exerts antitumoral effects on renal cell carcinoma, breast cancer, 
glioblastoma, neuroendocrine carcinomas and mantle cell lymphoma. 

 
It is known that inhibition of mTOR protein leads to autophagic cell death. 

Autophagy is a process in which cellular components such as proteins and organelles 
are engulfed by autophagosomes, and are transmitted to the lysosomes for degradation. 
Autophagy can facilitate cell survival by maintaining cellular energy, homeostasis and 
macromolecular synthesis during cellular stress and nutrient deprivation. Many reports 
indicated that mild and/or slow autophagy may enhance cell survival while more severe 
and/or rapid autophagy would induce cell death. There are several anticancer agents 
which induce autophagy and thereby sensitize cells to drug treatment. Recently 
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autophagy is considered to be an innovative therapeutic target for tumor cells which are 
resistant to anti-tumor drugs.  

Based on these literatural results, we questioned whether temsirolimus treatment 
could be a potential therapeutic option for NSCLC. In this study, we evaluated the 
cytotoxic effects of temsirolimus in NCI-H1975, a type of NSCLC, in vitro. 
Temsirolimus exerted a time and dose dependent cytotoxic activity against NCI-H1975 
cells. Temsirolimus at 0.9 µg/ml concentration, yielded % 31.4 inhibition in cell 
viability at the end of 72 hours by activating caspase -3, -8 and -9 enzymes. 
Temsirolimus inhibited mTOR activity only at the end of 24 hours in NCI-H1975 cells. 
 
KEYWORDS: mTOR, Autophagy, Temsirolimus, NCI-H1975, 293T 

 
COMMITTEE: Prof. Dr. Kayahan FIŞKIN 

Asst. Prof. Dr. Esra AYDEMİR (Supervisor) 

Asst. Prof. Dr. Nilüfer İMİR 
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ÖNSÖZ 
 

Günümüzde uygulanan küçük hücreli dışı akciğer kanseri tedavileri yetersiz 
kalmaktadır. Bu nedenle, son yıllarda tedavilerin daha etkili olması ve ömür uzunluğunu 
arttırabilecek yeni alternatif tedavilerin belirlenebilmesi dikkat çekmeye başlamıştır. 
Yapılan tüm çalışmalarda olduğu gibi, çalışmamızın temel amacı da bu alternatif 
tedavilere katkıda bulunabilecek sonuçlar elde etmek olmuştur. 

 
Temsirolimus, hücre döngüsünün G1 fazından S fazına ilerlemesini durdurarak 

hücre çoğalmasını baskılayan bir hücre döngüsü inhibitörüdür. Temsirolimus, hücre 
içerisinde birçok metabolik süreçte rol oynayan mTOR proteinini inhibe eder. 

 
Hücrelerde mTOR proteininin baskılanması otofajik hücre ölümüne yol 

açmaktadır. Son yıllarda, otofaji kanser tedavilerinde apoptoza ek olarak alternatif bir 
hücre ölümü mekanizması olarak düşünülmektedir. mTOR proteini, hücrelerde hem 
otofajinin hem de apoptozun düzenlenmesinde rol oynamaktadır. Bu sebeple, mTOR 
yolağını hedefleyen ajanların kullanılması hücrelerin ölüm mekanizmalarına 
yönlendirilmesini sağlamaktadır.  

 
Bu tez çalışmasında, temsirolimus’un küçük hücreli dışı akciğer kanseri hücre 

hattında mTOR proteini üzerinde inhibitör etki yaratıp yaratmayacağı aydınlatılmaya 
çalışılmıştır. Bununla beraber ilacın inhibitör etkisinden yararlanıp hücrelerin otofajik 
hücre ölümüne yönlendirilmesi amaçlanmıştır. Ayrıca, temsirolimus’un bu hücrelerde 
sergileyeceği olası sitotoksik etki; apoptoz mekanizmasında anahtar roller üstlenen 
kaspaz-2, -3, -6, -8 ve -9 enzimlerinin aktivitelerindeki değişimlere bakılarak 
araştırılmıştır. 

 
Çalışmamız sonucunda, temsirolimus’un bilinen antiproliferatif etkisinin 

yanında NCI-H1975 hücre hattında apoptotik bir ajan olduğu bulunmuştur. Elde 
ettiğimiz bu bulgunun, kanser tedavisi için alternatif yollar arayan bilim insanlarının 
yapacakları yeni çalışmalara ışık tutacağını ummaktayız. 

 
Bana lisans döneminden beri hayalini kurduğum yüksek lisans yapabilme 

fırsatını sunan, tez çalışmalarım boyunca desteğini esirgemeyen, bilgi ve deneyimlerini 
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Doç. Dr. Esra AYDEMİR’e, lisans döneminde bana laboratuvarında çalışma fırsatı 
sunan ve bu yola ilk adımımı atmamı sağlayan Sayın Prof. Dr. Kayahan FIŞKIN’a, 
yüksek lisans eğitimim boyunca bilgisinden ve tecrübelerinden yararlandığım Sayın 
Yrd. Doç. Dr. Nilüfer İMİR’ e ve Sayın Yrd. Doç. Dr. Ece ŞİMŞEK’e, bildiği herşeyi 
benimle paylaşan ve beni cesaretlendiren Cansu KİLİT’e, manevi olarak her zaman 
desteğini hissettiğim ve her durumda yanımda olan beraber çok şey öğrendiğim dostum, 
meslektaşım Aykut KURUOĞLU’na, çalışmalarımda her zaman yardımcı olan, 
desteğini hiçbir zaman esirgemeyen arkadaşım, değerli meslektaşım Orhan KOÇAK’a, 
tez dönemim boyunca her zaman yanımda olup beni hiç yalnız bırakmayan Duygu 
KURUOĞLU’na ve eğitim hayatım boyunca kendilerinden çok beni düşünen, her ne 
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SİMGELER ve KISALTMALAR DİZİNİ 
 
Simgeler 

 
kDA                       Kilo Dalton 

mg                         Miligram 

ml                          Mililitre 

µg                          Mikrogram 

°C                          Santigrat Derece 

%                           Yüzde 

nm                         Nanometre 

g                            Yerçekimi Katsayısı 

nM                         Nano Molar 

 
Kısaltmalar 

293T                      İnsan Embriyonik Böbrek Epitel Hücre Hattı 

4EBP1                   eIF-4E Bağlı Protein 

A549                     Akciğer Kanseri Hücre Hattı 

AIDS                     Edinilmiş Bağışıklık Eksikliği Sendromu 

Akt                         Protein kinaz B 

AP23573                Deforolimus 

Apaf1                     Apoptoz Proteaz Aktive Edici Faktör 1 

Asp                         Aspartat 

ATCC                     Amerikan Tip Kültür Koleksiyonu 

Atg                          Otofaji İlişkili Gen 

ATM                       Mutant Ateksiya Telangiestasiya        

ATP                        Adenozin Tri Fosfat 

Bad                         Bcl-2 İlişkili Ölüm Promotörü 

BAG                      Moleküler Şaperon Düzenleyici Protein 

Bak                        Bcl-2 Homoloğu Antogonist Öldürücü 

Bax                        Bcl-2 İlişkili X Proteini 

BCA                       Bisinkoninik Asit 

Bcl-10                    B Hücre Lenfoma/Lösemi 10 

Bcl-2                      B Hücre Lenfoma 2 
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Bcl-w                     Bcl-2 Benzeri Protein 2 

Bcl-x                      B-Hücre Lenfoma-Ekstra  

Bcl-XL                   B-Hücre Lenfoma-Ekstra-Large 

Bcl-XS                   B-Hücre Lenfoma-Ekstra Small           

Beclin1                   Otofaji ilişkili gen-6 memeli ortoloğu 

BEL-7402             Hepatoselüler Karsinoma Hücre Hattı 

BH3                       Protein Domaini  

Bid                         BH3 Etkileşimli Ölüm Domain Agonisti 

Bik                        Bcl-2 Etkileşimli Ölüm Proteini 

Bim                        Bcl-2 etkileşimli Ölüm Aracısı 

Blk                         B Lenfoid Tirozin Kinaz 

CARD                    Kaspaz Birleştirici Parçalar  

CCI-779                 Temsirolimus 

CDK                       Siklin Bağımlı Kinaz 

CdkI                       Siklin Bağımlı Kinaz İnhibitörü 

Ced-3                     Nematot Ölüm Geni 

CO2                                   Karbon dioksit 

DAPk                     Ölüm İlişkili Protein Kinaz 

DED                       Ölüm Efektör Domaini 

DEVD                    Kaspaz-3 Spesifik Amino Asit Dizisi 

DISC                      Ölüm Uyarıcı Sinyal Kompleksi 

DMEM                   Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DMSO                    Dimetil Sülfoksit 

DNA                       Deoksiribonükleik Asit 

DPR-1                    Ölüm Reseptör Protein-1 

DU 145                  Prostat Kanser Hücre Hattı 

EDTA                    Etilen Diamin Tetra Asetikasit  

EF3                         Faktör 3 Bağlayıcı Madde 

elF-4E                    Ökaryotik Başlatıcı Faktör 

EMEA                    Avrupa İlaçlar Ajansı 

Fas Tip II Transmembran Proteini                    

FAT                        FRAP-ATM-TRRAP 
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FATC                     FAT C Terminal Domaini 

FBS                        Fetal Bovin Serum 

FDA                       Amerikan Gıda ve İlaç Dairesi 

FK506                    Takrolimus       

FKBP12                 Peptidil-prolil sis-trans-izomeraz 

FKBP12                 FK506 Bağlayıcı Protein  

FRAP                     Rapamisin İlişkili Protein 

FRB                       FKBP12 Rapamisin Bağlayıcı 

G1                          Gap 1 

GrB                        Granzim B 

GSK690693           Akt Protein İnhibitörü 

H1299                    KHDAK Hücre Hattı 

H358                      KHDAK Hücre Hattı 

HEAT                    Huntingtin, EF3, PP2A, TOR Motifi 

HepG2                   Hepatoselüler Karsinoma Hücre Hattı 

HER-2                   İnsan Epidermal Büyüme Faktörü Reseptörü-2 

HIF                        Hipoksi İndükleyici Faktör 

IETD                      Kaspaz-8 Spesifik Amino Asit Dizisi 

Kaspaz                   Sistein Aspartat Spesifik Proteazları 

KFERQ                 Spesifik Peptit Sekans Motif 

KHAK                   Küçük Hücreli Akciğer Kanseri 

KHDAK                Küçük Hücreli Dışı Akciğer Kanseri 

L929                      Fare Fibroblast Hücre Hattı 

LC3                       Mikrotübül İlişkili Işık Zinciri 3 

LEHD                    Kaspaz-9 Spesifik Amino Asit Dizisi     

MCF-7                   Meme Kanseri Hücre Hattı 

MCL                      Mantle Hücre Lenfoma 

MEF                      Fare Embriyonik Fibroblast Hücreleri 

MG132                  Hücre Geçirgenliği Proteozom İnhibitörü 

mRNA                   Mesajcı Ribonükleik Asit 

mTOR          Memeli Rapamisin Hedefi 

mTORC1               Memeli Rapamisin Hedefi Kompleks 1 
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NCI-H1975            KHDAK Hücre Hattı 

NCI-H460              KHDAK Hücre Hattı 

p53                         Tümör Baskılayıcı Protein 

P70S6K                 Serin/Treonin Kinaz 

PAS                       Fagopor Toplama Alanı 

PBS                       Fosfat Buffer Tuzu 

PC3                       Prostat Kanseri Hücre Hattı 

PDK-I                    Sınıf 1 Fosfoinositol 3-kinaz 

PE                          Fosfotidiletanolamin 

PI3K                      Fosfoinozitol 3-kinaz 

PKC                       Protein Kinaz-C 

pNA                       Peptit Nükleik Asit 

PP2A                      Protein Fosfataz 2 

PRAS40                Prolince Zengin AKT Substratı 40 kDA 

pRB                       Protein Retinoblastoma 

PTEN                    Fosfataz ve Tensin Homoloğu 

QACRG                Pentapeptit Aktif Bölge 

RAD001                Everolimus 

RAPT1                  Rapamisin Hedefi 

Ras                        Küçük GTPaz Ailesi Üyesi 

S                            Sentez 

S6                          Ribozomal protein 

S6K                       Ribozomal proetin S6 Kinaz 

S6KI                     Ribozomal proetin S6 Kinaz I 

SEM                      Standart Hata 

SEP                       Sirolimus Efektör Proteini 

Ser/Thr                  Serin/Treonin 

Ser2448                 mTOR Elisa Kit 

SGK1                    Serum ve Glukokortikoid Düzenleyici Kinaz-1 

TNF                       Tümör Nekrozis Faktör 

TOR                       Rapamisin Hedefi 

TRAIL                   TNF Bağımlı Apoptozis İndükleyici Ligand 
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TRRAP                 Transformasyon/Transkripsiyon Domain İlişkili Protein 

TSC                       Tüberoz Skleroz Kompleks 

U937                     Monosit Hücre Hattı 

Ulk1                      Serin/Treonin Protein Kinaz 

UV                        Ultraviyole 

VDVAD                Kaspaz-2 Spesifik Amino Asit Dizisi 

VEID                     Kaspaz-6 Spesifik Amino Asit Dizisi  

WST-1                   Tetrazolyum Boya 

Z-VAD                  Kaspaz İnhibitörü 
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1. GİRİŞ 
 

Kanser, hücrelerin aşırı ve zamansız çoğalmalarına, immün sistemin 
gözetiminden kaçmalarına ve sonuç olarak da uzaktaki dokuları istila ederek metastazlar 
oluşturmalarına yol açan, çok basamaklı bir süreçtir (Ruddon 2007). Sağlıklı hücrelerde 
hücre döngüsünü denetleyen kontrol noktalarında meydana gelen mutasyonlar, 
hücrelerin kanserleşme sürecindeki temel basamaklardan biridir. Bu sebeple,  hücre 
döngüsü kontrol noktalarını hedef alan yeni ajanların keşfi, kanser hücrelerinin 
kontrolsüz büyümesini engelleyerek, hücreleri ölüm mekanizmalarından birine 
yönlendirebilir. 

 
DNA’da meydana gelen hasarlar tamir edilemezse hücre apoptoza yönlendirilir. 

Apoptozis organizmalarda immün sistemin işlevselliği ve normal embriyonik gelişim 
gibi bazı fizyolojik olaylarda rol alan ve aynı zamanda kanser hücrelerinin eliminasyonu 
için hedeflenen en önemli ölüm mekanizmasıdır. Apoptozis mekanizmasını aktive 
etmek için kullanılan pek çok anti-kanser ajanın temel hedefi, bu mekanizmada anahtar 
rol oynayan ve normal hücrelerde inaktif olarak bulunan kaspaz enzimlerinin 
aktivitesini arttırmaktır (Reed ve Tomaselli 2000, Elmore 2007). 

 
Otofaji, proteinlerin ve hasarlı organellerin yıkımı gibi homeostatik 

fonksiyonların gerçekleşmesini sağlayan, evrimsel olarak oldukça korunmuş, fizyolojik 
bir olgudur (Gözüaçık ve Kimchi 2007); Diğer yandan, sitoplazmanın temel 
bileşenlerinin yıkımını sağlayarak hücre ölümünü teşvik edebilir (Macintosh ve Ryan 
2013). Otofaji, genom hasarını ve kromozomal kararsızlığı önleyerek tümör baskılayıcı 
bir mekanizma gibi davranır (Kang ve Avery 2008) ve bu nedenle malignant dönüşümü 
baskılayan bir süreç olduğu düşünülmektedir (Kimmelman 2011). Otofaji özellikle 
apoptotik hücre ölümünün baskılandığı koşullarda aktive olarak hücrelerin ölümüne de 
yol açabilir; Bu özelliğiyle, apoptozla ölmesi mümkün olmayan hücrelerde ‘hücre 
ölümü B planı’ şeklinde görev yapar (Eiseberg- Lerner vd 2009). 
 

mTOR, hücre çoğalması ve sağkalım sinyallerinden sorumlu bir kinazdır. 
mTOR, PI3K/Akt/mTOR yolağının bir elemanı olarak aktive olduğunda, hücre 
döngüsünü düzenler ve apoptozu inhibe eder. Mitojen-indüklü aktivasyon ise, hücre 
döngüsünün G1 fazından S fazına ilerlemesine yol açmaktadır (Janus vd 2005). mTOR 
sinyalinin yokluğunda, ribozomal biyosentez inhibe olur ve otofaji aktive edilir (Vignot 
vd 2005). mTOR sinyal yolağının anormal aktivasyonu, insan kanserlerinde sıklıkla 
meydana gelir (Schmelzle ve Hall 2000, Gridelli 2008). 
 

Son yıllarda, kanser hücrelerinin geleneksel kanser tedavilerine karşı direnç 
oluşturmaları ve apoptotik hücre ölümünden kaçabilmeleri,  yeni ve daha etkili anti-
kanser ilaçların araştırılmasına yol açmıştır. Kanser hücrelerini hedefleyen bu 
araştırmalar, genellikle hücre çoğalmasının baskılanması ve hücre döngüsü üzerinde 



 

2 
 

etkili ilaçların üretilmesini amaçlamaktadır. mTOR proteinin baskılanması, bilim 
dünyasında dikkat çekmeye başlamış moleküler bir hedeftir; Bu protein kompleksinin 
alt üniteleri üzerine etki eden ilaçların keşfi kanser tedavileri için yeni bir yaklaşım 
getirmiştir. 

  
Kliniğe giren ilk nesil mTOR inhibitörleri olan rapalog’lar, mTOR proteininin 

allosterik inhibitörleridir ve mTORC1 için seçicidir (Chiang ve Abraham 2007). 
Temsirolimus, mTORC1 üzerinde etkili bir hücre döngüsü inhibitörüdür. Renal hücre 
karsinomlarının tedavisinde kullanılmak üzere 2007 yılında FDA ve EMEA tarafından 
onaylanmış bir rapalog analoğudur (Heavey vd 2014). Temsirolimus’un tek başına veya 
bilinen çeşitli kemoteröpatik ilaçlarla kombine halde, akciğer, göğüs, yumurtalık, 
prostat, baş-boyun kanserlerinde, glioblastoma, melanoma ve lösemide, antitümöral 
etkisi olduğu gösterilmiştir (Gomez-Martin vd 2005). Dahası, temsirolimus’un küçük 
hücreli dışı akciğer kanseri hücre hatları üzerinde anti-proliferatif etkisi olduğunu 
gösteren yayınlar mevcuttur (Janku vd 2010, Janku vd 2011, Reungwetwattana vd 
2011). 

 
Hücre döngüsü G1/S kontrol noktasında etkili bir ilaç olan temsirolimus’un, 

mTOR proteini üzerindeki baskılayıcı etkisinden yararlanarak, adenokarsinoma 
özelliğindeki hücrelerimizi otofajik hücre ölümüne yönlendirmek çalışmamızın temel 
amacı olmuştur. Ayrıca, temsirolimus’un NCI-H1975 hücre hattında sergileyebileceği 
apoptotik etkileri, kaspaz -2, -3, -6, -8 ve -9 enzim aktivitelerindeki değişimin 
belirlenmesi ile de araştırılmıştır. Çalışmamızdan elde ettiğimiz bulgular, 
temsirolimus’un NCI-H1975 hücrelerinde doza ve zamana bağlı olarak hücre canlılığını 
azalttığını ancak mTOR proteinini inhibe etmediğini göstermiştir. Temsirolimus, hücre 
canlılığında azalmaya yol açan dozda, kaspaz -3, -8 ve -9 enzim aktivitelerinde 
istatistiksel açıdan önemli olduğu saptanan bir artışa neden olmuştur. Renal kanser 
hücrelerinde mTOR proteininin baskılanmasını sağlayarak hücrelerde otofajik ölümü 
tetikleyen bu ilaç, çalışmamızda kullandığımız NCI-H1975 hücrelerinde, beklenenin 
aksine, hücrelerde apoptoz mekanizmasını tetiklemektedir.  
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2. KURAMSAL BİLGİLER VE KAYNAK TARAMALARI 
 
2.1. Kanser 
 
           Kanser, hücre döngüsünün kontrolündeki işlev bozuklukları ve mutasyonların 
birikimi nedeniyle ölmesi gereken hasarlı ve mutant hücrelerin hücre döngüsü boyunca 
ilerleyerek meydana gelen genetik ve/veya epigenik değişiklikleri biriktirmesi 
sonucunda ortaya çıkabilen bir hastalık olarak tanımlanmaktadır (Ponder 2001, Foster 
2008). Genomda meydana gelen mutasyonlara bağlı olarak, normal hücrelerde 
malignant özelliklerin artması sonucunda kanserin oluştuğu bilinmektedir. DNA hasarı, 
replikasyon hataları ve metabolizmada oluşan zararlı yan ürünler gibi iç etmenler ya da 
iyonize radyasyon, UV ışınları ve karsinojenler gibi dış etmenler kansere neden 
olmaktadır (Bertram 2001). Normal hücrelerde meydana gelen DNA hasarı, DNA tamir 
mekanizmaları tarafından onarılır; onarılamayacak seviyedeki hasarlar ise hücrelerin 
ölümüne yol açar. Ancak kanser hücrelerinde hasarlı DNA tamir edilemez, hücreler 
kendilerini ölüme yönlendirecek mekanizmalardan kaçabilir ve bu sayede genomik 
hasarlı yeni hücreler üretmeye devam edebilir (American Cancer Society 2012). 
  
            Tümör baskılayıcı genler ve onkogenler hem tümör oluşumunda hem de var olan 
tümörün büyümesinde rol oynadıkları için kanserle en çok ilişkilendirilen genlerdir 
(Fearon 1997). Kanserleşmiş hücrelere bakıldığında mutasyonların çoğunlukla proto-
onkogenler ve tümör baskılayıcı genlerde meydana gelmiş olduğu görülmektedir. Hücre 
çoğalmasının farklı evrelerinde rol oynayan proto-onkogenler, bir mutasyon sonucu 
onkogene dönüştüğünde tümör büyümesine yol açar. Tümör baskılayıcı genlerde 
meydana gelen mutasyonlar ise mutant hücrelerde bölünmenin baskılanamamasına 
neden olduğu için, hücrelerin aşırı çoğalarak tümör oluşturmasını sağlar (Foster 2008). 
 

 Tüm kanser hücrelerinde ortak olarak görülen temel özellikler bulunmaktadır. 
Bu temel özelliklerin her biri, kanserin fizyolojik belirteçleri olarak gösterilmekte ve 
kanser tedavisi için farklı hedefler olarak kabul edilmektedir (Hanahan ve Weinberg 
2011). Bu özellikler: 
 
  

1) Dış kaynaklı büyüme sinyallerine ihtiyaç duymama,  
2) Büyümeyi durdurucu sinyallere karşı duyarlı olmama,  
3) Programlı hücre ölümünden kaçabilme, 
4) Yaşlanmaya direnç gösterme ve sınırsız üreme potansiyeline sahip olma, 
5) Yeni kan damarları oluşturabilme, 
6) Farklı dokulara saldırabilme ve bir bölgeden diğerine taşınabilme 

(metastaz)dir (Şekil 2.1). 
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Şekil 2.1. Kanser hücrelerinin temel özellikleri (Hanahan ve Weinberg 2011’den 
uyarlanmıştır) 

 
2.1.1.  Küçük Hücreli Dışı Akciğer Kanseri  

 
Akciğer kanseri, yirminci yüzyılın başlarında nadir görülen bir hastalık iken, 

sigara içme alışkanlığındaki artışa paralel olarak sıklığı giderek artmış ve dünyada en 
yaygın görülen kanser türlerinden biri haline gelmiştir (Spiro ve Porter 2002). Tüm 
dünyada akciğer kanseri erkeklerde kanser olgularının %14’ünü, bayanlarda ise 
%13’ünü oluşturur ve görülme sıklığı açısından yapılan sıralamada her iki cinsiyet için 
de ikinci sırada yer almaktadır (Siegel vd 2014).  

 
Akciğer kanseri için tanımlanan risk faktörleri arasında sigara ve tütün içimi, 

asbest, radon, krom, arsenik, is, katran gibi kimyasallara veya pasif içiciliğe maruz 
kalma,  radyasyon terapisi ile meme veya göğüs kanseri tedavisi,  ailesel yatkınlık yer 
almaktadır (American Cancer Society 2012). Akciğer kanseri özellikle sigara içimi ve 
yaşlılıkla ilişkilendirilen bir hastalık olarak bilinmesine rağmen, görülme sıklığı daha az 
olmakla birlikte sigara içmeyen ve genç bireylerde de görülebilir (Clamon 2015). 
Akciğer kanseri tanısı konulan üç kişiden ikisi altmış beş yaş ve üzerindedir. Tüm 
vakaların %2’den daha azı kırk beş yaşında veya daha gençtir. 
 

Akciğer kanseri küçük hücreli (nöroendokrin) karsinoma (KHAK) veya küçük 
hücreli dışı karsinoma (KHDAK) olarak kategorize edilir. KHDAK tüm akciğer kanseri 
vakalarının yaklaşık olarak %85’ini oluşturur (Dela Cruz vd 2011). KHDAK‘nin üç ana 
alt tipi vardır. Bu alt tiplerdeki hücreler, mikroskop altında bakıldığında, büyüklük, şekil 

Çoğalma sinyallerini sürdürmek Büyüme baskılayıcılardan kaçmak 

İmmün sistem elemanlarından kaçış 

Ölümsüzlük sağlayan replikasyon yeteneği 

Tümör teşvik inflamasyon sağlama 

İnvazyon ve metastazı aktive etme Anjiyogenezi indükleme 

Genomik kararsızlık ve mutasyon birikimi 

Hücre ölümüne karşı direnç 

Hücresel enerjinin düzensizleşmesi 
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ve kimyasal oluşumlarıyla birbirlerinden tamamen farklıdır. Tüm KHDAK vakalarının 
yaklaşık %25’i ile % 30’unda görülen pullu hücre karsinoması, akciğerlerin ortasında 
lokalizedir ve sigara kullanımı ile ilişkilidir. KHDAK vakalarının %10’u ile %15’inde 
görülen geniş hücre karsinoması ise akciğerin herhangi bir bölümünde ortaya çıkabilir 
ve hızlı bir şekilde büyüme/yayılma eğilimindedir. KHDAK vakalarının yaklaşık 
%40’ında görülen adenokarsinoma, genellikle sigara içimi ile ilişkilendirilmesine 
rağmen, sigara içmeyenlerde de görülebilen en yaygın akciğer kanseri tipidir. Akciğerin 
dış bölümlerinde bulunur ve diğer tiplere göre daha yavaş büyüme eğilimi sergiler 
(Langevin vd 2014). Çalışmamızda kullanılan NCI-H1975 (KHDAK, ATCC CRL-
5908™) hücre hattı, KHDAK tiplerinden en yaygın olarak görülen adenokarsinom 
özelliğe sahiptir. Bu hücre hattı ilk primer kültür olarak sigara içmeyen Kafkas bir 
kadından izole edilmiştir (ATCC).  
 

Günümüzde uygulanan KHDAK tedavileri, uzun dönem sağ kalım oranlarındaki 
düşüklük nedeni ile yetersiz kalmaktadır. Kemoterapi ve ışın tedavisi gibi geleneksel 
tedaviler, hastalara bir yılı aşmayan sağkalım süresi sunabilmektedir. Bu nedenle son 
yıllarda tedavilerin daha etkili hale getirilmesi, ömür uzunluğunu arttırabilecek yeni 
alternatif tedavilerin ve biyolojik ajanların geliştirilmesi için yapılan çalışmalar dikkat 
çekmektedir (Mendez vd 2011). 
 
2.2 Hücre Ölümü          
  
 Hücre ölüm programları doku homeostasisi, gelişimi ve hücresel stres 
yanıtlarında rol alan mekanizmalardır (Blank ve Shiloh 2007). Hücre ölümünün 
morfolojik özellikleri, hücresel ölüm tiplerinin tanımlanmasında sıklıkla kullanılan 
biyolojik belirteçlerdir (Ziegler ve Groscurth 2004). Hücre ölüm yolaklarındaki 
bozukluklar, hücrelerin ölümden kaçmasına ve sonuçta tümörogenezise yol açar (Blank 
ve Shiloh 2007). 

2.2.1. Mitotik Hücre Ölümü (Mitotik Katastrof) 

           Mitotik katastrof olarak adlandırılan hücre ölümü, hücreler içinde iki ya da daha 
fazla mikronükleus oluşumu ile kendini gösteren anormal mitozun bir sonucudur (Blank 
ve Shiloh 2007). Mitotik katastrof hücre döngüsü kontrol noktalarının yetersizliğinden 
ve hücrede oluşan farklı hasarların birikmesinden kaynaklanır (Castedo vd 2004, 
Galluzi vd 2007).  

 Mitotik hücre ölümü için iki temel mekanizma önerilmektedir. Birincisi, çok 
kutuplu mitoz bölünmeyi takiben mikronükleus oluşumunu tetikleyen kromozomların 
anormal duplikasyonu olarak tanımlanabilir. Mitotik hücre ölümünün diğer 
mekanizması ise, DNA'sı hasarlı olan hücrelerle ilişkilidir. Bu hücrelerde mitotik hücre 
ölümü, CdkI’in düzensiz aktivasyonundan kaynaklanır. Ayrıca hasarı tamir edilememiş 
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hücrelerin erken mitoza girmeleri mitototik hücre ölümünün diğer bir nedenidir (Blank 
ve Shiloh 2007). 

2.2.2. Nekroz 

        Hücre ölümünün bu tipi genellikle enfeksiyon, inflamasyon ya da iskemi gibi 
patofizyolojik olayların bir sonucu olarak ortaya çıkmaktadır. Nekrozun en belirgin 
özellikleri; hücresel enerjinin tükenmesi, hücre membranının şişmesi ve kopması ile 
membran lipitlerinin hasarlanması, homeostatik iyon pompaları/kanallarının 
fonksiyonlarındaki kayıp ve apoptotik olmayan proteazların aktivasyonudur (Blank ve 
Shiloh 2007). Nekrotik hücrenin parçalanan membranından hücresel içeriklerin ve öncül 
inflamatuvar moleküllerin hücreler arası boşluğa salınması inflamasyon yanıtın 
başlamasına yol açar (Jin ve El-Deiry 2005).  

2.2.3. Apoptoz  

Apoptoz terimi ilk kez 1972 yılında Kerr, Wyllie ve Currie’nin yayınlarında 
hücre ölümünün farklı morfolojik yapısını tanımlamak için kullanılmıştır (Kerr vd 1972, 
Paweletz 2001, Kerr 2002, Elmore 2007).  Apoptoz, Caenorhabditis elegans’tan insana 
kadar tüm çok hücreli canlılarda görülen, evrimsel olarak çok iyi korunmuş bir 
mekanizmadır (Cummings vd 2004, Heemst vd 2007). Apoptoz hücre içinde dinamik 
olarak gerçekleşen bir olaydır ve çok hücreli organizmaların gelişiminde, dokularda 
hücre popülasyonunun sürdürülmesinde ve düzenlenmesinde önemli rol oynayan bir 
süreçtir (Leist ve Jaattela 2001, Gewies 2003). Apoptoz, aynı zamanda fonksiyonu 
bozulmuş hücrelerin elenmesini sağlayan ‘programlı’ hücre ölümünün bir şekli olarak 
da tanımlanabilir. Hücre hacmindeki kayıp, plazma membran kabarcıkları, nükleer 
yoğunlaşma, kromatin kondensasyonu ve DNA’da endonükleotik parçalanma gibi 
özellikler apoptotik hücreler için karakterizedir (Hu ve Kavanagh 2003). Apoptoz 
sırasında hücre membranı asimetrisini kaybeder ve fosfatidilserin uçları hücre 
yüzeyinden dışarı çıkar. Bu sayede, makrofajlara bu hücrelerin parçalanmasıyla ilgili 
sinyaller gönderilmiş olur. Oluşan apoptotik cisimcikler fagositik hücrelerce yok edilir. 
Böylece çevre dokularda inflamasyona yol açmaz (Cohen 1998). Apoptoz, hücre 
büyüme ve bölünme sinyalleri, hücrede meydana gelen tamiri mümkün olmayan 
hasarlar, miktarı artan reaktif oksijen türevleri gibi hücre içi sinyaller ve sitotoksik 
ajanlar, bazı kimyasallar, iyonize radyasyon gibi hücre dışı sinyaller ile düzenlenir 
(Formigli vd 2000, Debnath vd 2005, Elmore 2007). 

 Apoptoz sürecinde meydana gelen olaylar sırasıyla; hücrede tamir edilemeyen 
hasarlar sonucunda DNA’nın fragmentasyonu, kaspazların aktivasyonu, hücre iskeleti 
ve nükleer proteinlerin yıkımı, proteinlerin çapraz bağlanması, apoptotik cisimciklerin 
oluşumu, fagositik hücre reseptörleri için ligandların ekspresyonu ve en sonunda 
fagositik hücreler tarafından apoptotik cisimciklerin yok edilmesidir (Elmore 2007). 
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Apoptoz mekanizmasında, dışsal/ölüm reseptörü yolağı ve içsel/mitokondriyal 
yolak olmak üzere iki temel sinyal yolağı bulunmaktadır (Igney ve Krammer 2002). 
Bunlara ek olarak perforin-granzim bağımlı hücre ölümünü içeren apoptotik bir yolak 
daha olduğu ortaya çıkarılmıştır (Martinvalet vd 2005) (Şekil 2.2). Dışsal, içsel ve 
granzim B yolakları, aynı başlangıç noktasında ya da kaspaz-3'ün aktivasyonu ile aynı 
infaz yolağında kesişir (Elmore 2007).   

Dışsal yolak Fas, TNF ya da TRAIL gibi hücre yüzey reseptörleri aracılığı ile 
başlatılır. Ölüm ligandlarının uyarımı, ölüm başlatıcı sinyal kompleksi (DISC), kaspaz-
8 ve Fas-ilişkili ölüm domaininin varlığı ve reseptörlerin oligomerizasyonu ile 
sonuçlanır. DISC’te kaspaz-8’in otoaktivasyonu, hücre ölüm programının ilerletici 
efektörleri olarak fonksiyon gören kaspaz-3, -6 ve -7'nin aktivasyonu ile devam eder 
(Ashkenazi ve Dixit 1998, Zhaoyu ve Wafik 2005). 

İçsel yolak, mitokondride kesişen farklı apoptotik uyarımların aracılığı ile 
başlatılır. Mitokondriden sitoplazmaya sitokrom c salınır. Sitosolik sitokrom c, 
apoptozom olarak bilinen DISC benzeri kompleksi üretmek için apoptoz proteaz aktive 
edici faktör 1 (Apaf1) ve prokaspaz-9’a bağlanır. Apoptozom içerisinde kaspaz-9 
aktifleşir ve kaspaz-3’ün aktivasyonuna yol açar. Böylece kaspaz kaskadı başlatılmış 
olur (Shi 2002, Zhaoyu ve Wafik 2005). İçsel yolaktaki olayların düzenlenmesi ve 
kontrolü Bcl-2 protein ailesinin üyeleri sayesinde olur (Cory ve Adams 2002, Elmore 
2007). Mitokondiriyal membran geçirgenliğinin artması sonucu mitokondriden 
sitokrom c salınımı Bcl-2 proteinleri sayesinde gerçekleşmektedir  (Li vd 1998, Esposti 
2002, Elmore 2007). Tümör supressör protein p53, Bcl-2 ailesi proteinlerinin 
düzenlenmesinde önemli rol oynar, ancak kesin mekanizma henüz tamamen 
açıklanmamıştır (Schuler ve Green 2001, Elmore 2007). Pro-apoptotik veya anti-
apoptotik olabilen Bcl-2 ailesinin proteinleri mitokondriyal membran geçirgenliğinde 
rol oynar. Günümüzde, Bcl-2 ailesinde toplam 25 gen tanımlanmıştır. Bu aileye ait bazı 
önemli anti-apoptotik proteinler; Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w, BAG, pro-
apoptotik proteinler ise; Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik, ve Blk'dır. Bu 
proteinler, hücrenin apoptoza gidip gidemeyeceğine karar vermesinde kritik bir öneme 
sahiptir (Li vd 1998, Esposti 2002, Elmore 2007). 

Üçüncü bir yolak olarak tanımlanan Granzim B (GrB) yolağı,  ilk kez 
granülositlerde keşfedildiği için Granülosit-enzim kelimelerini birleştirilmesiyle 
adlandırılmıştır. Granzim B, sitotoksik T hücrelerinden salgılanarak GrB reseptörlerine 
bağlanır. GrB bir serin proteazdır. Sitoplazma içine alınan GrB, kaspaz kaskadı 
üzerinden apoptozu başlatır (Darmon vd 1995, Martin vd 1996, Srinivasula vd 1996, 
Andrade vd 1998).  
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Şekil 2.2. Apoptozun şematik gösterimi 

Kaspazlar, apoptotik sinyal ağında merkezi rol alan, apoptotik hücre ölümünün 
gerçekleşebilmesi için her durumda aktifleşmesi gereken sistein proteazlardır. Sistein 
bağımlı aspartata özgül bu proteazlar, Caenorhabditis elegans’ın ced-3 geni ile 
homoloji gösterir (Bratton vd 2000, Gewies 2003). Kaspazlar, pentapeptit QACRG’nin 
oldukça korunmuş, aktif kısmındaki önemli sistein uçlarına bağlanarak katalitik 
aktivitelerini gösterirler ve substratlarını özellikle Asp uçlarından keserler (Denault ve 
Salvesen 2002, Richardson ve Kumar 2002, Gewies 2003). Kaspazların hücre 
içerisindeki substratları arasında; proapoptotik moleküller, apoptoz düzenleyicileri, 
yapısal proteinler, hücresel DNA tamir proteinleri ve hücre döngüsü ile ilgili proteinler 
sıralanabilir (Degretev vd 2003, Zhaoyu ve Wafik 2005). 

Bilinen yaklaşık 14 tane memeli kaspazı vardır. Kaspazların pek çok özelliği 
ortaktır (Stennicke ve Salvesen 2000, Zhaoyu ve Wafik 2005). Kaspazlar, hücre içinde 
prokaspazlar olarak nitelendirilen inaktif zimojen granüller olarak sentezlenir (Denault 
ve Salvesen 2002, Gewies 2003 ). 

Fonksiyonlarına bağlı olarak, kaspazlar 3 grupta sınıflandırılabilirler: 

1. İnflamatuar kaspazlar: İnflamasyon için gerekli olan kaspaz-1, -4, -5, -11, -12, -13 
ve -14’ü içerir.          
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2. Başlatıcı kaspazlar: Apoptoz mekanizmasını başlatan bu enzimler, reseptör 
moleküllerle ilişki kuran efektör ölüm (DED) (kaspaz-8 ve -10) ya da alıcı (CARD) 
(kaspaz -2, -9) prodomainlerine sahiptir. 

3. Efektör kaspazlar: Bu yıkıcı sınıf (kaspaz-3, -6, -7) kısa bir prodomain 
bulundurmasıyla karakterizedir. Tipik olarak çok çeşitli hücresel substratların 
kesilmesiyle apoptozun infaz aşamasında rol oynar ve kendinden bir önceki 
kaspaz/kaspazlar tarafından aktive edilerek çalışırlar (Degretev vd 2003, Zhaoyu ve 
Wafik 2005). 

Apoptozun anormal düzenlenmesi kansere yol açabilir. Tümör hücreleri sıklıkla 
kontrolsüz büyümeye izin veren normal apoptotik sinyallere karşı direnç geliştirir 
(Ashkenazi ve Dixit 1998). Kanser hücrelerinde apoptoza direnç geliştirilmesine yol 
açan iki temel mekanizma bulunmaktadır.  Birincisi, somatik ya da somatik olmayan 
mutasyonlar ve proapoptotik moleküllerin ekspresyonundaki kayıp, ikincisi de apoptoz 
inhibe edici moleküllerin aşırı ekspresyonudur (Freedman vd 2004, Soung vd 2005, 
Ghavami vd 2009). Ayrıca apoptozun düzenlenmesindeki eksiklik, otoimmün 
hastalıklar ve/veya viral enfeksiyonların yayılmasına sebep olurken; nörodejenaratif 
hastalıklar, AIDS ve iskemik hastalıklar ise apoptoz mekanizmasının aşırı derecede 
aktivasyonu sonucu meydana gelir. (Fadeel 1999, Gewies 2003). 

Hücrelerde DNA hasarının belirlenmesinden ve tamir edilememesinden sonra, 
hücreyi ölüme götüren apoptotik süreç, karsinogenezde mutant hücrelerin çoğalmasının 
engellemesinde de oldukça önemlidir (Foster 2008). Tümör hücreleri ile mücadelede 
proapoptotik sinyallerin aktivasyonu ya da antiapoptotik sinyallerin inhibisyonu kanser 
tedavisi için en kritik hedeflerdir (Freedman vd 2004, Soung vd 2005, Ghavami vd 
2009).  

2.2.4. Otofaji 

Otofaji, yunancada ‘oto’ (kendi) ve ‘faji’ (yemek) anlamında kullanılan 
kelimelerden türetilmiş bir terimdir. Evrimsel olarak oldukça korunmuş bir katabolik 
süreci ifade eden otofaji terimi; fizyolojik süreçlerde, gelişme ve farklılaşma sırasında 
hücrenin yeniden şekillenmesini, besin kıtlığında aminoasit üretimini ve hasarlı ya da 
istenmeyen organel ve/veya moleküllerin elenmesini sağlamaktadır (Mizushima vd 
2008, Liu vd 2010). 

Besin kıtlığında, hücre büyümesinin kontrolünde, yaşlanma karşıtı 
mekanizmalarda ve doğal bağışıklıkta gereksinim duyulan otofaji mekanizmasının 
düzenlenmesindeki aksaklıklar, kansere, kardiyomiyopatiye, kas hastalıklarına ve 
nörodejenaratif hastalıklara sebep olabilmektedir (Levine ve Klionsky 2004). 

Otofajinin mikrootofaji, makrootofaji ve şaperon-aracılı otofaji olarak 
adlandırılan üç temel şekli vardır (Klionsky 2005, Massey vd 2006, Cecconi ve Levine 
2008) (Şekil 2.3). Mikrootofaji, lizozom membranın içe çökmesi ile sitoplazmanın 
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doğrudan sindirilmesi olayıdır. Şaperon aracılı otofaji, KFERQ motifli proteinlerin 
lizozom zarına seçici biçimde taşınmasını sağlamaktadır. Makrootofaji ise, pek çok 
hücrede bazal düzeyde oluşur ve uzun ömürlü proteinler ile hasar görmüş organellerin 
parçalanmasında önemli rol üstlenir. 

 

Şekil 2.3. Otofaji şekilleri (Wirawan vd 2012’den uyarlanmıştır) 

Otofaji mekanizmasında rol oynayan, kısaca Atg genleri olarak adlandırılan  
genlerin çoğu, mayada yapılan çalışmalar sonucunda ortaya çıkarılmıştır. Günümüzde 
otuzdan fazla Atg geni tanımlanmıştır (Xie ve Klionsky 2007). Atg genleri, otofajinin 
başlatılması, otofagozomun oluşumu/olgunlaştırılması ve otofagozom içerisinde 
bulunan makromoleküllerin ve/veya organellerin parçalanması için gerekli olan 
proteinleri kodlar (Levine ve Yuan 2005). 

Otofaji mekanizmasında meydana gelen en önemli olay, otofagozom ve 
otolizozomun oluşumudur (Aredia vd 2012). Bu oluşum sırasında, otofajik vezikülün 
biyogenezi için gerekli olan Atg8-fosfotidiletanolamin (Atg8-PE) ve Atg12-Atg5 
ubikuitin benzeri konjugasyon sistemleri görev alır. Otofagozom oluşumunun ilk 
aşaması, çeşitli organeller ve plazma membranından orjinlenen, “otofajik kesecik” ya da 
bir başka deyişle “izolasyon membranı” olarak adlandırılan çift membranlı yapının 
oluştuğu çekirdeklenmedir (Öz Arslan vd 2011). Çekirdeklenme aşamasını, ‘ otofaji 
oluşum merkezi’ (PAS) ile ilişkili bir protein kompleksini oluşturan Atg12-Atg5 
heterodimerinin oluşumu düzenler (Xie ve Klionsky 2007, Öz Arslan vd 2011, Aredia 
vd 2012). Çekirdeklenme aşamasından sonra, otofaji oluşum merkezi genişleyerek, 
hasarlı organelleri veya yanlış katlanmış, uzun ömürlü proteinleri içeren sitosolik 
bileşenleri kaplar (Mizushima ve Levine 2010, Aredia vd 2012). ATG12, ATG5’e 

Amino asitler 

Serbest yağ asitleri 
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bağlanırken, LC3-I (mikrotübül- ilişkili protein ışık zinciri 3) olarak adlandırılan maya 
ATG8’inin ortoloğu, PE (fosfotidiletanolamin) ile birleşir (Chen ve Klionsky 2011, 
Aredia vd 2012). Bu birleşim LC3-I’in lipidlenmesini sağlar ve LC3-II oluşur. 
Ardından, hücre iskeleti ve lizozom membran proteinleri tarafından kontrol edilen 
olgunlaşma sürecinde, otofagozom, otolizozomu oluşturmak için lizozomla kaynaşır 
(Xie ve Klionsky 2007, Chen ve Klionsky 2011, Aredia vd 2012). Olgunlaşma sürecini 
takiben, otolizozomal içeriğin yağlara, şekerlere, proteinlere ve nükleotitlere metabolize 
edildiği yıkım süreci meydana gelir (Xie ve Klionsky 2007, Burman ve Ktistakis 2010, 
Chen ve Klionsky 2011, Aredia vd 2012) (Şekil 2.4).  

 

 

Şekil 2.4. Otofagozom ve otolizozomun oluşumu (Aredia vd 2012’den uyarlanmıştır) 

Sitoplazma ve organellerin önemli bir kısmını yok eden, ancak belirli bir eşiğin 
üzerinde meydana gelen otofajik aktivite, geri dönüşü olmayan hücresel atrofiye yol 
açar ve hücresel fonksiyonların tamamen çökmesine sebep olur (Lum vd 2005). Bu 
fonksiyon kayıpları, hücreleri otofajik hücre ölümüne yönlendirir. 

Otofajinin hücre ölümü olarak hedeflenebilecek bir mekanizma olduğuna dair 
önemli kanıtlar bulunmaktadır. MCF-7 meme kanseri hücrelerinin östrojen reseptör 
antagonisti tamoksifen tarafından tetiklenen ölümü (Bursch vd 1996), lösemi 
hücrelerinin TNF-α’ya bağlı ölümleri (Jia vd 1997), mide ve gliom hücrelerinin aktive 
olmuş Ras tarafından öldürülmesi (Chi vd 1999) ve sinir hücrelerinin büyüme faktörü 
eksikliğinden dolayı ölümleri (Xue vd 1999) otofajik ölüm mekanizmalarına örnek 
verilebilir. Ayrıca, L929 fare fibroblastları, U937 monosit hücreleri ve makrofajlarda bir 
kaspaz inhibitörü olan Z-VAD’ın yol açtığı ölümler (Shimizu vd 2004, Yu vd 2004, Xu 
vd 2006) ve Bax / Bak genleri sessizleştirilmiş fibroblastların etoposit ve staurosporin 
etkisi altında gözlenen ölümler, otofajik gen ifadelerinin baskılaması sonucu 
önlenebilmiştir. (Reef vd 2006). 

Otofaji, hücrelerde uyaran çeşidine göre, tümör baskılayıcı ya da tümör 
oluşumunu teşvik edici bir mekanizma olarak işlev görebilir (Şekil 2.5). Tümör 
baskılayıcı özellikteki otofaji, genomik hasarlı hücrelerde kromozomal kararsızlığın 
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ortadan kaldırılmasını sağlar (Kang ve Avery 2008). Kanser hücreleri, LC3-II ve 
Beclin1 olarak adlandırılan otofaji ilişkili proteinleri düşük seviyelerde ifade ederek, 
normal hücrelere oranla daha az otofajik aktivite sergilerler. White ve arkadaşlarının 
yaptıkları çalışmada, Beclin1’in ifade edilmediği farelerin erken embriyonik dönemde 
öldükleri gösterilmiştir. Aynı çalışmada, Beclin1 için heterozigot genotipe sahip 
farelerin yaşamalarına rağmen yabanıl tip farelerle kıyaslandıklarında, dört kat daha 
fazla spontan tümör oluşturdukları da gösterilmiştir (Yue vd 2003, White vd 2011). 
Beclin1 geninin, prostat kanserlerinin %40’ında, göğüs kanserlerinin %50’sinde ve 
rahim kanserlerinin %75’inde hiç eksprese edilmediği gösterilmiştir. Ayrıca, Beclin1 
geninin kolon kanserinde, beyin tümörlerinde ve hepatosellülar karsinomada normalden 
daha az eksprese edildiği bilinmektedir. Tüm bu veriler, otofaji mekanizmasında 
meydana gelen hasarın kanser gelişimi ile yakından ilişkili olduğunu göstermektedir.  

Otofaji, sınırlı anjiyogenezisin neden olduğu besin kıtlığı ve hipoksi 
durumlarında, tümör hücrelerinde apoptozun inhibisyonuna sebep olur. Bu durum, 
tümör hücrelerinin ölüm mekanizmasından kaçarak hayatta kalmalarını sağlar (Hippert 
vd 2006). Kemoterapide kullanılan ajanlar arasında yer alan histon deasetilaz 
inhibitörleri, arsenik trioksit, imatinib ve rapamisinin, insan kanser hücre hatlarında, 
otofajiyi indükledikleri gösterilmiştir (Dalby vd 2010). Bunun yanı sıra, radyasyon 
terapisi ve antiöstrojen hormonal terapi gibi antineoplastik terapiler de otofajiyi 
indüklemektedir (Hippert vd 2006). Otofaji ve apoptoz arasında en az üç farklı bağlantı 
olduğu bilinmektedir. Otofaji; apoptoza paralel olarak hücre ölümüne yol açabildiği 
gibi, apoptozu baskılayarak hücrenin hayatta kalmasını sağlayabilir ya da apoptoz için 
bir ön koşul olabilir (Eisenberg-Lerner vd 2009). Otofaji, kendi başına hücre ölümüne 
sebep olmadan apoptotik hücre ölümüne yardımcı olabilmektedir (Öz Arslan vd 2011). 
Örneğin; besin kıtlığı sırasında otofaji ile hücresel ATP seviyesinin korunması 
apoptozun önemli bir belirteci olan fosfotidilserinlerin hücre zarının dışına transferini 
sağlar (Qu vd 2007). Bazı durumlarda otofaji ve apoptoz hücrede birbirine zıt etkiler 
yapabilmektedir. Otofaji hücre ölümüne karşı bir hayatta kalma mekanizması şeklinde 
çalışarak, apoptozun durdurulmasına ve ölümün engellenmesine yol açmaktadır (Öz 
Arslan vd 2011).  

Apoptoz ve otofajinin birlikte çalıştığını gösteren pek çok yayın bulunmaktadır. 
Apoptozu arttırdığı bilinen uyaranlardan etoposit, fare embriyonik fibroblast 
hücrelerinde (MEF), seramid de meme ve kolon karsinomalarında apoptozla beraber 
otofaji aktivasyonuna neden olmuştur (Pattingre vd 2009). İmatinib ile tedavi edilen 
Kaposi sarkomasında ve MG132 adlı proteozom inhibitörü ile muamele edilen PC3 
prostat kanser hücrelerinde görülen ölümler de, apoptoz-otofaji işbirliğine verilebilecek 
örnekler arasında yer almaktadır  (Yang vd 2006, Basciani vd 2007, Öz Arslan vd 
2011). 
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Şekil 2.5. Kanser gelişiminde otofaji (Aredia vd 2012’den uyarlanmıştır) 

Moleküler düzeyde otofaji yolaklarının apoptoz sistemi ile etkileşimlerinin 
olduğunu destekleyen pek çok yayın bulunmaktadır. Örneğin;  

a) Apoptoz düzenleyici moleküller olan Bcl-2, Bcl-xL, Bax ve Bak proteinleri, 
otofajik proteinlerden biri olan Beclin1 ile etkileşir ve bu etkileşim sayesinde 
otofaji sürecinin düzenlenmesi sağlanır (Shimizu vd 2004, Pattingre ve Levine 
2006, Blank ve Shiloh 2007). 

b) Hepatositlerin TNF-α ile tedavisinde, lizozomal proteaz katepsin B’nin 
proapoptotik BH3-tek aile üyesi Bid’in aktivasyonunu sağlaması ve sitokrom 
c’nin mitokondriyal salınımını desteklemesi ile apoptoza katkıda bulunduğu 
gösterilmiştir (Guicciardi vd 2000, Stoka vd 2001, Blank vd Shiloh 2007). 

c) P70S6K ve Akt’nin PDK-I (sınıf I PI3-K) tarafından fosforillenmesi, hem otofaji 
hem de apoptozu inhibe etmektedir (Vanhaesebroeck ve Alessi 2000, Blank ve 
Shiloh 2007). 

d) Apoptoz indükleyici ligand TRAIL, memeli asinisinde otofajiye aracılık 
etmektedir  (Mills vd 2004, Blank ve Shiloh 2007). 

e) Apoptotik mekanizmada meydana gelen DNA fragmentasyonuna sebep olan 
bazı endonükleazlar lizozomlardan kökenlenir (Kessel vd 2000, Blank ve Shiloh 
2007). 

f) Ölüm ilişkili protein kinazlar olan DAPk ve DPR-1, hem apoptotik 
tomurcuklanmayı hem de otofajik vakuol oluşumunu indükler (Inbal vd 2002, 
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Bialik ve Kimchi 2004, Bialik ve Kimchi 2006, Pattingre ve Levine 2006, Blank 
ve Shiloh 2007).  

g) Hücre içerisinde birçok metabolik süreçte işlev gören mTOR proteini, hem 
otofajinin hem de apoptozun düzenlenmesinde rol oynar  (Proud 2004, Blank ve 
Shiloh 2007). 

2.3. mTOR Protein Kompleksi  

Rapamisin ilişkili protein (FRAP), rapamisin hedefi (RAPT1) ya da sirolimus 
efektör proteini (SEP) olarak da bilinen (Janus vd 2005) memeli rapamisin hedefi 
(mTOR), 289 kDa’luk bir Ser/Thr kinazdır. Saccharomyces cerevisiae’nin TOR1 ve 
TOR2 protein altbirimlerinin ortoloğudur. TOR, mayalardan memelilere kadar birçok 
canlıda ifade edilen evrimsel olarak korunmuş bir kinazdır. İnsan, fare ve rat mTOR 
proteinleri % 95 oranında benzerlik göstermektedir (Huang vd 2003). 

mTOR proteini beş domainden oluşur. Bunlar; katalitik kinaz domaini, FKBP12-
rapamisin bağlayıcı (FRB) domain, C-terminal ucunun yanında oto-inhibitor domain, 
N-terminal ucunun yanında FAT (FRAP-ATM-TRRAP) domaini ve FATC (FAT C-
terminal) domainidir. Ayrıca bu protein, 20’den fazla tekrarlı diziye sahip iki adet 
HEAT (Huntingtin, EF3, PP2A’nın bir alt birimi ve TOR) motifi taşımaktadır (Gingras 
vd 2001, Huang vd 2003) (Şekil 2.6). Proteinin C-terminalinde yer alan katalitik kinaz 
domaini, PI3K’ın lipit kinaz domainiyle homologtur. Bu yüzden, mTOR, PI3K-ilişkili 
kinaz ailesinin bir üyesi olarak kabul edilir. Bu ailenin üyeleri; hücre büyümesi, 
bölünmesi ve kontrolü, DNA’da meydana gelen hasarların kontrolü, telomer 
uzunluğunun sabit tutulması ve DNA rekombinasyonu gibi temel moleküler olaylarda 
rol oynamaktadır (Janus vd 2005). Hücre içerisinde besin kıtlığı olmadığı durumlarda, 
mTOR yolağı aktive olarak, hücrenin hayatta kalması, büyümesi ve çoğalması için 
gerekli olan proteinlerin biyosentezi sağlar (Arango vd 2009). 

 

Şekil 2.6. mTOR domainlerinin şematik gösterimi (Huang vd 2003). 

mTOR protein kompleksi, mTORC1 ve mTORC2 olarak adlandırılan ve farklı 
görevler üstlenmiş iki katalitik alt üniteden oluşur. mTORC1 ve mTORC2, farklı 
hücresel fonksiyonları düzenleyen değişik substratları fosforiller. Örneğin; mTORC2, 
hücre hayatta kalımı ve hücre iskeletinin organizasyonunu kontrol eden, AKT, SGK1 ve 
PKC’yi fosforiller. Diğer yandan, mTORC1, kap-bağımlı translasyon artışıyla hücre 
büyümesi ve çoğalmasını elF-4E bağımlı proteinler ve S6 kinazlar aracılığı ile uyarır 
(Dowling vd 2010). 
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mTORC1 alt ünitesi, protein kompleksinin rapamisine duyarlı birimidir (Jung vd 
2010) ve mTORC1 sinyali, pek çok sinyal kaskadı tarafından düzenlenir (Dowling vd 
2010). Besin bolluğunda, TOR kinaz aktif hale gelir ve hücre büyümesine yol açan, 
hücre döngüsünün G1’den S fazına geçmesini kontrol eden proteinlerin translasyonunun 
başlamasına neden olan p70S6K ve elF-4E’nin aktivasyonunu sağlar (Huang ve 
Klionsky 2007). Memeli hücrelerinde, S6KI ve 4EBP1’e mTOR sinyalinin iletimi, 
PI3K/AKT yolağının sinyal iletimine bağlıdır. Aktive olmuş AKT, TSC2’yi fosforiller 
ve mTOR inhibisyonunu sınırlandırır (Janus vd 2005). Tüberoz sklerozis kompleks 
(TSC1/TSC2), mTORC1 sinyalini inhibe etmek için upstream olarak fonksiyon görür. 
TSC1/TSC2’nin mTORC1 üzerindeki inhibe edici etkisine benzer şekilde, TSC2’nin 
aşırı ekspresyonu, mTORC1’in hedefleri 4E-BP ve S6K’ların fosforilasyonunu azaltır. 
4E-BP ve S6K’ların fosforilasyonları, mTORC1’in bir bileşeni olarak tanımlanmış 
PRAS40 (prolince zengin AKT substratı 40 kDa)’ın aşırı ekspresyonu tarafından da 
belirgin biçimde azaltılmaktadır. mTORC1 sinyalinin farklı kanser tiplerinde düzensiz 
olduğu bilinmektedir. Agresif olduğu ve zayıf prognoz gösterdiği bilinen bazı kanser 
tiplerinde, mTORC1’in downstream hedeflerinin fosforilasyonunun ve/veya 
ekspresyonlarının arttığı gösterilmiştir. Dolayısıyla,  mTORC1 antikanser terapiler için 
önemli bir hedef olarak gösterilmektedir (Dowling vd 2010). Translasyonda önemli bir 
rolü olduğu bilinen mTORC1 altbiriminin bazı hücresel olaylarda da farklı roller 
üstlendiği gösterilmiştir. Örneğin, mTORC1 lizozomal mekanizmayla hücresel 
organelleri ve/veya uzun ömürlü proteinleri yıkarak otofajiyi inhibe eder (Codogno ve 
Meijer 2005) (Şekil 2.7).   
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Şekil 2.7.  mTOR Yolağı (Efeyan ve Sabatini 2010’dan uyarlanmıştır) 

2.2.6. Temsirolimus (CCI-779) 

Antikanser ilaç geliştirmek için yürütülen tüm çalışmaların temel amacı kanser 
hücrelerini seçici bir şekilde öldürebilecek etkili bir ilaç geliştirmektir. Bunu 
başarmadaki olası yollardan biri, sadece tümör hücreleri için spesifik ve toksik 
moleküler hedeflerin keşfidir. Bu bağlamda, hücre döngüsü kontrol noktalarını hedef 
alan yeni ajanların etkilerinin incelenmesi son yıllarda en dikkat çeken araştırma 
konuları arasında yer almaktadır (Janus vd 2005). 

Rapamisin, doğal olarak meydana gelen, mTORC1’in spesifik, allosterik bir 
inhibitörü olarak davranan makrolit trien bir antibiyotiktir (Dowling vd 2010). 
Rapamisin, hücreleri G1 fazında yavaşlatmayı veya durdurmayı başaran bir sitostatik 
ajandır (Huang vd 2003). Rapamisin, hücre içi reseptörü FK506-bağlayıcı proteine 
(FKBP12) ve ardından oluşan bu kompleks mTOR’a bağlanır. Bu üçlü kompleksin 
oluşumundan sonra, mTOR’un p70S6K ve 4EBP’ye karşı kinaz aktivitesi zayıflar (Hui 
vd 2009).  
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Rapamisin’in sınırlı farmakolojik özellikleri, analoglarının sentezlenmesine 
sebep olmuştur (Fasolo ve Sessa 2008, Brachmann vd 2009). Rapamisin’in hem hücre 
çoğalması hem de büyümesini baskılama yeteneği (mTORC1 inhibisyonu yoluyla), 
rapamisin ve analoglarının potansiyel antikanser ajanlar olarak kullanılabileceğini 
göstermektedir (Faivre vd 2006, Petroulakis vd 2006, Dowling vd 2010). Günümüzde 
‘rapaloglar’ olarak bilinen bu türevler [CCI-779 (temsirolimus), RAD001 (everolimus), 
AP23573 (deforolimus)], klinik kanser çalışmalarında sıklıkla kullanılmaktadır (Fasolo 
ve Sessa 2008, Brachmann vd 2009). Bu çalışmalarda, rapamisinin (sirolimusun); 
temsirolimus (CCI-779), everolimus (RAD001), deforolimus (AP23573) gibi 
analoglarının tek başlarına ya da bilinen kemoteröpatik ajanlarla kombine halinde 
kullanılmalarının otofajik hücre ölümünü arttırdığı gösterilmiştir (Vignot vd 2005). 

Rapamisin’in çözülebilir ester formu, temsirolimus, başlangıçta antifungal bir 
ilaç olarak, sonrasında antikanser aktivitesinin fark edilmesiyle immünosupresif bir ajan 
olarak kullanılan doğal bir üründür (Rini 2008). Temsirolimus suda rapamisinden daha 
iyi çözünür (Hui vd 2009). Temsirolimus, rapamisine ek olarak C-40-O pozisyonunda 
dihidroksilmetil propionik asit ester grubu içerdiğinden dolayı, damar içi uygulamadan 
sonra hızlıca hidrolize edilir (Liu vd 2009) (Şekil 2.8).  Hücre döngüsü inhibitörü-779 
(CCI-779) adı ile de bilinen temsirolimus 1990’larda tanımlanmış ve sonraki yıllarda 
antikanser özellikleri araştırılmaya başlanmıştır (Peralba vd 2003, Rini 2008). 
Temsirolimus, Wyeth Ayerst’deki araştırmacılar tarafından tümör çoğalmasını 
geciktirici bir sitostatik ajan olarak tanımlanmıştır (Vignot vd 2005). 

 

Şekil 2.8. Temsirolimus’un açık formülü ve etki mekanizması (Rini vd 2007’den 
uyarlanmıştır) 

Temsirolimus, ilerlemiş böbrek hücre karsinoması tedavisinde kullanılmak için 
onaylanmıştır. Bu ajan, hücre içi protein FKBP-12 ile bir kompleks oluşturur. Oluşan bu 
kompleks hücre döngüsünün kontrolünde ve anjiyogenezde gerekli proteinleri 
downregüle edici mTOR sinyalini inhibe eder (Hay ve Sonenberg 2004, Del Bufalo 
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2006, Abraham 2007). mTOR’un farmakolojik inhibisyonu, hücre döngüsünde G1 
fazından S fazına geçişini azaltır (Pene vd 2002, Vignot vd 2005). 

Temsirolimus’un, akciğer, göğüs, yumurtalık, prostat, baş-boyun kanserlerinde,  
glioblastoma, melanoma ve lösemide, tek başına veya bilinen çeşitli kemoteröpatik 
ilaçlarla kombine tedavilerinin antitümör etkisi olduğu gösterilmiştir (Gomez-Martin vd 
2005). PC-3 ve DU 145 (prostat kanser hücreleri) hücre hatlarında büyümeyi 
baskıladığı, bazı meme kanseri hücre hatlarında ise antianjiogenik etkisi olduğu 
gösterilmiştir. Yapılan bir çalışmada, NCI-H460 ve A549 hücre hatları üzerinde ilacın 
tek başına ve mTOR protein yolağıyla bağlantılı olan Akt proteini inhibitörü 
GSK690693 ile kombinasyonunun, hücrelerde antitümör etki yarattığı gösterilmiştir 
(Jeong vd 2012). 

Temsirolimus ile tedavi edilmiş meme karsinoma, endometrial karsinoma ve 
mantle hücreli lenfoma hastalarının tümör histolojilerindeki moleküler anormalilikleri 
incelemek adına yapılan klinik çalışmalarda, ilacın çeşitli yolaklarda etkin olduğu 
ortaya çıkarılmıştır (Dancey 2006). Meme kanseri hastalarında temsirolimus’a verilen 
yanıtta PTEN mutasyonu ve/veya HER-2 aşırı ekspresyonu göze çarpmaktadır. MCL’li 
hastalarda temsirolimus’un aktivitesi siklin D1’in hiperekspresyonu ile ilişkilidir. 
Temsirolimus siklin D’nin translasyonunu inhibe eder ve hem mRNA hem de protein 
seviyesinde siklin D1’in turnover’ını hızlandırmaktadır.  Siklin D1’in baskılanması, 
pRB fosforilasyonu ve G1’in ilerlemesi için gerekli olan aktif cdk4/siklin D1 
kompleksinin ekspresyonunda azalma ile sonuçlanır. Hem glioblastoma hem de 
endometrial karsinoma sıklıkla PTEN’den yoksundur. PTEN kaybı PI3K yolağında bir 
sinyal artışı meydana getirmektedir ve bu durum temsirolimus’a duyarlılığı 
arttırmaktadır (Muise-Helmericks vd 1998, Takuwa vd 1999, Decker vd 2003). Ancak, 
endometrial kanser hastalarından elde edilen bu bulgulara karşı glioblastoma 
hastalarında ilacın sergilediği etkiler PTEN’den farklı mekanizmaların da mTOR 
inhibitörlerinin hedefleri olabileceğini göstermektedir (Decker vd 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 



 

19 
 

3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Hücreler ve Kültür Koşulları  

Çalışmamız kapsamında ATCC’den temin edilen NCI-H1975 hücre hattı (küçük 
hücreli dışı akciğer kanser hücresi, ATCC CRL-5908) deney grubu, 293T hücre hattı 
(böbrek epitel hücre hattı, ATCC CRL-11268) ise kontrol grubu olarak kullanıldı. 
Hücre hatlarının her ikisi de %10 FBS (Fetal Bovin Serum) ve %2 glutamin ile 
desteklenmiş DMEM besiyerinde çoğaltılarak, %5 CO2’li atmosferde 37°C’de inkübe 
edildi. Hücreler, ATCC’nin tavsiye ettiği şekilde %0.25 tripsin, %0.03 EDTA karışımı 
ile kaldırılıp 1: 3 ya da 1: 6 oranında olacak şekilde pasajlandı. Kullanılmayan hücreler 
%95 besiyeri ve %5 DMSO içerecek şekilde hazırlanan solüsyon içerisinde -80°C’lik 
derin dondurucuda saklandı.  

3.2. İlacın Hücrelere Uygulanması 

Temsirolimus %1 DMSO içerisinde çözüldü ve hazırlanan 1mg/ml’lik ana 
stoklar alikotlanarak -20°C’lik derin dondurucuda saklandı. Deneylerin tümünde %1’lik 
DMSO’nun da hücre canlılığı üzerine etkisi araştırıldı. Hücreler stoktan açılarak küçük 
petri kaplarında çoğaltıldı ve petri kapları %80-90 oranında dolunca tripsinizasyon ile 
kaldırılıp 1x104 hücre/kuyucuk olacak şekilde 96 kuyucuklu steril plaklara ekildi. 24 
saatlik süre ardından besiyerleri uzaklaştırılıp Temsirolimus’un 1mg/ml’den başlayarak 
0.9 µg/ml’ye kadar %1’lik FBS içeren besiyerinde yarı yarıya dilüsyon ile hazırlanmış 
dozları, hücrelere uygulandı. İlaç uygulamasının hemen ardından tek bir sıra 
kuyucuktaki hücre canlılığı saptandı (Sıfırıncı zaman). Her biri kendi içinde 6 kez 
olmak üzere toplamda üç farklı deney seti hazırlandı ve elde edilen değerlerin 
ortalamasına bakılarak, ilaç için uygulama doz aralığı 0.9 µg/ml – 62.5 µg/ml olarak 
belirlendi. 24, 48 ve 72 saat olarak belirlenen inkübasyon süreleri sonrasında hücrelerin 
canlılığı aşağıda belirtilen hücre canlılık testi ile değerlendirildi.  

3.3. WST-1 Hücre Proliferasyon Kiti  

WST-1 hücre proliferasyon kiti (Rosche, Kat. No: 11 644 807 001) kullanılarak 
ilacın sitotoksik etkisi araştırıldı. WST-1 testi, canlı hücrelerdeki metabolik aktiviteyi, 
hücrelerin WST-1’i parçalayarak çözülebilir formazan tuzları oluşturması esası ile 
ölçmektedir (Liu vd 2012). 

Hücreler stoktan açılarak küçük petri kaplarında çoğaltıldı ve petri kapları %80-
90 oranında dolunca tripsinizasyon ile kaldırılıp 1x104 hücre/kuyucuk olacak şekilde 96 
kuyucuklu steril plaklara ekildi. 24 saatlik süre ardından besi yerleri uzaklaştırıldı. İlaç 
için en yüksek doz olarak belirlenen 62.5 µg/ml’den başlayarak, %1’lik FBS  içeren 
besi yerinde hazırlanan ilaçlar, her birine 200 µl olacak şekilde kuyucuklara eklendi ve 
ardından 24, 48 ve 72 saatlik inkübasyon sürelerince %5 CO2’li atmosferde 37°C’de 
inkübasyona bırakıldı.  
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Her bir inkübasyon süresi sonunda kuyucuklardaki besi yerleri çekilip 90 µl 
serumsuz besiyeri üzerine 10 µl WST-1 solüsyonu eklendi ve ortalama 4 saat 
inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresi sonunda plakların absorbans değerleri 
spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda ölçülerek kaydedildi.  

3.4. Kolorimetrik proteaz (Kaspaz 2,-3,-6,-8,-9) Kiti  

Kolorometrik proteaz (Kaspaz 2,-3,-6,-8,-9) kiti (İnvitrogen, Kat. No:KHZ1001) 
kullanılarak apoptoz mekanizmasında yer alan önemli bazı kaspaz aktivitelerinde 
değişim olup olmadığı saptandı. Kit içerisinde her bir kaspaz için, p-nitroanilin ile 
işaretlenmiş, spesifik substratlar; VDVAD (kaspaz-2), DEVD (kaspaz-3), VEID 
(kaspaz-6), IETD (kaspaz-8) ve LEHD (kaspaz-9) bulunmaktadır. Kaspaz enziminin 
aktivitesine bağlı olarak kendi substratını kesmesi sonucu kromofor özellikteki pNA 
kısmı serbest kalır ve serbestleşen pNA’nın miktarı spektrofotometrik olarak 
belirlenebilmektedir (Thornberry ve Lazebnik 1998).  

Kaspaz enzim aktivitesi ölçümü için hücreler, kitte önerildiği üzere 1x106 hücre/ 
ml olacak şekilde 5 ml’lik besiyerlerinde küçük petrilere bölündü. Temsirolimus için 
sitotoksik olduğu belirlenen 0.9 µg/ml’lik doz, %1’lik FBS (Fetal Bovin Serum) içeren 
besi yerinde hazırlanıp, her biri ikişer tekrarlı olan petrilerdeki hücrelere, petri başına 
beşer ml uygulanarak 24, 48 ve 72 saatlik zaman dilimlerinde 37°C’de %5 CO2’li 
atmosferde inkübasyona bırakıldı. 

Her bir inkübasyon süresi sonunda petrilerdeki hücrelerin besi yerleri 
uzaklaştırılıp, hücreler, üzerlerine üçer ml PBS eklenerek kazıyıcı yardımıyla hassas bir 
biçimde kaldırıldı. Toplanan hücreler ependorflara aktarılarak alikotlandı ve sıvı azot 
içerinde dondurularak -80°C‘lik derin dondurucuda saklandı. Tüm inkübasyon süreleri 
sonunda toplanan hücrelere buz içerisinde bekletilen lizis tamponundan 200 µl eklendi 
ve beş dakika buz/alkol karışımında ardından beş dakika oda sıcaklığında bekletildi. Üç 
kez tekrarlanan bu işlem sonrasında hücreler 10.000 x g’de bir dakika santrifüj edildi ve 
süpernatanlar alınarak yeni ependorflara aktarıldı. Elde edilen süpernatanlardaki protein 
miktarlarını belirlemek için Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Kat. No: 23225) 
kullanıldı. Bovine serum albumin 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125 mg/ml’lik konsantrasyonlarda 
hazırlanarak standart protein olarak kullanıldı. Spektrofotometrede 562 nm dalga 
boyunda örneklerin absorbansları ölçüldü ve yapılan hesaplamalarla içerdikleri protein 
miktarları belirlendi. Her bir örnek, 50 µl’de 200 µg/ml protein olacak şekilde 
sulandırılarak kullanıldı. Kaspaz kolorometrik proteaz kiti (İnvitrogen, Kat. 
No:KHZ1001) protokolü izlenerek kaspaz -2,-3,-6,-8,-9 aktiviteleri belirlendi. 

3.5. mTOR (pSer2448) Elisa Kit 

Temsirolimus’un 0.9 µg/ml’lik dozunun, hücrelerdeki mTOR proteinin aktivitesi 
üzerine sergilediği etki, mTOR (pSer2448) Elisa Kit (Kat: ab168538) kullanılarak tayin 
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edildi. Proteinin aktivite tayini, Ser2448’den fosforillenmiş mTOR proteininin 
miktarının ölçülmesi esasına dayanmaktadır (Wang vd 2008). 

mTOR protein aktivitesi ölçümü için hücreler, kitte önerildiği üzere 1x106 hücre/ 
ml olacak şekilde 5 ml’lik besiyerlerinde küçük petrilere bölündü. Temsirolimus’un 0.9 
µg/ml‘lik dozu, %1’lik FBS (Fetal Bovin Serum) içeren besi yerinde hazırlanıp, her biri 
ikişer tekrarlı olmak üzere bölünmüş olan petrilerdeki hücrelere, petri başına beşer ml 
olacak şekilde uygulandı. Hücreler 24, 48 ve 72 saatlik zaman dilimlerinde 37°C’de %5 
CO2’li atmosferde inkübasyona bırakıldı. 

Her bir inkübasyon süresi sonunda petrilerdeki hücrelerin besi yerleri 
uzaklaştırılıp, hücreler, üzerlerine üçer ml PBS eklenerek kazıyıcı yardımıyla hassas bir 
biçimde kaldırıldı. Toplanan hücreler ependorflara aktarılarak alikotlandı ve sıvı azot 
içerisinde dondurularak, -80°C’lik derin dondurucuda saklandı. Tüm inkübasyon 
süreleri sonunda toplanan hücrelere proteaz inhibitör kokteyli içeren mTOR 
ekstraksiyon tamponundan birer ml eklendi. Ardından hücreler 13000 x g’de yirmi altı 
dakika santrifüj edildi ve süpernatanlar yeni ependorflara aktarıldı. Pierce™ BCA 
Protein Assay Kit (Kat. No: 23225) kullanılarak protein miktarları belirlenen her bir 
örnek, 50 µl’de 200 µg/ml protein olacak şekilde sulandırıldı ve mTOR (pSer2448) 
Elisa Kit (Kat: ab168538) protokolü izlenerek mTOR proteinin aktivitesi belirlendi. 

3.6. İstatistiksel Analiz 

Deney sonuçlarından elde edilen verilerde, kontrol grubu ve deney grubu 
arasındaki farklılık Graph-pad InStat istatistik programında, Tek Yönlü Anova Testi ve 
ardından Dunnet Çoklu Karşılaştırma Testi kullanılarak değerlendirildi. Enzim 
aktiviteleri ile ilgili deneylerden elde edilen veriler ise Graph-pad InStat istatistik 
programında, Tek Yönlü Anova Testi ve tüm grupların birbiri ile karşılaştırılmasını 
sağlayan Tukey Testi kullanılarak değerlendirildi. Tüm veriler ortalama ± SEM 
değerleri halinde, Sigma Plot 10.0 programı kullanılarak grafik haline getirildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Temsirolimus’un NCI-H1975 ve 293T Hücre Hatları Üzerine Gösterdiği 

Etkiler 

Temsirolimus %1’lik FBS içeren besiyerinde 1mg/ml’den başlayarak 0.9 
µg/ml’ye kadar yarı yarıya dilüsyon ile hazırlanmış dozlarda, 96 kuyucuklu steril 
plaklara 1x104 hücre/kuyucuk olacak şekilde bölünen hücrelere uygulandı. Kendi 
içerisinde altı tekrar ve birbirinden bağımsız üç deney seti halinde gerçekleştirilen bu 
doz tarama çalışmalarında, temsirolimus NCI-H1975 hücre hattı üzerinde her bir 
inkübasyon süresi için farklı dozlarda sitotoksik etkiler sergiledi. Ancak sitotoksik 
olduğu belirlenen, 0,9 µg/ml dışındaki, tüm dozlarda kontrol olarak kullanılan 293 T 
hücreleri üzerine de benzer sitotoksik etkiler sergilediği saptandı. Amacımız 
temsirolimus’un sadece NCI-H1975 hücreleri üzerinde seçici sitotoksik etki sergilediği 
dozu bulabilmek olduğu için; doz aralığı önce 250, ardından 62.5 µg/ml’den başlanarak 
0.9 µg/ml’ye kadar inecek şekilde yenilendi. Deneyler 24, 48 ve 72 saatlik inkübasyon 
süreleri için kendi içerisinde altı tekrar ve birbirinden bağımsız üç deney seti halinde 
yinelendi. Yapılan çalışmalar sonunda temsirolimus’un, NCI-H1975 hücre hattında 
seçici sitotoksik etkiyi sadece 0.9 - 62.5 µg/ml’lik doz aralığında sergilediği sonucuna 
ulaşıldı. Daha sonra yapılan denemelerde, temsirolimus’un her iki hücre hattında 
sergileyebileceği sitotoksik etkiler bu doz aralığında araştırıldı. Ayrıca, temsirolimus’un 
çözücüsü olarak kullanılan %1’lik DMSO, hiçbir inkübasyon süresinin sonunda 
hücreler üzerinde sitotoksik bir etki yaratmadı.  

24 ve 48 saatlik inkübasyon süreleri sonunda; 0.9 µg/ml - 62.5µg/ml doz 
aralığında denenen temsirolimus, NCI-H1975 hücre hattı üzerinde herhangi bir 
sitotoksik etki göstermedi. Ancak, 72 saatlik inkübasyon süresinin sonunda denenen en 
düşük doz olan 0.9 µg/ml’de, diğer inkübasyon süreleriyle karşılaştırıldığında, hücre 
canlılığının azaldığı ve sıfırıncı zamanda elde edilen değerin altına düştüğü gözlendi (*, 
p< 0.05). Temsirolimus’un NCI-H1975 hücre hattı üzerindeki etkisi grafiklendirilerek 
Şekil 4.1’de gösterildi. 
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Şekil 4.1. Temsirolimus’un 0.9 µg/ml - 62.5 µg/ml doz aralığında, 24, 48 ve 72 saatlik 
inkübasyon süreleri sonunda, NCI-H1975 hücre hattı üzerine etkisi  

Temsirolimus, 0.9 µg/ml - 62.5 µg/ml doz aralığında, denenen hiçbir inkübasyon 
süresinin sonunda 293 T hücre hattın üzerinde sitotoksik etki göstermedi. 
Temsirolimus’un 293 T hücre hattı üzerindeki etkisi grafiklendirilerek Şekil 4.2’de 
gösterildi. 
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Şekil 4.2. Temsirolimus’un 0.9 µg/ml - 62.5 µg/ml doz aralığında, 24, 48 ve 72 saatlik 
inkübasyon süreleri sonunda, 293 T hücre hattı üzerine etkisi 

Temsirolimus’un 72 saatlik inkübasyon süresinde NCI-H1975 hücresi üzerinde 
sitotoksik olan ancak 293 T hücrelerinde herhangi bir sitotoksik etki yaratmadığı 
belirlenen 0.9 µg/ml’lik konsantrasyonu etkin doz olarak saptandı ve bundan sonraki 
denemelerde kullanılmak üzere belirlendi.  Sitotoksisite testinden elde edilen absorbans 
değerleri kullanılarak her iki hücre hattı için de hücre canlılıkları belirtilen formül 
kullanılarak hesaplandı (Shang vd 2009): Hücre canlılığı(%) = [(OD450 
temsirolimus/OD450 kontrol)x 100]. 

Hesaplamalar sonucu elde edilen değerlerin her biri kendi kontrol grubu ile 
kıyaslanarak grafiklendirildi (Şekil 4.3). 24, 48 ve 72 saatlik inkübasyon süreleri 
boyunca, temsirolimus’un 0.9 µg/ml - 62.5 µg/ml aralığında hazırlanan dozlarıyla 
muamele edilen NCI-H1975 hücre hattında, ilacın hiçbir dozu 24 ve 48 saatlik 
inkübasyon süreleri sonunda, hücre canlılığında istatistiksel olarak anlamlı bir azalış ya 
da artışa sebep olmadı. Ancak, 72 saatlik inkübasyon süresi sonunda, ilacın 0.9 
µg/ml’lik dozunun hücre canlılığında %31.4’lük bir azalışa sebep olduğu bulundu (**, 
p< 0.01). 
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Şekil 4.3. Temsirolimus’un 24, 48 ve 72 saatlik inkübasyon süreleri sonunda, NCI-
H1975 hücre hattı üzerindeki hücre canlılığına etkisi (%) 

Elde edilen absorbans değerleri kulanılarak yapılan hesaplamalar sonucu, 
temsirolimus’un 0.9 µg/ml - 62.5 µg/ml doz aralığında, 293T hücre hattında, belirlenen 
tüm inkübasyon süreleri sonunda hücre canlılığı üzerinde istatistiksel olarak anlamlı bir 
azalışa sebep olmadığı saptandı (Şekil 4.4). 
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Şekil 4.4. Temsirolimus’un 24, 48 ve 72 saatlik inkübasyon süreleri sonunda, 293 T 
hücre hattı üzerindeki hücre canlılığına etkisi (%) 
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Şekil 4.5. 72 saatlik inkübasyon süresi sonunda 1x104 hücre/kuyucuk olacak şekilde 
bölünmüş, 0.9 µg/ml temsirolimus ile muamele edilen NCI-H1975 
hücrelerinin görüntüleri; (A) Kontrol, (B) DMSO Kontrol, (C) 0.9 µg/ml 
temsirolimus. (Labomed inverted doku kültürü mikroskobu (Seri no: TCM 
400) kullanılarak, Sony fotoğraf makinesi (Seri no: DSC-W610) ile 
çekilmiştir.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

28 
 

 

Şekil 4.6. 72 saatlik inkübasyon süresi sonunda 1x104 hücre/kuyucuk olacak şekilde 
bölünmüş, 0.9 µg/ml temsirolimus ile muamele edilen 293 T hücrelerinin 
görüntüleri; (A) Kontrol, (B) DMSO Kontrol, (C) 0.9 µg/ml temsirolimus. 
(Labomed inverted doku kültürü mikroskobu (Seri no: TCM 400) 
kullanılarak, Sony fotoğraf makinesi (Seri no: DSC-W610) ile çekilmiştir.) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

29 
 

4.2. Temsirolimus’un NCI-H1975 ve 293 T hücre hatlarında kaspaz -2, -3, -6, -8 ve 
-9 aktiviteleri üzerine etkisi 

24 saat inkübasyon süresi sonunda, 0.9 µg/ml temsirolimus uygulanan NCI-
H1975 hücre hattında, kaspaz -2, -3 ve -6 aktivitesinde istatiksel bir artış saptanmadı (p 
> 0.05). Ancak, kaspaz -8 ve -9 aktivitesilerinde sırasıyla;  3.8 kat (**, p < 0.01) ve 3.9 
kat (***, p < 0.001) artış gözlendi. 48 saatlik inkübasyon süresinin sonunda, 0.9 µg/ml 
temsirolimus uygulanan hücrelerde kaspaz-2, -3, -6 ve -9 aktivitelerinde istatiksel olarak 
önemli olan bir artış saptanmadı (p > 0.05). Ancak aynı inkübasyon süresi sonunda, 
kaspaz-8 aktivitesinde 2.82 kat (*, p < 0.05) artış gözlendi. 72 saatlik inkübasyon 
süresinin sonunda, 0.9 µg/ml temsirolimus uygulanan hücrelerde kaspaz-2 ve -6 
aktivitelerinde artış saptanmazken, kaspaz-3, -8 ve -9 aktivitesinde sırasıyla; 3.43, 5.01 
ve 5.67 kat (***, p < 0.001) artış olduğu hesaplandı. Temsirolimus’un kaspaz 
aktiviteleri üzerine etkisi, 24, 48 ve 72 saatlik inkübasyon süreleri sonunda, her biri 
kendi içerisinde ve her kaspaz kendi kontrolüyle kıyaslanarak grafiklendi (Şekil 4.7). 

 
 

 
 
Şekil 4.7. 0.9 µg/ml temsirolimus’un NCI-H1975 hücre hattında kaspaz -3, -8 ve -9 

aktiviteleri üzerine etkileri 
 

Temsirolimus’un 0.9 µg/ml’lik dozu, 24, 48 ve 72 saatlik inkübasyon süreleri 
sonunda, 293 T hücre hattında kaspaz -2, -3, -6, -8 ve -9 aktivitelerini değiştirmediği 
saptandı (p > 0.05). Her iki hücre hattında da kontrol olarak kullanılan %1 DMSO’nun, 
da hücrelerde hiçbir kaspaz aktivitesinde değişiklik yaratmadığı saptandı (p > 0.05). 
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4.3. Temsirolimus’un NCI-H1975 ve 293 T hücre hatlarında mTOR proteini 

aktivitesi üzerine etkileri 
 

24 saat inkübasyon süresi sonunda, 0.9 µg/ml temsirolimus ile muamele edilen 
NCI-H1975 hücrelerinde, mTOR protein aktivitesinde istatiksel bir azalış saptandı (*,p 
< 0.05). Ancak, 48 ve 72 saatlik inkübasyon sürelerinde, mTOR protein aktivitesinde 
istatiksel olarak anlamlı bir değişim gözlenmedi. 24 saat inkübasyon süresi sonundaki 
azalış aşağıdaki grafikte gösterildi (Şekil 4.8). 
                                                        
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Şekil 4.8. 24 saat inkübasyon süresi sonunda, 0.9 µg/ml temsirolimus’un NCI-H1975 

hücre hattında mTOR protein aktivitesi üzerine etkisi 
  

0.9 µg/ml temsirolimus, 24, 48 ve 72 saatlik inkübasyon süreleri sonunda, 293 T 
hücre hattında, mTOR protein aktivitesini değiştirmedi. Her iki hücre hattında da 
kontrol olarak kullanılan %1’ lik DMSO, hücrelerdeki mTOR protein aktivitesi 
üzerinde herhangi bir değişikliğe neden olmadı. 
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5. TARTIŞMA 
 

Günümüzde en yaygın kanser tiplerinden biri olan akciğer kanseri, histolojik 
oluşumları bakımından farklı iki alt tipe sahiptir. Bunlardan birincisi, akciğer kanseri 
tanısı konulan hastalarda görülme sıklığı %15 olan küçük hücreli akciğer kanseri iken, 
ikincisi, tüm vakaların % 85’inde gözlenen küçük hücreli dışı akciğer kanseridir (Travis 
vd 2004, Pikor vd 2013). Küçük hücreli dışı akciğer kanseri; adenokarsinoma, skuamöz 
hücre karsinoması ve geniş hücre karsinoması olmak üzere üç temel alt tipe ayrılır 
(Travis vd 2004). Çalışmamızda, akciğer kanseri tipleri arasında en yaygın olduğu 
bilinen, küçük hücreli dışı akciğer kanseri kategorisinde yer alan ve adenokarsinom alt 
tipi özelliği sergileyen NCI-H1975 hücre hattı kullanılmıştır. Bu hücre hattının seçilme 
nedeni temsirolimus’un farklı akciğer kanseri hücreleri üzerinde sergilediği sitotoksik 
etkileri araştıran çalışmalar bulunurken, ilacın bu hücre hattındaki etkileri daha önce hiç 
araştırılmamıştır.  
 

İlk olarak, immün baskılayıcı özellikleri keşfedilen rapamisin ve analogları; 
everolimus, ridaforolimus, temsirolimus, mTOR proteininin allosterik inhibitörleridir 
(Guertin ve Sabatini 2009, Yang vd 2011). mTOR proteininin tümör gelişiminde ve 
onkogenezde önemli roller üstlendiğinin anlaşılmasıyla beraber rapalog’ların alternatif 
birer anti-kanser ajan olabilecekleri düşünülmeye başlanmıştır. mTOR’un baskılanması, 
küçük hücreli dışı akciğer kanserinde de potansiyel bir anti-kanser terapi olarak 
düşünülmektedir (Gridelli vd 2008, Heavey vd 2014). İlerlemiş böbrek hücre 
karsinomlarının tedavisinde kullanılmak üzere FDA tarafından onaylanmış bir rapalog 
analoğu olan temsirolimus (Zaytseva vd 2012), mTOR proteinini hedef alan hücre 
döngüsü inhibitörüdür (NHSC 2010). Temsirolimus, hücre içi protein FKBP12’ye 
bağlanarak mTOR’u inhibe eder (Wujcik 2014) ve hücre döngüsünün G1 fazından S 
fazına ilerlemesini önler (Kwitkowski vd 2010). 

 
Çalışmamızda ilacın, farklı hücreler üzerinde sergilediği in vitro sitotoksik 

yanıtlar göz önüne alınarak,  küçük hücreli dışı akciğer kanseri hücre hatlarından biri 
olan NCI-H1975 hücre hattı üzerindeki sitotoksik etkilerinin araştırılmasına karar 
verilmiştir. 1000, 500 ve 250 µg/ml’lik konsantrasyonlarda hazırlanan ve uygulanan 
temsirolimus, hem NCI-H1975 hem de 293 T hücrelerinde önemli sitotoksik etkiler 
yaratmıştır. Kanser tedavisinde kullanılan ajanın seçici anti-kanser etki sergilemesi 
başka bir ifade ile yalnızca kanser hücreleri üzerinde sitotoksik etki yaratırken normal 
hücrelere herhangi öldürücü bir etki yaratmaması ilacın kullanılabilirliğini belirleyen 
temel özelliktir. Bu nedenle temsirolimus, NCI-H1975 hücrelerinde istatistiksel olarak 
çok anlamlı olduğu saptanmış sitotoksik etkiler sergilese de normal hücrelerin 
canlılığını da önemli ölçüde azalttığı için, yukarıda belirtilen dozlarda 
kullanılamamıştır. Doz taramasına devam edilmiş ve ilacın seçici sitotoksik etkiler 
yarattığı belirlenen 0.9 µg/ml - 62.5 µg/ml doz aralığında denenmesi gerektiği ortaya 
çıkmıştır. Temsirolimus’un 0.9 µg/ml - 62.5 µg/ml doz aralığında 24 ve 48 saatlik 
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inkübasyon süreleri sonunda, hücre canlılığı üzerine etki göstermediği ancak 72 saatlik 
inkübasyon süresi sonunda en düşük doz olan 0.9 µg/ml’de hücre canlılığını önemli 
ölçüde azalttığı saptanmıştır. Tüm deneyler boyunca kontrol hücre grubu olarak 
kullanılan 293T hücre hattında ilaç, bu aralıkta denenen tüm dozlarda ve hiçbir 
inkübasyon süresi için,  hücre canlılığı üzerinde sitotoksik etki sergilememiştir. 

 
Etkili dozu saptandıktan sonra, temsirolimus’un NCI-H1975 hücrelerinde hangi 

ölüm mekanizmasını aktive ederek söz konusu sitotoksik etkiyi sağladığı araştırılmıştır. 
İlk olarak ilacın hücrelerde otofajik ölümü aktive edip etmediği test edilmiştir çünkü 
temsirolimus’un farklı hücrelerde otofaji ile bağlantılı olduğu bilinen mTOR proteinini 
baskıladığını gösteren çalışmalar bulunmaktadır.  

 
  mTOR, evrimsel olarak korunmuş bir serin/treonin kinazdır. Proteinlerin, 

yağların ve organellerin biyosentezini içeren anabolik süreçleri teşvik ederek ve otofaji 
gibi katabolik süreçleri baskılayarak hücre büyümesi ve çoğalmasını uyarır (Fumarola 
vd 2014). Tümör baskılayıcı PTEN’in kaybı, PI3K ve Akt’de meydana gelen 
mutasyonlar veya büyüme reseptörlerinin aşırı ifade edilmesi mTOR yolağının 
onkojenik aktivasyonuna sebep olur (LoPiccolo 2008). mTOR sinyal yolağının 
onkojenik aktivasyonu, kanser hücresinin büyümesine, çoğalmasına ve hayatta 
kalmasına katkıda bulunur. Bu sebeple, son yıllarda onkojenik mTOR yolağı 
elemanlarının hedeflenmesi etkili bir anti-kanser stratejisi olarak dikkat çekmektedir 
(Xu vd 2014). Hücrede, mTOR proteinin baskılanması otofajik hücre ölümüne sebep 
olur.  

Çalışmamız kapsamında, ilacın NCI-H1975 hücre hattında, mTOR proteininin 
aktivitesi üzerine sergileyeceği inhibitör etkisi araştırılmıştır. Hücreler, etkili doz olarak 
belirlenen 0.9 µg/ml temsirolimus ile muamele edilmiş, 24, 48 ve 72 saatlik inkübasyon 
süreleri sonunda, hücrelerdeki mTOR proteininin aktivitesi ölçülmüştür. mTOR 
proteininin aktivitesinde 24 saatlik inkübasyon süresi sonunda bir azalış gözlenirken, 
temsirolimus, 48 ve 72 saatlik inkübasyon sürelerinin sonunda protein aktivitesinde bir 
değişime sebep olmamıştır. Eş zamanlı olarak 0.9 µg/ml temsirolimus uygulanan 293T 
hücre hattında, tüm inkübasyon süreleri sonunda, mTOR proteininin aktivitesinde bir 
değişim gözlenmemiştir.  Temsirolimus’un en fazla sitotoksik etki yarattığı inkübasyon 
süresi olan 72 saatin sonunda, bu hücrelerdeki mTOR protein aktivitesini 
değiştirmemesi, ilacın otofajik ölümü tetikleyemeyebileceğini düşündürmektedir.  

 
Kanser hücrelerinin monoklonal özelliği göz önüne alındığında, etkinliği test 

edilen herhangi bir ilacın farklı kanser hücrelerinde birbirinden tamamen bağımsız 
etkiler sergilemesi şaşılacak bir sonuç değildir. Bu bağlamda, hali hazırda böbrek 
kanseri tedavisinde otofajik ölümü tetikleme özelliğinden yararlanılarak kullanılan 
temsirolimus, küçük hücreli dışı akciğer kanserini modelleyen NCI-H1975 hücrelerinde 
böyle bir etki sergilememiştir. Elde ettiğimiz bu veri, daha önce hiç denenmediği için 
oldukça önemli ve daha ayrıntılı incelenebilir niteliktedir.  
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Çalışmamızda temsirolimus’un NCI-H1975 hücre hattında, bilinenin aksine, 
mTOR proteinini etkili bir şekilde baskılamadığı ancak hücre canlılığını azalttığı 
bulunmuştur. Bu bulgulardan yola çıkarak, temsirolimus’un hücre canlılığında sebep 
olduğu azalışın apoptoz indüklü olup olmadığı da araştırılmıştır. 

 
Apoptoz; gelişmiş organizmalarda içsel ve dışsal yolaklar olarak adlandırılan iki 

farklı yolla aktifleşebilen, organizmada artık gereksinim duyulmayan ve/veya 
fonksiyonları bozulan hücrelerin çevreye zarar vermeden programlı bir şekilde 
ölümüdür (Parrish vd 2013). Apoptotik hücre ölümünün en önemli belirteçleri olan 
kaspazlar hücre tarafından alınan içsel ve ya dışsal sinyallere bağlı olarak koordineli bir 
şekilde aktive olur (Heemst vd 2007). İçsel yolak, mitokondriyal elektron transport 
zincirinin bir elemanı olan sitokrom c’nin mitokondriden sitosole salınımı ile başlar. 
Sitokrom c’nin salınımı hücre içi stres yaratarak Apaf-1 oligomerizasyonunu tetikler. 
Apaf-1, prokaspaz-9 ile birleşerek kaspaz-9’u aktifleştirir. Aktifleşen kaspaz-9, effektör 
kaspazları keserek geri dönüşümsüz bir şekilde apoptotik sürecin başlamasına yol açar. 
Dışsal yolak, prokaspaz-8 ve 10’un ölüm effektörü domainleri aracılığıyla ölüm 
başlatıcı sinyal kompleksiyle etkileşimleri sayesinde başlatılır. Bu etkileşim sonucu 
başlatıcı kaspazlar, effektör kaspazların aktivasyonunu sağlar ve hücrede apoptotik 
süreç başlamış olur (Creagh 2014). Hücrenin ölüm emrini veren, effektör kaspazlardan 
biri olan kaspaz-3 enzimidir. Kaspaz-3 enziminin ekspresyonundaki artış hücrenin 
mutlak suretle apoptoza uğramasına neden olur (Heemst vd 2007) ve bu nedenle 
apoptoz ile ilgili yapılan çalışmalarda sıklıkla tercih edilen bir parametredir.  
 

Hücrelere uygulanan temsirolimus’un 0.9 µg/ml’lik dozunun, mTOR proteininin 
aktivitesinde etkili bir azalmaya yol açmamasına rağmen, hücre canlılığında sebep 
olduğu önemli azalış göz önüne alınarak, temsirolimus’un bilinen antiproliferatif 
etkisinin yanında analoğu olduğu rapamisin gibi apoptotik bir etkisinin olup olmadığı 
apoptoz mekanizmasında temel rol oynayan kaspaz enzimlerinin aktivitesine bakılarak 
tayin edilmiştir. 

 
Temsirolimus’un, NCI-1975 hücre hattında sergileyebileceği olası apoptotik 

etki, kaspaz -2, -3, -6, -8 ve -9 enzimlerinin aktivitelerindeki değişimin kolorimetrik 
olarak ölçülmesi ile belirlenmiştir. 0.9 µg/ml temsirolimus ile muamele edilen NCI-
H1975 hücreleri, 24, 48 ve 72 saat inkübe edildi ve tüm inkübasyon süreleri sonunda, 
kaspaz enzimlerinin aktiviteleri ölçüldü. 0.9 µg/ml temsirolimus uygulaması, 24 saatlik 
inkübasyon süresi sonunda, kontrol grubuna oranla kaspaz-8 enzim aktivitesinde 3.8, 
kaspaz-9 enzim aktivitesinde 3.9 kat; 48 saatlik inkübasyon süresi sonunda, kaspaz-8 
enzim aktivitesinde 2.82 kat; 72 saatlik inkübasyon süresi sonunda da kaspaz-3 enzim 
aktivitesinde 3.43, kaspaz-8 enzim aktivitesinde 5.01 ve kaspaz-9 enzim aktivitesinde 
5.67 kat artışa neden olmuştur. Tüm bu verilerin yanı sıra,  0.9 µg/ml temsirolimus 
uygulaması, 293T hücre hattında beklenildiği gibi kaspaz enzimlerinin aktiviteleri 
üzerinde hiçbir etki göstermemiştir. 
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Temsirolimus’un farklı inkübasyon sürelerinde farklı kaspaz aktiviteleri 
üzerinde değişikliğe neden olması, bize bu ilacın zamana bağlı olarak apoptoz 
mekanizmasındaki farklı yolakları aktive edebileceğini düşündürmektedir.  İlacın 
özellikle tüm inkübasyon süreleri sonunda kaspaz-8 aktivitesinde değişiklik yaratması, 
apoptoz mekanizmasının dışsal yolak sayesinde tetiklenebileceğini işaret etmektedir. 
İleride yapılacak olan çalışmalarla, temsirolimus’un apoptozun dışsal yolağını aktive 
edip etmediği, TNF-α, TRAIL gibi önemli belirteçler üzerinde yarattığı etkilerin ortaya 
konması ile değerlendirilebilir. 72 saatlik inkübasyon süresi sonunda, özellikle kaspaz-9 
ve -3 enzimlerindeki önemli artış ilaçtan elde edilen sitotoksik etkinin apoptoz 
mekanizmasını aktiflemek suretiyle ortaya çıktığını ve hücrelerin geri dönüşümsüz 
olarak apoptotik hücre ölümüne yönlendirildiğini gösteren önemli bir kanıttır. Kaspaz 
enzimlerindeki bu önemli artış, temsirolimus’un NCI-H1975 hücrelerinde metabolik bir 
stres yaratarak apoptoz mekanizmasının başlatıldığını ve hücreleri bu mekanizma ile 
öldürdüğünün altını çizmektedir.  
 

Yapılan literatür taramaları sonrasında, temsirolimus’un apoptotik bir etkisi 
olduğunu gösteren herhangi bir yayınla karşılaşılmamıştır. Ancak, Zhang ve 
arkadaşlarının BEL-7402 ve HepG2 hücre hatlarını kullanarak yaptıkları çalışmada, 
rapamisinin hepatoselüler karsinoma hücrelerinde apoptozu uyararak hücre büyümesini 
baskıladığı gösterilmiştir. Çalışmada, 50 nmol/L konsantrasyonundaki rapamisinin 72 
saatlik inkübasyon süresi sonunda hücre canlılığını azalttığı görülmüştür. Aynı 
konsantrasyondaki rapamisin uygulamasının hücre hatları üzerinde apoptotik bir etki 
yaratıp yaratmadığı, apoptoz mekanizmasının en önemli elemanlarından biri olan 
kaspaz-3 aktivitesine bakılarak tespit edilmiştir. Çalışma sonucunda, rapamisinin 
hücrelerde kaspaz-3 aktivasyonunu arttırarak apoptozu tetiklediği gösterilmiştir (Zhang 
vd 2007). Temsirolimus’un bir rapamisin analoğu olduğu göz önüne alındığında, 
araştırmacıların elde ettiğine benzer bir sonuç elde etmemiz ilacın olası apoptotik 
etkilerinin farklı kanser hücrelerinde daha ayrıntılı bir biçimde araştırılması gerekliliğini 
gözler önüne sermektedir.  
 

KHDAK’nde, rapamisin, p53 mutant hücre hatlarında p53 bağımsız yolakların 
aktivasyonunu sağlayarak (Miyake vd 2012) ya da hipoksik koşullar altında survivinin 
HIF aracılı ekspresyonu (Chen vd 2012) ile apoptozu indükleyebilmektedir. Ancak, 
rapamisinin anti-kanser özelliği genellikle sitostatik etkisiyle ilişkilidir (Fumarola vd 
2014). Rapamisin gibi analogları da hücre döngüsünün ilerlemesini durdurarak 
sitostatik etki göstermektedirler (Yang vd 2011). PTEN yoksun glioblastoma, prostat, 
meme, pankreas, akciğer ve kolon kanseri hücre hatlarında rapalog’lar antiproliferatif 
aktivite sergilemektedir (Rowinsky 2004, Janus vd 2005). Bir rapamisin analoğu olan 
temsirolimus; meme kanseri (Chan vd 2005), glioma (Galanis vd 2005), endometriyal 
kanser (Oza vd 2006) ve mantle hücre lenfomasında (Witzig vd 2005) sahip olduğu 
antianjiyogenik ve antiproliferatif özelliklerine bağlı olarak (Guba vd 2002, Del Bufalo 
vd 2006), antitümöral aktivite sergilemektedir. 
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Hücre kültürü çalışmalarında, nanomolar konsantrasyonlarda kullanılan 
temsirolimus’un, antiproliferatif etki gösterdiği bildirilmiştir (Shor vd 2008). 
Temsirolimus’un, küçük hücreli dışı akciğer kanseri hücre hatları olan A549, H1299 ve 
H358’de sırasıyla, 0.76 nM, 0.75 nM ve 0.64 nM’lık konsantrasyonlarda hücre 
çoğalmasını baskıladığı görülmüştür (Ohara vd 2011). Bu veriler, temsirolimus’un NCI-
H1975 hücre hattında da antiproliferatif etkisi olabileceğini düşünmemize neden 
olmaktadır. İleride yapılacak çalışmalarla, ilacın hücre döngüsü üzerinde sergileyeceği 
etkiler belirlenebilir ve ilacın bu hücre hattındaki antiproliferatif özelliği ortaya 
çıkarılabilir.   

 
Bu çalışma sonucunda, temsirolimus’un mevcut yayınlarda bahsedilen 

antiproliferatif etkisinin yanında, NCI-H1975 hücre hattında, kaspaz aktivitelerinde yol 
açtığı artışa bağlı olarak apoptotik bir etkisinin olduğu bulunmuştur. Çalışmamız, 
temsirolimus’un NCI-H1975 hücrelerinde doza ve zamana bağlı olarak apoptotik etki 
sergilediğini gösteren ilk in vitro çalışmadır.  Elde ettiğimiz veriler, renal karsinoma 
tedavisinde otofajik ölümü tetikleyen bir ajan olduğu için sıklıkla tercih edilen bu 
rapalog analoğunun, küçük hücreli dışı akciğer kanseri tedavisinde apoptozu teşvik 
edici özelliğinden yararlanılarak kullanılabileceğini gösteren ilk bulgulardır.  
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6. SONUÇ 
 

Tüm bu verilerle birlikte; 
 

1. Tez kapsamında gerçekleştirilen hücre canlılığı test sonuçlarına göre; NCI-
H1975 hücre hattında temsirolimus 0.9 µg/ml’lik dozda 72 saatlik inkübasyon süresi 
sonunda hücre canlılığında azalmaya sebep olmuştur. 
  

2. Temsirolimus’un mTOR proteininin aktivitesini inhibe ettiği birçok çalışma 
bulunmaktadır. Ancak çalışmamızda, NCI-H1975 hücre hattında, temsirolimus mTOR 
proteininin aktivitesini sadece 24 saatlik inkübasyon süresi sonunda inhibe etmiştir. 
Diğer inkübasyon sürelerinde bir değişime sebep olmamıştır. 
 

3. Çalışmamızda, mTOR proteininin aktivitesinin 24 saatlik inkübasyon süresi 
sonunda baskılanmasına rağmen hücre canlılığındaki en önmli azalmanın 72 saatlik 
inkübasyon süre sonunda ortaya çıkması, bu azalmanın mTOR proteininin 
aktivitesinden bağımsız olarak ortaya çıktığını göstermektedir. 
 

4. Temsirolimus’un mTOR proteinini etkin bir şekilde inhibe etmemesine 
rağmen, hücre canlılığında azalışa sebep olması, ilacın apoptotik bir etkisinin olduğunu 
düşündürmüştür. 
 

5. Temsirolimus’un apoptotik bir ajan olup olmadığı kaspaz enzimlerinin 
aktivitesine bakılarak tayin edilmiştir.      
           
 6. Çalışmamız, temsirolimus’un bilinen antiproliferatif etkilerinin yanı sıra, 
kaspaz enzim aktivitelerini arttırarak apoptotik etkisinin de olduğunu ortaya çıkarmıştır. 
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