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OZET

TEMSIROLIMUSUN NCI-H1975 AKCiGER KANSER HUCRELERINDE
mTOR PROTEIN AKTIiVITESI UZERINE ETKIiLERI

Bircan ONEL

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Anabilim Dah
Damisman: Yrd. Do¢. Dr. Esra AYDEMIR
Ocak 2015, 66 sayfa

Kanser, hiicre dongiisii kontroliinde meydana gelen aksakliklar yiiziinden ortaya
cikan oliimciil bir hastaliktir. Normalde 6lmesi gereken mutant ya da hasarl hiicreler,
cok sayida mutasyonu biriktirerek hiicre dongiisii boyunca ilerleyebilir ve bu sayede
kanserlesmeye baslayabilir. Son yillarda, hiicre dongiisii kontrol noktalarmi hedef alan
etkili anti-kanser ajanlarin gelistirilmesi dikkat cekmeye baglamistir.

mTOR, oOkaryotik hiicrelerin hayatta kalmasimi, biiylimesini ve ¢ogalmasini
kontrol eden biyosentez siireclerinin 6nemli bir bilesenidir. mTOR proteini yapisal
olarak mTOR kompleks 1 (mTORC1) ve kompleks 2 (mTORC2) olmak iizere iki farkl
protein kompleksinden olugsmaktadir. mTORCI1 hiicre dongiisii kontrol noktalarmin
diizenlenmesinde etkin oldugu icin hiicre biiylimesini rapamisin’e-duyarlt bir sekilde
kontrol eder ve Akt ile hiicresel enerjinin diizenlenmesi sayesinde aktive olur. Aksine
mTORC2, hiicre dongiisii kontroliinde rapamisin’e duyarsiz bir rol listlenmektedir. Bu
kompleslerin inhibisyonu hiicre biliylimesinde, c¢ogalmasinda, metabolizmasinda,
anjiyogenezinde baskilanmaya ve bu nedenle hiicre dongisiinin Gl fazinda
beklemesine yol agmaktadir. Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri (KHDAK) de dahil
olmak tizere bir ¢ok kanser tipinde mTOR aktivitesinde 6nemli bir artisin oldugu
bilinmektedir. Bu baglamda, klinikte kullanilmak iizere, mTOR aktivitesini secici
olarak baskilayabilen farkli bilesikler gelistirilmektedir.

Rapamisinin bir analogu olarak sentezlenen Temsirolimus (CCI-779) mTOR
aktivitesini mTORCI1 {izerine etki ederek secici bir bigimde baskilamaktadir.
Temsirolimus’un renal hiicre ve noroendokrin karsinomlarinda, meme kanserinde,
glioblastomada ve mantle hiicreli lenfomada antitiimoral etkileri oldugu bilinmektedir.

mTOR proteininin inhibisyonunun hiicreyi otofajik o6liime yonlendirdigi
bilinmektedir. Otofaji, protein ve organeller gibi hiicresel bilesenlerin otofagazomlar
icinde hapsedilerek pargalanmak {izere lizozomlara iletildigi bir siirectir. Hiicresel
stresin ve besin kithgmnm bulundugu durumlarda otofaji, hiicresel enerjinin,
homeostasinin ve makromolekiil sentezinin korunmasini saglayarak hiicrenin hayatta
kalma sansini arttirmaktadir. Yapilan bir¢ok calisma; 1ilimli ve/veya yavas gerceklesen
otofajinin hiicrenin sagkalim sansmi arttirdigini, siddetli ve/veya hizli bir bigcimde



gerceklesen otofajinin ise hiicreyi 6liime yOnlendirdigini isaret etmektedir. Otofajiyi
indiiklemek suretiyle hiicrelerin ilaca karsi olan hasasiyetini arttirmay1 basaran pek cok
antikanser ajan bulunmaktadir. Son yillarda otofaji, antitiimoral ilaglara karsi direncli
hale gelen tiimor hiicreleri i¢in yeni bir alternatif terapotik hedef olarak
degerlendirilmektedir.

Literatiirden elde ettigimiz tiim bu verilere dayanarak biz de temsirolimus’un
kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri icin potansiyel bir terapdtik yaklasim olup
olmayacagmi sorguladik. Calismamizda, temsirolimus’un NCI-H1975 hiicrelerinde
(KHDAK hiicresi) sergiledigi in vitro sitotoksik etkiyi degerlendirdik. Temsirolimus,
NCI-H1975 hiicrelerinde doza ve zamana bagl sitotoksik etki sergiledi. ilag, 72 saat
sonunda 0.9 pg/ml’lik dozda kaspaz -3, -8 ve -9 enzimlerinin aktivitelerinde 6nemli bir
artiy saglamak kosulu ile hiicrelerin canliliginda %31.4 ik bir azalmaya yol act1
Temsirolimus NCI-H1975 hiicrelerinde mTOR aktivitesinde sadece 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda bir inhibisyona sebep oldu.

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

JURI: Prof. Dr. Kayahan FISKIN
Yrd. Dog. Dr. Esra AYDEMIR (Danisman)
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ABSTRACT

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

Bircan ONEL

Ms Thesis in Biology
Supervisor: Asst. Prof. Dr. Esra AYDEMIR
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 (mTORCI1) and complex 2 (mTORC?2).
mTORCI 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, mTORC?2 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 mTORCI. 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



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 pg/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 FISKIN
Asst. Prof. Dr. Esra AYDEMIR (Supervisor)
Asst. Prof. Dr. Niliifer IMIR



ONSOZ

Gilintimiizde uygulanan kiiclik hiicreli dis1 akciger kanseri tedavileri yetersiz
kalmaktadir. Bu nedenle, son yillarda tedavilerin daha etkili olmas1 ve dmiir uzunlugunu
arttirabilecek yeni alternatif tedavilerin belirlenebilmesi dikkat ¢cekmeye basglamistir.
Yapilan tiim caligmalarda oldugu gibi, ¢alismamizin temel amaci da bu alternatif
tedavilere katkida bulunabilecek sonuglar elde etmek olmustur.

Temsirolimus, hiicre dongiisiiniin G1 fazindan S fazina ilerlemesini durdurarak
hiicre ¢ogalmasmi baskilayan bir hiicre dongiisii inhibitoriidiir. Temsirolimus, hiicre
icerisinde bir¢ok metabolik siiregte rol oynayan mTOR proteinini inhibe eder.

Hiicrelerde mTOR proteininin baskilanmasi1 otofajik hiicre 6liimiine yol
acmaktadir. Son yillarda, otofaji kanser tedavilerinde apoptoza ek olarak alternatif bir
hiicre 6limii mekanizmas1 olarak diisiiniilmektedir. mTOR proteini, hiicrelerde hem
otofajinin hem de apoptozun diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Bu sebeple, mTOR
yolagin1 hedefleyen ajanlarin  kullanilmasi hiicrelerin  6liim mekanizmalarina
yonlendirilmesini saglamaktadir.

Bu tez ¢aligmasinda, temsirolimus’un kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicre
hattinda mTOR proteini iizerinde inhibitor etki yaratip yaratmayacagi aydinlatilmaya
calisilmistir. Bununla beraber ilacin inhibitor etkisinden yararlanip hiicrelerin otofajik
hiicre 6liimiine yonlendirilmesi amag¢lanmistir. Ayrica, temsirolimus’un bu hiicrelerde
sergileyecegi olast sitotoksik etki; apoptoz mekanizmasinda anahtar roller iistlenen
kaspaz-2, -3, -6, -8 ve -9 enzimlerinin aktivitelerindeki degisimlere bakilarak
arastirilmstir.

Calismamiz sonucunda, temsirolimus’un bilinen antiproliferatif etkisinin
yaninda NCI-H1975 hiicre hattinda apoptotik bir ajan oldugu bulunmustur. Elde
ettigimiz bu bulgunun, kanser tedavisi i¢in alternatif yollar arayan bilim insanlarinin
yapacaklar1 yeni ¢aligmalara 151k tutacagini ummaktayiz.

Bana lisans doneminden beri hayalini kurdugum yiiksek lisans yapabilme
firsatin1 sunan, tez ¢aligmalarim boyunca destegini esirgemeyen, bilgi ve deneyimlerini
benimle paylagmakta olduk¢a comert olan saym hocam, akademik danigmanim Yrd.
Dog. Dr. Esra AYDEMIR’e, lisans doneminde bana laboratuvarinda ¢alisma firsati
sunan ve bu yola ilk adimimi atmami saglayan Sayin Prof. Dr. Kayahan FISKIN’a,
yiiksek lisans egitimim boyunca bilgisinden ve tecriibelerinden yararlandigim Sayin
Yrd. Dog. Dr. Niliifer IMIR’ e ve Saym Yrd. Dog. Dr. Ece SIMSEK e, bildigi herseyi
benimle paylasan ve beni cesaretlendiren Cansu KILIT’e, manevi olarak her zaman
destegini hissettigim ve her durumda yanimda olan beraber ¢ok sey 6grendigim dostum,
meslektasim Aykut KURUOGLU’na, calismalarimda her zaman yardimer olan,
destegini hi¢gbir zaman esirgemeyen arkadasim, degerli meslektasim Orhan KOCAK’a,
tez donemim boyunca her zaman yanimda olup beni hi¢ yalniz birakmayan Duygu
KURUOGLU’na ve egitim hayatim boyunca kendilerinden ¢ok beni diisiinen, her ne
olursa olsun yanimda olan, her durumda sonsuz anlayis gosteren ve benden maddi ve
manevi desteklerini higbir zaman esirgemeyen babam Turgay ONEL’e ve annem
Giilden ONEL’e tesekkiir ederim.
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1. GIRiS

Kanser, hiicrelerin aswr1 ve zamansiz c¢ogalmalarma, immiin sistemin
gozetiminden kagmalarma ve sonug olarak da uzaktaki dokular1 istila ederek metastazlar
olusturmalarma yol acan, ¢ok basamakli bir siirectir (Ruddon 2007). Saglikli hiicrelerde
hiicre dongiisiinii  denetleyen kontrol noktalarinda meydana gelen mutasyonlar,
hiicrelerin kanserlesme siirecindeki temel basamaklardan biridir. Bu sebeple, hiicre
dongiisii kontrol noktalarmi hedef alan yeni ajanlarin kesfi, kanser hiicrelerinin
kontrolsiiz biiylimesini engelleyerek, hiicreleri 6liim mekanizmalarindan birine
yonlendirebilir.

DNA’da meydana gelen hasarlar tamir edilemezse hiicre apoptoza yonlendirilir.
Apoptozis organizmalarda immiin sistemin islevselligi ve normal embriyonik gelisim
gibi bazi fizyolojik olaylarda rol alan ve ayn1 zamanda kanser hiicrelerinin eliminasyonu
icin hedeflenen en 6nemli 6liim mekanizmasidir. Apoptozis mekanizmasini aktive
etmek i¢in kullanilan pek ¢ok anti-kanser ajanin temel hedefi, bu mekanizmada anahtar
rol oynayan ve normal hiicrelerde inaktif olarak bulunan kaspaz enzimlerinin
aktivitesini arttirmaktir (Reed ve Tomaselli 2000, Elmore 2007).

Otofaji, proteinlerin ve hasarli organellerin yikimi gibi homeostatik
fonksiyonlarin gerceklesmesini saglayan, evrimsel olarak olduk¢a korunmus, fizyolojik
bir olgudur (Goziiactkk ve Kimchi 2007); Diger yandan, sitoplazmanin temel
bilesenlerinin yikimini saglayarak hiicre 6liimiinii tesvik edebilir (Macintosh ve Ryan
2013). Otofaji, genom hasarmi ve kromozomal kararsizligi 6nleyerek tiimor baskilayict
bir mekanizma gibi davranir (Kang ve Avery 2008) ve bu nedenle malignant doniistimii
baskilayan bir siire¢ oldugu diisiiniilmektedir (Kimmelman 2011). Otofaji 6zellikle
apoptotik hiicre 6liimiiniin baskilandig1 kosullarda aktive olarak hiicrelerin 6liimiine de
yol acabilir; Bu o6zelligiyle, apoptozla 6lmesi miimkiin olmayan hiicrelerde ‘hiicre
olimii B plan1’ seklinde gorev yapar (Eiseberg- Lerner vd 2009).

mTOR, hiicre cogalmasi ve sagkalim sinyallerinden sorumlu bir kinazdir.
mTOR, PI3K/Akt/mTOR yolaginin bir eleman1 olarak aktive oldugunda, hiicre
dongiisiinii diizenler ve apoptozu inhibe eder. Mitojen-indiiklii aktivasyon ise, hiicre
dongiistiniin G1 fazindan S fazina ilerlemesine yol agmaktadir (Janus vd 2005). mTOR
sinyalinin yoklugunda, ribozomal biyosentez inhibe olur ve otofaji aktive edilir (Vignot
vd 2005). mTOR sinyal yolaginin anormal aktivasyonu, insan kanserlerinde siklikla
meydana gelir (Schmelzle ve Hall 2000, Gridelli 2008).

Son yillarda, kanser hiicrelerinin geleneksel kanser tedavilerine karsi direng
olusturmalar1 ve apoptotik hiicre dliimiinden kacabilmeleri, yeni ve daha etkili anti-
kanser ilaclarin arastirilmasina yol a¢cmistir. Kanser hiicrelerini hedefleyen bu
arastirmalar, genellikle hiicre ¢ogalmasmin baskilanmasi ve hiicre dongiisii lizerinde



etkili ilaglarm {tretilmesini amaglamaktadir. mTOR proteinin baskilanmasi, bilim
diinyasinda dikkat ¢ekmeye baslamis molekiiler bir hedeftir; Bu protein kompleksinin
alt tiniteleri tizerine etki eden ilaglarin kesfi kanser tedavileri i¢in yeni bir yaklagim
getirmistir.

Klinige giren ilk nesil mTOR inhibitorleri olan rapalog’lar, mTOR proteininin
allosterik inhibitorleridir ve mTORCI1 i¢in secicidir (Chiang ve Abraham 2007).
Temsirolimus, mTORCI {izerinde etkili bir hiicre dongiisti inhibit6riidiir. Renal hiicre
karsinomlarinin tedavisinde kullanilmak tizere 2007 yilinda FDA ve EMEA tarafindan
onaylanmis bir rapalog analogudur (Heavey vd 2014). Temsirolimus’un tek basina veya
bilinen cesitli kemoterdpatik ilaglarla kombine halde, akciger, gogiis, yumurtalik,
prostat, bas-boyun kanserlerinde, glioblastoma, melanoma ve l6semide, antitiimoral
etkisi oldugu gosterilmistir (Gomez-Martin vd 2005). Dahasi, temsirolimus’un kiiciik
hiicreli dis1 akciger kanseri hiicre hatlar1 lizerinde anti-proliferatif etkisi oldugunu
gosteren yayinlar mevcuttur (Janku vd 2010, Janku vd 2011, Reungwetwattana vd
2011).

Hiicre dongiisii G1/S kontrol noktasinda etkili bir ilag olan temsirolimus’un,
mTOR proteini lizerindeki baskilayict etkisinden yararlanarak, adenokarsinoma
ozelligindeki hiicrelerimizi otofajik hiicre 6liimiine yonlendirmek calismamizin temel
amac1t olmustur. Ayrica, temsirolimus’un NCI-H1975 hiicre hattinda sergileyebilecegi
apoptotik etkileri, kaspaz -2, -3, -6, -8 ve -9 enzim aktivitelerindeki degisimin
belirlenmesi ile de arastirilmistir. Calismamizdan elde ettigimiz  bulgular,
temsirolimus’un NCI-H1975 hiicrelerinde doza ve zamana bagli olarak hiicre canliligini
azalttigin1 ancak mTOR proteinini inhibe etmedigini gostermistir. Temsirolimus, hiicre
canliliginda azalmaya yol acan dozda, kaspaz -3, -8 ve -9 enzim aktivitelerinde
istatistiksel agidan onemli oldugu saptanan bir artisa neden olmustur. Renal kanser
hiicrelerinde mTOR proteininin baskilanmasini saglayarak hiicrelerde otofajik 6limii
tetikleyen bu ilag, ¢alismamizda kullandigimiz NCI-H1975 hiicrelerinde, beklenenin
aksine, hiicrelerde apoptoz mekanizmasini tetiklemektedir.



2. KURAMSAL BILGILER VE KAYNAK TARAMALARI
2.1. Kanser

Kanser, hiicre dongiisiiniin kontroliindeki islev bozukluklar1 ve mutasyonlarin
birikimi nedeniyle 6lmesi gereken hasarli ve mutant hiicrelerin hiicre dongiisii boyunca
ilerleyerek meydana gelen genetik ve/veya epigenik degisiklikleri biriktirmesi
sonucunda ortaya ¢ikabilen bir hastalik olarak tanimlanmaktadir (Ponder 2001, Foster
2008). Genomda meydana gelen mutasyonlara bagli olarak, normal hiicrelerde
malignant 6zelliklerin artmasi sonucunda kanserin olustugu bilinmektedir. DNA hasari,
replikasyon hatalar1 ve metabolizmada olusan zararli yan iiriinler gibi i¢ etmenler ya da
iyonize radyasyon, UV 1smlar1 ve karsinojenler gibi dis etmenler kansere neden
olmaktadir (Bertram 2001). Normal hiicrelerde meydana gelen DNA hasari, DNA tamir
mekanizmalar:1 tarafindan onarilir; onarilamayacak seviyedeki hasarlar ise hiicrelerin
Olimiine yol acar. Ancak kanser hiicrelerinde hasarli DNA tamir edilemez, hiicreler
kendilerini 6liime yonlendirecek mekanizmalardan kagabilir ve bu sayede genomik
hasarli yeni hiicreler iiretmeye devam edebilir (American Cancer Society 2012).

Timor baskilayici genler ve onkogenler hem tiimor olusumunda hem de var olan
tiimoriin biiylimesinde rol oynadiklar1 i¢in kanserle en cok iligkilendirilen genlerdir
(Fearon 1997). Kanserlesmis hiicrelere bakildiginda mutasyonlarin ¢ogunlukla proto-
onkogenler ve tiimor baskilayici genlerde meydana gelmis oldugu goriilmektedir. Hiicre
cogalmasinin farkli evrelerinde rol oynayan proto-onkogenler, bir mutasyon sonucu
onkogene doniistiigiinde tlimor biiyiimesine yol acar. Timor baskilayici genlerde
meydana gelen mutasyonlar ise mutant hiicrelerde boliinmenin baskilanamamasina
neden oldugu i¢in, hiicrelerin asir1 ¢ogalarak tiimdr olusturmasini saglar (Foster 2008).

Tiim kanser hiicrelerinde ortak olarak goriilen temel 6zellikler bulunmaktadir.
Bu temel 6zelliklerin her biri, kanserin fizyolojik belirtecleri olarak gosterilmekte ve
kanser tedavisi i¢in farkli hedefler olarak kabul edilmektedir (Hanahan ve Weinberg
2011). Bu ozellikler:

1) Dis kaynakli biiyiime sinyallerine ihtiyag duymama,

2) Biiylimeyi durdurucu sinyallere kars1 duyarli olmama,

3) Programli hiicre 6liimiinden kagabilme,

4) Yaslanmaya direng gésterme ve sinirsiz iireme potansiyeline sahip olma,

5) Yeni kan damarlar1 olusturabilme,

6) Farkli dokulara saldwrabilme ve bir bolgeden digerine tasmabilme
(metastaz)dir (Sekil 2.1).



Cogalma sinyallerini siirdiirmek Biiyiime baskilayicilardan kagmak

Hiicresel enerjinin diizensizlesmesi immiin sistem elemanlarindan kagis

Hiicre 6liimiine karsi direng Oliimsiizliik saglayan replikasyon yetenegi

Genomik kararsizlik ve mutasyon birikimi Tumor tesvik inflamasyon saglama

Anjiyogenezi indiikleme invazyon ve metastazi aktive etme

Sekil 2.1. Kanser hiicrelerinin temel ozellikleri (Hanahan ve Weinberg 2011°den
uyarlanmistir)

2.1.1. Kiiciik Hiicreli Dis1 Akciger Kanseri

Akciger kanseri, yirminci yiizyilin baslarinda nadir goriilen bir hastalik iken,
sigara icme aligkanligindaki artisa paralel olarak sikligi giderek artmis ve diinyada en
yaygin goriilen kanser tiirlerinden biri haline gelmistir (Spiro ve Porter 2002). Tiim
diinyada akciger kanseri erkeklerde kanser olgularmmn %14’linli, bayanlarda ise
%13’linli olusturur ve goriilme siklig1 agisindan yapilan siralamada her iki cinsiyet i¢in
de ikinci sirada yer almaktadir (Siegel vd 2014).

Akciger kanseri i¢in tanimlanan risk faktorleri arasinda sigara ve tiitiin i¢imi,
asbest, radon, krom, arsenik, is, katran gibi kimyasallara veya pasif icicilige maruz
kalma, radyasyon terapisi ile meme veya gogiis kanseri tedavisi, ailesel yatkinlik yer
almaktadir (American Cancer Society 2012). Akciger kanseri 6zellikle sigara i¢cimi ve
yaslilikla iligkilendirilen bir hastalik olarak bilinmesine ragmen, goriilme siklig1 daha az
olmakla birlikte sigara igmeyen ve geng¢ bireylerde de goriilebilir (Clamon 2015).
Akciger kanseri tanis1 konulan ii¢ kisiden ikisi altmis bes yas ve iizerindedir. Tiim
vakalarin %2’den daha az1 kirk bes yasinda veya daha gengtir.

Akciger kanseri kiigiik hiicreli (néroendokrin) karsinoma (KHAK) veya kiiciik
hiicreli dis1 karsinoma (KHDAK) olarak kategorize edilir. KHDAK tiim akciger kanseri
vakalarinin yaklasik olarak %85’ini olusturur (Dela Cruz vd 2011). KHDAK‘nin {i¢ ana
alt tipi vardir. Bu alt tiplerdeki hiicreler, mikroskop altinda bakildiginda, biiyiikliik, sekil



ve kimyasal olusumlariyla birbirlerinden tamamen farklidir. Tim KHDAK vakalarinin
yaklasik %25°1 ile % 30’unda goriilen pullu hiicre karsinomasi, akcigerlerin ortasinda
lokalizedir ve sigara kullanimu ile iligkilidir. KHDAK vakalarmin %10’u ile %15’ inde
goriilen genis hiicre karsinomas ise akcigerin herhangi bir boliimiinde ortaya ¢ikabilir
ve hizli bir sekilde biiyiime/yayilma egilimindedir. KHDAK vakalarmin yaklagik
%40’inda goriilen adenokarsinoma, genellikle sigara i¢imi ile iliskilendirilmesine
ragmen, sigara icmeyenlerde de goriilebilen en yaygin akciger kanseri tipidir. Akcigerin
dis boliimlerinde bulunur ve diger tiplere gore daha yavas biiylime egilimi sergiler
(Langevin vd 2014). Calismamizda kullanmilan NCI-H1975 (KHDAK, ATCC CRL-
5908™) hiicre hatti, KHDAK tiplerinden en yaygin olarak goriilen adenokarsinom
ozellige sahiptir. Bu hiicre hatt1 ilk primer kiiltiir olarak sigara icmeyen Kafkas bir
kadindan izole edilmistir (ATCC).

Gilintimiizde uygulanan KHDAK tedavileri, uzun donem sag kalim oranlarindaki
diistikliik nedeni ile yetersiz kalmaktadir. Kemoterapi ve 1smn tedavisi gibi geleneksel
tedaviler, hastalara bir yi1l1 agmayan sagkalim siiresi sunabilmektedir. Bu nedenle son
yillarda tedavilerin daha etkili hale getirilmesi, dmiir uzunlugunu arttirabilecek yeni
alternatif tedavilerin ve biyolojik ajanlarmn gelistirilmesi i¢in yapilan ¢aligmalar dikkat
cekmektedir (Mendez vd 2011).

2.2 Hiicre Oliimii

Hiicre olim programlar1 doku homeostasisi, gelisimi ve hiicresel stres
yanitlarinda rol alan mekanizmalardir (Blank ve Shiloh 2007). Hiicre o6liimiiniin
morfolojik ozellikleri, hiicresel 6liim tiplerinin tanimlanmasinda siklikla kullanilan
biyolojik belirteclerdir (Ziegler ve Groscurth 2004). Hiicre Oliim yolaklarindaki
bozukluklar, hiicrelerin 6liimden kagmasina ve sonucta tiimdérogenezise yol agar (Blank
ve Shiloh 2007).

2.2.1. Mitotik Hiicre Oliimii (Mitotik Katastrof)

Mitotik katastrof olarak adlandirilan hiicre 6liimii, hiicreler icinde iki ya da daha
fazla mikroniikleus olusumu ile kendini gdsteren anormal mitozun bir sonucudur (Blank
ve Shiloh 2007). Mitotik katastrof hiicre dongiisii kontrol noktalarmnin yetersizliginden
ve hiicrede olusan farkli hasarlarin birikmesinden kaynaklanir (Castedo vd 2004,
Galluzi vd 2007).

Mitotik hiicre oliimii i¢in iki temel mekanizma Onerilmektedir. Birincisi, ¢ok
kutuplu mitoz boliinmeyi takiben mikroniikleus olusumunu tetikleyen kromozomlarin
anormal duplikasyonu olarak tanimlanabilir. Mitotik hiicre Oliimiiniin  diger
mekanizmasi ise, DNA's1 hasarli olan hiicrelerle iliskilidir. Bu hiicrelerde mitotik hiicre
oliimii, CdkI’in diizensiz aktivasyonundan kaynaklanir. Ayrica hasar1 tamir edilememis



hiicrelerin erken mitoza girmeleri mitototik hiicre 6liimiiniin diger bir nedenidir (Blank
ve Shiloh 2007).

2.2.2. Nekroz

Hiicre oliimiiniin bu tipi genellikle enfeksiyon, inflamasyon ya da iskemi gibi
patofizyolojik olaylarin bir sonucu olarak ortaya c¢ikmaktadir. Nekrozun en belirgin
Ozellikleri; hiicresel enerjinin tilkenmesi, hiicre membraninin sismesi ve kopmasi ile
membran lipitlerinin  hasarlanmasi, homeostatik iyon pompalarr/kanallariin
fonksiyonlarindaki kayip ve apoptotik olmayan proteazlarin aktivasyonudur (Blank ve
Shiloh 2007). Nekrotik hiicrenin par¢alanan membranindan hiicresel iceriklerin ve onciil
inflamatuvar molekiillerin hiicreler aras1 bosluga salinmasi inflamasyon yanitin
baslamasina yol acar (Jin ve El-Deiry 2005).

2.2.3. Apoptoz

Apoptoz terimi ilk kez 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie’nin yayinlarinda
hiicre 6liimiiniin farkli morfolojik yapisini tanimlamak i¢in kullanilmistir (Kerr vd 1972,
Paweletz 2001, Kerr 2002, Elmore 2007). Apoptoz, Caenorhabditis elegans’tan insana
kadar tiim ¢ok hiicreli canlilarda goriilen, evrimsel olarak ¢ok i1yi korunmus bir
mekanizmadir (Cummings vd 2004, Heemst vd 2007). Apoptoz hiicre i¢inde dinamik
olarak gerceklesen bir olaydir ve cok hiicreli organizmalarin gelisiminde, dokularda
hiicre popiilasyonunun siirdiiriilmesinde ve diizenlenmesinde 6nemli rol oynayan bir
siirectir (Leist ve Jaattela 2001, Gewies 2003). Apoptoz, ayni zamanda fonksiyonu
bozulmus hiicrelerin elenmesini saglayan ‘programli’ hiicre 6liimiiniin bir sekli olarak
da tanimlanabilir. Hiicre hacmindeki kayip, plazma membran kabarciklari, niikleer
yogunlagsma, kromatin kondensasyonu ve DNA’da endoniikleotik pargalanma gibi
ozellikler apoptotik hiicreler i¢in karakterizedir (Hu ve Kavanagh 2003). Apoptoz
sirasinda  hiicre membran1 asimetrisini kaybeder ve fosfatidilserin uglar1 hiicre
yilizeyinden disar1 ¢ikar. Bu sayede, makrofajlara bu hiicrelerin parcalanmasiyla ilgili
sinyaller gonderilmis olur. Olusan apoptotik cisimcikler fagositik hiicrelerce yok edilir.
Boylece cevre dokularda inflamasyona yol agmaz (Cohen 1998). Apoptoz, hiicre
bliylime ve bdliinme sinyalleri, hiicrede meydana gelen tamiri miimkiin olmayan
hasarlar, miktar1 artan reaktif oksijen tiirevleri gibi hiicre i¢i sinyaller ve sitotoksik
ajanlar, bazi kimyasallar, iyonize radyasyon gibi hiicre dist sinyaller ile diizenlenir
(Formigli vd 2000, Debnath vd 2005, Elmore 2007).

Apoptoz siirecinde meydana gelen olaylar sirasiyla; hiicrede tamir edilemeyen
hasarlar sonucunda DNA’nm fragmentasyonu, kaspazlarin aktivasyonu, hiicre iskeleti
ve niikleer proteinlerin yikimi, proteinlerin ¢apraz baglanmasi, apoptotik cisimciklerin
olusumu, fagositik hiicre reseptorleri i¢in ligandlarin ekspresyonu ve en sonunda
fagositik hiicreler tarafindan apoptotik cisimciklerin yok edilmesidir (Elmore 2007).



Apoptoz mekanizmasinda, digsal/0liim reseptorii yolagi ve i¢sel/mitokondriyal
yolak olmak tizere iki temel sinyal yolagi bulunmaktadir (Igney ve Krammer 2002).
Bunlara ek olarak perforin-granzim bagimli hiicre 6limiinii iceren apoptotik bir yolak
daha oldugu ortaya ¢ikarilmistir (Martinvalet vd 2005) (Sekil 2.2). Dissal, i¢sel ve
granzim B yolaklari, ayn1 baglangi¢c noktasinda ya da kaspaz-3'iin aktivasyonu ile ayni
infaz yolaginda kesisir (Elmore 2007).

Dissal yolak Fas, TNF ya da TRAIL gibi hiicre yiizey reseptorleri araciligi ile
baslatilir. Oliim ligandlarmmn uyarimi, 6liim baslatict sinyal kompleksi (DISC), kaspaz-
8 ve Fas-iligkili 6liim domaininin varlig1 ve reseptorlerin oligomerizasyonu ile
sonuclanir. DISC’te kaspaz-8’in otoaktivasyonu, hiicre 6liim programimin ilerletici
efektorleri olarak fonksiyon goren kaspaz-3, -6 ve -7'nin aktivasyonu ile devam eder
(Ashkenazi ve Dixit 1998, Zhaoyu ve Wafik 2005).

Igsel yolak, mitokondride kesisen farkli apoptotik uyarmmlarin araciligi ile
baslatilir. Mitokondriden sitoplazmaya sitokrom c salinir. Sitosolik sitokrom c,
apoptozom olarak bilinen DISC benzeri kompleksi iiretmek i¢in apoptoz proteaz aktive
edici faktor 1 (Apafl) ve prokaspaz-9’a baglanir. Apoptozom igerisinde kaspaz-9
aktiflesir ve kaspaz-3’lin aktivasyonuna yol acar. Boylece kaspaz kaskadi baslatilmig
olur (Shi 2002, Zhaoyu ve Wafik 2005). igsel yolaktaki olaylarin diizenlenmesi ve
kontrolii Bcl-2 protein ailesinin iiyeleri sayesinde olur (Cory ve Adams 2002, Elmore
2007). Mitokondiriyal membran gecirgenliginin artmasi sonucu mitokondriden
sitokrom ¢ salinim1 Bcl-2 proteinleri sayesinde gergeklesmektedir (Li vd 1998, Esposti
2002, Elmore 2007). Timor supressor protein p53, Bcl-2 ailesi proteinlerinin
diizenlenmesinde Onemli rol oynar, ancak kesin mekanizma heniiz tamamen
aciklanmamistir (Schuler ve Green 2001, Elmore 2007). Pro-apoptotik veya anti-
apoptotik olabilen Bcl-2 ailesinin proteinleri mitokondriyal membran gecirgenliginde
rol oynar. Glinlimiizde, Bcl-2 ailesinde toplam 25 gen tanimlanmistir. Bu aileye ait bazi
onemli anti-apoptotik proteinler; Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcel-XS, Bcel-w, BAG, pro-
apoptotik proteinler ise; Bcl-10, Bax, Bak, Bid, Bad, Bim, Bik, ve Blk'dir. Bu
proteinler, hiicrenin apoptoza gidip gidemeyecegine karar vermesinde kritik bir 6neme
sahiptir (L1 vd 1998, Esposti 2002, Elmore 2007).

Ucgiincii bir yolak olarak tanimlanan Granzim B (GrB) yolag:, ilk kez
graniilositlerde kesfedildigi i¢in Graniilosit-enzim kelimelerini birlestirilmesiyle
adlandirilmistir. Granzim B, sitotoksik T hiicrelerinden salgilanarak GrB reseptorlerine
baglanir. GrB bir serin proteazdir. Sitoplazma i¢ine alman GrB, kaspaz kaskadi
iizerinden apoptozu baslatir (Darmon vd 1995, Martin vd 1996, Srinivasula vd 1996,
Andrade vd 1998).
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Sekil 2.2. Apoptozun sematik gdésterimi

Kaspazlar, apoptotik sinyal aginda merkezi rol alan, apoptotik hiicre 6limiiniin
gerceklesebilmesi i¢cin her durumda aktiflesmesi gereken sistein proteazlardir. Sistein
bagimli aspartata 6zgilil bu proteazlar, Caenorhabditis elegans’m ced-3 geni ile
homoloji gosterir (Bratton vd 2000, Gewies 2003). Kaspazlar, pentapeptit QACRG’ nin
olduk¢a korunmus, aktif kismindaki O6nemli sistein ucglarma baglanarak katalitik
aktivitelerini gosterirler ve substratlarini 6zellikle Asp uglarindan keserler (Denault ve
Salvesen 2002, Richardson ve Kumar 2002, Gewies 2003). Kaspazlarin hiicre
icerisindeki substratlar1 arasinda; proapoptotik molekiiller, apoptoz diizenleyicileri,
yapisal proteinler, hiicresel DNA tamir proteinleri ve hiicre dongiisii ile ilgili proteinler
siralanabilir (Degretev vd 2003, Zhaoyu ve Wafik 2005).

Bilinen yaklasik 14 tane memeli kaspazi1 vardr. Kaspazlarin pek cok ozelligi
ortaktir (Stennicke ve Salvesen 2000, Zhaoyu ve Wafik 2005). Kaspazlar, hiicre icinde
prokaspazlar olarak nitelendirilen inaktif zimojen graniiller olarak sentezlenir (Denault
ve Salvesen 2002, Gewies 2003 ).

Fonksiyonlarmna bagli olarak, kaspazlar 3 grupta siniflandirilabilirler:

1. Inflamatuar kaspazlar: 1nﬂamasy0n icin gerekli olan kaspaz-1, -4, -5, -11, -12, -13
ve -14’1 igerir.



2. Baslatici kaspazlar: Apoptoz mekanizmasini baglatan bu enzimler, reseptor
molekiillerle iliski kuran efektor 6liim (DED) (kaspaz-8 ve -10) ya da alic1 (CARD)
(kaspaz -2, -9) prodomainlerine sahiptir.

3. Efektor kaspazlar: Bu yikici smif (kaspaz-3, -6, -7) kisa bir prodomain
bulundurmasiyla karakterizedir. Tipik olarak cok cesitli hiicresel substratlarin
kesilmesiyle apoptozun infaz asamasinda rol oynar ve kendinden bir Onceki
kaspaz/kaspazlar tarafindan aktive edilerek c¢alisirlar (Degretev vd 2003, Zhaoyu ve
Wafik 2005).

Apoptozun anormal diizenlenmesi kansere yol agabilir. Tiimér hiicreleri siklikla
kontrolsiiz biiylimeye izin veren normal apoptotik sinyallere karsi direng gelistirir
(Ashkenazi ve Dixit 1998). Kanser hiicrelerinde apoptoza direng gelistirilmesine yol
acan iki temel mekanizma bulunmaktadir. Birincisi, somatik ya da somatik olmayan
mutasyonlar ve proapoptotik molekiillerin ekspresyonundaki kayip, ikincisi de apoptoz
inhibe edici molekiillerin asir1 ekspresyonudur (Freedman vd 2004, Soung vd 2005,
Ghavami vd 2009). Ayrica apoptozun diizenlenmesindeki eksiklik, otoimmiin
hastaliklar ve/veya viral enfeksiyonlarin yayilmasina sebep olurken; ndrodejenaratif
hastaliklar, AIDS ve iskemik hastaliklar ise apoptoz mekanizmasinin asir1 derecede
aktivasyonu sonucu meydana gelir. (Fadeel 1999, Gewies 2003).

Hiicrelerde DNA hasarmim belirlenmesinden ve tamir edilememesinden sonra,
hiicreyi 6liime gotiiren apoptotik siirec, karsinogenezde mutant hiicrelerin cogalmasinin
engellemesinde de oldukc¢a onemlidir (Foster 2008). Tiimor hiicreleri ile miicadelede
proapoptotik sinyallerin aktivasyonu ya da antiapoptotik sinyallerin inhibisyonu kanser
tedavisi i¢in en kritik hedeflerdir (Freedman vd 2004, Soung vd 2005, Ghavami vd
2009).

2.2.4. Otofaji

Otofaji, yunancada ‘oto’ (kendi) ve ‘faji” (yemek) anlaminda kullanilan
kelimelerden tiiretilmis bir terimdir. Evrimsel olarak olduk¢a korunmus bir katabolik
siireci ifade eden otofaji terimi; fizyolojik siireg¢lerde, gelisme ve farklilasma sirasinda
hiicrenin yeniden sekillenmesini, besin kitliginda aminoasit iiretimini ve hasarl ya da
istenmeyen organel ve/veya molekiillerin elenmesini saglamaktadir (Mizushima vd
2008, Liu vd 2010).

Besin  kithiginda, hiicre biiylimesinin kontroliinde, yaslanma karsit1
mekanizmalarda ve dogal bagisiklikta gereksinim duyulan otofaji mekanizmasinin
diizenlenmesindeki aksakliklar, kansere, kardiyomiyopatiye, kas hastaliklarina ve
norodejenaratif hastaliklara sebep olabilmektedir (Levine ve Klionsky 2004).

Otofajinin mikrootofaji, makrootofaji ve saperon-aracili otofaji olarak
adlandirilan ti¢ temel sekli vardir (Klionsky 2005, Massey vd 2006, Cecconi ve Levine
2008) (Sekil 2.3). Mikrootofaji, lizozom membranin ice ¢okmesi ile sitoplazmanin



dogrudan sindirilmesi olayidir. Saperon aracili otofaji, KFERQ motifli proteinlerin
lizozom zarina segici bicimde taginmasini saglamaktadir. Makrootofaji ise, pek cok
hiicrede bazal diizeyde olusur ve uzun 6miirlii proteinler ile hasar gérmiis organellerin
parcalanmasinda 6nemli rol iistlenir.
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Sekil 2.3. Otofaji sekilleri (Wirawan vd 2012°den uyarlanmistir)

Otofaji mekanizmasinda rol oynayan, kisaca Atg genleri olarak adlandirilan
genlerin ¢ogu, mayada yapilan ¢aligmalar sonucunda ortaya ¢ikarilmistir. Giiniimiizde
otuzdan fazla Atg geni tanimlanmistir (Xie ve Klionsky 2007). Atg genleri, otofajinin
baslatilmasi, otofagozomun olusumu/olgunlastirilmasi ve otofagozom igerisinde
bulunan makromolekiillerin ve/veya organellerin parcalanmast i¢in gerekli olan
proteinleri kodlar (Levine ve Yuan 2005).

Otofaji mekanizmasinda meydana gelen en Onemli olay, otofagozom ve
otolizozomun olusumudur (Aredia vd 2012). Bu olusum sirasinda, otofajik vezikiiliin
biyogenezi icin gerekli olan Atg8-fosfotidiletanolamin (Atg8-PE) ve Atgl2-AtgS
ubikuitin benzeri konjugasyon sistemleri goérev alir. Otofagozom olusumunun ilk
asamasl, ¢esitli organeller ve plazma membranindan orjinlenen, “otofajik kesecik” ya da
bir bagka deyisle “izolasyon membrani” olarak adlandirilan ¢ift membranli yapinin
olustugu c¢ekirdeklenmedir (Oz Arslan vd 2011). Cekirdeklenme asamasini, ‘ otofaji
olusum merkezi’ (PAS) ile iliskili bir protein kompleksini olusturan Atgl2-AtgS
heterodimerinin olusumu diizenler (Xie ve Klionsky 2007, Oz Arslan vd 2011, Aredia
vd 2012). Cekirdeklenme asamasindan sonra, otofaji olusum merkezi genisleyerek,
hasarli organelleri veya yanlis katlanmis, uzun Omiirlii proteinleri igeren sitosolik
bilesenleri kaplar (Mizushima ve Levine 2010, Aredia vd 2012). ATG12, ATGS5’e
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baglanirken, LC3-1 (mikrotiibiil- iliskili protein 151k zinciri 3) olarak adlandirilan maya
ATGS8’inin ortologu, PE (fosfotidiletanolamin) ile birlesir (Chen ve Klionsky 2011,
Aredia vd 2012). Bu birlesim LC3-I’in lipidlenmesini saglar ve LC3-II olusur.
Ardindan, hiicre iskeleti ve lizozom membran proteinleri tarafindan kontrol edilen
olgunlasma siirecinde, otofagozom, otolizozomu olusturmak i¢in lizozomla kaynasir
(Xie ve Klionsky 2007, Chen ve Klionsky 2011, Aredia vd 2012). Olgunlagma siirecini
takiben, otolizozomal icerigin yaglara, sekerlere, proteinlere ve niikleotitlere metabolize
edildigi yikim siireci meydana gelir (Xie ve Klionsky 2007, Burman ve Ktistakis 2010,
Chen ve Klionsky 2011, Aredia vd 2012) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Otofagozom ve otolizozomun olusumu (Aredia vd 2012’den uyarlanmaistir)

Sitoplazma ve organellerin 6nemli bir kismini yok eden, ancak belirli bir esigin
iizerinde meydana gelen otofajik aktivite, geri doniisii olmayan hiicresel atrofiye yol
acar ve hiicresel fonksiyonlarin tamamen ¢okmesine sebep olur (Lum vd 2005). Bu
fonksiyon kayiplari, hiicreleri otofajik hiicre 6liimiine yonlendirir.

Otofajinin hiicre 6liimii olarak hedeflenebilecek bir mekanizma olduguna dair
onemli kanitlar bulunmaktadir. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinin dstrojen reseptor
antagonisti tamoksifen tarafindan tetiklenen oOlimii (Bursch vd 1996), losemi
hiicrelerinin TNF-a’ya bagl 6liimleri (Jia vd 1997), mide ve gliom hiicrelerinin aktive
olmus Ras tarafindan oldiiriilmesi (Chi vd 1999) ve sinir hiicrelerinin biiylime faktorii
eksikliginden dolayr dliimleri (Xue vd 1999) otofajik 6liim mekanizmalarina 6rnek
verilebilir. Ayrica, L929 fare fibroblastlari, U937 monosit hiicreleri ve makrofajlarda bir
kaspaz inhibitorii olan Z-VAD’n yol actig1 6liimler (Shimizu vd 2004, Yu vd 2004, Xu
vd 2006) ve Bax / Bak genleri sessizlestirilmis fibroblastlarin etoposit ve staurosporin
etkisi altinda gbzlenen Oliimler, otofajik gen ifadelerinin baskilamasi sonucu
onlenebilmistir. (Reef vd 2006).

Otofaji, hiicrelerde uyaran cesidine gore, tiimor baskilayict ya da timor
olusumunu tesvik edici bir mekanizma olarak islev gorebilir (Sekil 2.5). Timor
baskilayic1 6zellikteki otofaji, genomik hasarli hiicrelerde kromozomal kararsizligin
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ortadan kaldirilmasmi saglar (Kang ve Avery 2008). Kanser hiicreleri, LC3-II ve
Beclinl olarak adlandirilan otofaji iliskili proteinleri diisiik seviyelerde ifade ederek,
normal hiicrelere oranla daha az otofajik aktivite sergilerler. White ve arkadaslarmin
yaptiklar1 calismada, Beclinl’in ifade edilmedigi farelerin erken embriyonik donemde
oldiikler1 gosterilmistir. Ayni c¢alismada, Beclinl i¢in heterozigot genotipe sahip
farelerin yasamalarina ragmen yabanil tip farelerle kiyaslandiklarinda, dort kat daha
fazla spontan tiimor olusturduklar1 da gosterilmistir (Yue vd 2003, White vd 2011).
Beclinl geninin, prostat kanserlerinin %40’mda, gdgiis kanserlerinin %50’sinde ve
rahim kanserlerinin %75’inde hi¢ eksprese edilmedigi gdsterilmistir. Ayrica, Beclinl
geninin kolon kanserinde, beyin tiimorlerinde ve hepatoselliilar karsinomada normalden
daha az eksprese edildigi bilinmektedir. Tiim bu veriler, otofaji mekanizmasinda
meydana gelen hasarin kanser gelisimi ile yakindan iligkili oldugunu gostermektedir.

Otofaji, sinirli anjiyogenezisin neden oldugu besin kithig1 ve hipoksi
durumlarinda, timor hiicrelerinde apoptozun inhibisyonuna sebep olur. Bu durum,
tiimOr hiicrelerinin 6liim mekanizmasindan kagarak hayatta kalmalarin1 saglar (Hippert
vd 2006). Kemoterapide kullanilan ajanlar arasmmda yer alan histon deasetilaz
inhibitdrleri, arsenik trioksit, imatinib ve rapamisinin, insan kanser hiicre hatlarinda,
otofajiyl indiikledikleri gosterilmistir (Dalby vd 2010). Bunun yani sira, radyasyon
terapisi ve antidstrojen hormonal terapi gibi antineoplastik terapiler de otofajiyi
indiiklemektedir (Hippert vd 2006). Otofaji ve apoptoz arasinda en az ii¢ farkli baglanti
oldugu bilinmektedir. Otofaji; apoptoza paralel olarak hiicre Oliimiine yol agabildigi
gibi, apoptozu baskilayarak hiicrenin hayatta kalmasmi saglayabilir ya da apoptoz igin
bir 6n kosul olabilir (Eisenberg-Lerner vd 2009). Otofaji, kendi basina hiicre 6liimiine
sebep olmadan apoptotik hiicre dliimiine yardime1 olabilmektedir (Oz Arslan vd 2011).
Ornegin; besin kithigi swrasinda otofaji ile hiicresel ATP seviyesinin korunmasi
apoptozun 6nemli bir belirteci olan fosfotidilserinlerin hiicre zarinin disina transferini
saglar (Qu vd 2007). Baz1 durumlarda otofaji ve apoptoz hiicrede birbirine zit etkiler
yapabilmektedir. Otofaji hiicre 6liimiine kars1 bir hayatta kalma mekanizmasi seklinde
calisarak, apoptozun durdurulmasma ve Sliimiin engellenmesine yol agmaktadir (Oz
Arslan vd 2011).

Apoptoz ve otofajinin birlikte calistigini gésteren pek cok yaymn bulunmaktadir.
Apoptozu arttirdigr bilinen uyaranlardan etoposit, fare embriyonik fibroblast
hiicrelerinde (MEF), seramid de meme ve kolon karsinomalarinda apoptozla beraber
otofaji aktivasyonuna neden olmustur (Pattingre vd 2009). Imatinib ile tedavi edilen
Kaposi sarkomasinda ve MG132 adli proteozom inhibitorii ile muamele edilen PC3
prostat kanser hiicrelerinde goriilen Sliimler de, apoptoz-otofaji isbirligine verilebilecek
ornekler arasinda yer almaktadir (Yang vd 2006, Basciani vd 2007, Oz Arslan vd
2011).

12



e
normal hiieraler : Ty

"

Etkili otofzji Inhibe olmus otofaji Zorunls otofaji

I / N\ I

s e Apoptoz ve Nekroz ve inflamasvon  Programl hiiers 8limi va
Timér gerilemasi Timér gerilemesi

Sekil 2.5. Kanser gelisiminde otofaji (Aredia vd 2012°den uyarlanmstir)

Molekiiler diizeyde otofaji yolaklarinin apoptoz sistemi ile etkilesimlerinin

oldugunu destekleyen pek ¢ok yaym bulunmaktadir. Ornegin;

a)

b)

Apoptoz diizenleyici molekiiller olan Bcl-2, Bcl-xL, Bax ve Bak proteinleri,
otofajik proteinlerden biri olan Beclinl ile etkilesir ve bu etkilesim sayesinde
otofaji slirecinin diizenlenmesi saglanir (Shimizu vd 2004, Pattingre ve Levine
2006, Blank ve Shiloh 2007).

Hepatositlerin TNF-a ile tedavisinde, lizozomal proteaz katepsin B’nin
proapoptotik BH3-tek aile {iyesi Bid’in aktivasyonunu saglamasi ve sitokrom
c¢’nin mitokondriyal salinimini desteklemesi ile apoptoza katkida bulundugu
gosterilmistir (Guicciardi vd 2000, Stoka vd 2001, Blank vd Shiloh 2007).

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

Apoptoz indiikleyici ligand TRAIL, memeli asinisinde otofajiye aracilik
etmektedir (Mills vd 2004, Blank ve Shiloh 2007).

Apoptotik mekanizmada meydana gelen DNA fragmentasyonuna sebep olan
baz1 endoniikleazlar lizozomlardan kdkenlenir (Kessel vd 2000, Blank ve Shiloh
2007).

Oliim iligkili protein kinazlar olan DAPk ve DPR-1, hem apoptotik
tomurcuklanmay1 hem de otofajik vakuol olusumunu indiikler (Inbal vd 2002,
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Bialik ve Kimchi 2004, Bialik ve Kimchi 2006, Pattingre ve Levine 2006, Blank
ve Shiloh 2007).

g) Hiicre igerisinde bircok metabolik siiregte islev goren mTOR proteini, hem
otofajinin hem de apoptozun diizenlenmesinde rol oynar (Proud 2004, Blank ve
Shiloh 2007).

2.3. mTOR Protein Kompleksi

Rapamisin iligkili protein (FRAP), rapamisin hedefi (RAPT1) ya da sirolimus
efektor proteini (SEP) olarak da bilinen (Janus vd 2005) memeli rapamisin hedefi
(mTOR), 289 kDa’luk bir Ser/Thr kinazdir. Saccharomyces cerevisiae’nin TOR1 ve
TOR2 protein altbirimlerinin ortologudur. TOR, mayalardan memelilere kadar bir¢cok
canlida ifade edilen evrimsel olarak korunmus bir kinazdir. Insan, fare ve rat mTOR
proteinleri % 95 oraninda benzerlik gostermektedir (Huang vd 2003).

mTOR proteini bes domainden olusur. Bunlar; katalitik kinaz domaini, FKBP12-
rapamisin baglayict (FRB) domain, C-terminal ucunun yaninda oto-inhibitor domain,
N-terminal ucunun yaninda FAT (FRAP-ATM-TRRAP) domaini ve FATC (FAT C-
terminal) domainidir. Ayrica bu protein, 20°den fazla tekrarli diziye sahip iki adet
HEAT (Huntingtin, EF3, PP2A’nin bir alt birimi ve TOR) motifi tasimaktadir (Gingras
vd 2001, Huang vd 2003) (Sekil 2.6). Proteinin C-terminalinde yer alan katalitik kinaz
domaini, PI3K’m lipit kinaz domainiyle homologtur. Bu yiizden, mTOR, PI3K-iligkili
kinaz ailesinin bir liyesi olarak kabul edilir. Bu ailenin iiyeleri; hiicre biiyiimesi,
boliinmesi ve kontrolii, DNA’da meydana gelen hasarlarn kontrolii, telomer
uzunlugunun sabit tutulmas1 ve DNA rekombinasyonu gibi temel molekiiler olaylarda
rol oynamaktadir (Janus vd 2005). Hiicre icerisinde besin kitlig1 olmadigi durumlarda,
mTOR yolagi aktive olarak, hiicrenin hayatta kalmasi, biliyiimesi ve ¢ogalmasi i¢in
gerekli olan proteinlerin biyosentezi saglar (Arango vd 2009).

HEAT | | HEAT | | FAT| |FRB | CD || RD|| FATC

Sekil 2.6. mTOR domainlerinin sematik gosterimi (Huang vd 2003).

mTOR protein kompleksi, mMTORC1 ve mTORC?2 olarak adlandirilan ve farkli
gorevler istlenmis iki katalitik alt iiniteden olusur. mTORCI1 ve mTORC2, farkli
hiicresel fonksiyonlar1 diizenleyen degisik substratlar1 fosforiller. Ornegin; mTORC2,
hiicre hayatta kalim1 ve hiicre iskeletinin organizasyonunu kontrol eden, AKT, SGK1 ve
PKC’yi1 fosforiller. Diger yandan, mTORCI, kap-bagimli translasyon artisiyla hiicre
biiylimesi ve ¢ogalmasini elF-4E bagimli proteinler ve S6 kinazlar araciligi ile uyarir
(Dowling vd 2010).
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mTORCI alt iinitesi, protein kompleksinin rapamisine duyarli birimidir (Jung vd
2010) ve mTORCI sinyali, pek ¢ok sinyal kaskadi tarafindan diizenlenir (Dowling vd
2010). Besin bollugunda, TOR kinaz aktif hale gelir ve hiicre biiylimesine yol acan,
hiicre dongiisiiniin G1’den S fazina gegmesini kontrol eden proteinlerin translasyonunun
baslamasmna neden olan p70S6K ve elF-4E’nin aktivasyonunu saglar (Huang ve
Klionsky 2007). Memeli hiicrelerinde, S6KI ve 4EBP1’e mTOR sinyalinin iletimi,
PI3K/AKT yolaginin sinyal iletimine baglidir. Aktive olmus AKT, TSC2’yi fosforiller
ve mTOR inhibisyonunu smirlandirir (Janus vd 2005). Tiiberoz sklerozis kompleks
(TSC1/TSC2), mTORCI sinyalini inhibe etmek i¢in upstream olarak fonksiyon gortir.
TSC1/TSC2’nin mTORCI f{izerindeki inhibe edici etkisine benzer sekilde, TSC2’nin
asir1 ekspresyonu, mTORCI1’in hedefleri 4E-BP ve S6K’larin fosforilasyonunu azaltir.
4E-BP ve S6K’larn fosforilasyonlari, mTORC1’in bir bileseni olarak tanimlanmis
PRAS40 (prolince zengin AKT substrat1 40 kDa)’in asir1 ekspresyonu tarafindan da
belirgin bigimde azaltilmaktadir. mTORCI sinyalinin farkli kanser tiplerinde diizensiz
oldugu bilinmektedir. Agresif oldugu ve zayif prognoz gosterdigi bilinen bazi kanser
tiplerinde, mTORCI1’in  downstream hedeflerinin  fosforilasyonunun ve/veya
ekspresyonlarinin arttig1 gosterilmistir. Dolayistyla, mTORCI antikanser terapiler igin
onemli bir hedef olarak gosterilmektedir (Dowling vd 2010). Translasyonda 6nemli bir
rolii oldugu bilinen mTORCI1 altbiriminin bazi hiicresel olaylarda da farkli roller
iistlendigi  gosterilmistir. Ornegin, mTORC1 lizozomal mekanizmayla hiicresel
organelleri ve/veya uzun omiirlii proteinleri yikarak otofajiyi inhibe eder (Codogno ve
Meijer 2005) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. mTOR Yolagi (Efeyan ve Sabatini 2010’dan uyarlanmistir)
2.2.6. Temsirolimus (CCI-779)

Antikanser ilag gelistirmek i¢in yiiriitiilen tiim ¢aligmalarin temel amaci1 kanser
hiicrelerini segici bir sekilde oOldiirebilecek etkili bir ilag gelistirmektir. Bunu
basarmadaki olas1 yollardan biri, sadece tiimdr hiicreleri i¢in spesifik ve toksik
molekiiler hedeflerin kesfidir. Bu baglamda, hiicre dongiisii kontrol noktalarin1 hedef
alan yeni ajanlarin etkilerinin incelenmesi son yillarda en dikkat c¢eken arastirma
konular1 arasinda yer almaktadir (Janus vd 2005).

Rapamisin, dogal olarak meydana gelen, mTORCI’in spesifik, allosterik bir
inhibitérii olarak davranan makrolit trien bir antibiyotiktir (Dowling vd 2010).
Rapamisin, hiicreleri G1 fazinda yavaslatmay1 veya durdurmayi basaran bir sitostatik
ajandir (Huang vd 2003). Rapamisin, hiicre i¢i reseptorii FK506-baglayic1 proteine
(FKBP12) ve ardindan olusan bu kompleks mTOR’a baglanir. Bu ii¢lii kompleksin
olusumundan sonra, mTOR’un p70S6K ve 4EBP’ye kars1 kinaz aktivitesi zayiflar (Hui
vd 2009).
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Rapamisin’in smirli farmakolojik 6zellikleri, analoglarinin sentezlenmesine
sebep olmustur (Fasolo ve Sessa 2008, Brachmann vd 2009). Rapamisin’in hem hiicre
cogalmasi hem de biiylimesini baskilama yetenegi (mTORCI inhibisyonu yoluyla),
rapamisin ve analoglarmin potansiyel antikanser ajanlar olarak kullanilabilecegini
gostermektedir (Faivre vd 2006, Petroulakis vd 2006, Dowling vd 2010). Giiniimiizde
‘rapaloglar’ olarak bilinen bu tiirevler [CCI-779 (temsirolimus), RADOO1 (everolimus),
AP23573 (deforolimus)], klinik kanser ¢aligmalarinda siklikla kullanilmaktadir (Fasolo
ve Sessa 2008, Brachmann vd 2009). Bu caligmalarda, rapamisinin (sirolimusun);
temsirolimus (CCI-779), everolimus (RADOO1), deforolimus (AP23573) gibi
analoglarmin tek baslarma ya da bilinen kemoteropatik ajanlarla kombine halinde
kullanilmalarinin otofajik hiicre 6limiinii arttirdig1 gosterilmistir (Vignot vd 2005).

Rapamisin’in ¢oziilebilir ester formu, temsirolimus, baslangigta antifungal bir
ilag olarak, sonrasinda antikanser aktivitesinin fark edilmesiyle immiinosupresif bir ajan
olarak kullanilan dogal bir iiriindiir (Rini 2008). Temsirolimus suda rapamisinden daha
1yi ¢oziiniir (Hui vd 2009). Temsirolimus, rapamisine ek olarak C-40-O pozisyonunda
dihidroksilmetil propionik asit ester grubu i¢erdiginden dolayi, damar i¢i uygulamadan
sonra hizlica hidrolize edilir (Liu vd 2009) (Sekil 2.8). Hiicre dongiisii inhibitorii-779
(CCI-779) ad1 ile de bilinen temsirolimus 1990’larda tanimlanmis ve sonraki yillarda
antikanser Ozellikleri arastirilmaya baslanmistir (Peralba vd 2003, Rini 2008).
Temsirolimus, Wyeth Ayerst’deki arastirmacilar tarafindan tiimér c¢ogalmasini
geciktirici bir sitostatik ajan olarak tanimlanmistir (Vignot vd 2005).
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Sekil 2.8. Temsirolimus’un agik formiilii ve etki mekanizmasi (Rini vd 2007’den
uyarlanmistir)

Temsirolimus, ilerlemis bobrek hiicre karsinomasi tedavisinde kullanilmak i¢in
onaylanmistir. Bu ajan, hiicre ici protein FKBP-12 ile bir kompleks olusturur. Olusan bu
kompleks hiicre dongiisiiniin kontroliinde ve anjiyogenezde gerekli proteinleri
downregiile edici mTOR sinyalini inhibe eder (Hay ve Sonenberg 2004, Del Bufalo
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2006, Abraham 2007). mTOR’un farmakolojik inhibisyonu, hiicre dongiisiinde G1
fazindan S fazina gecisini azaltir (Pene vd 2002, Vignot vd 2005).

Temsirolimus’un, akciger, gdgiis, yumurtalik, prostat, bas-boyun kanserlerinde,
glioblastoma, melanoma ve losemide, tek basma veya bilinen ¢esitli kemoterdpatik
ilaglarla kombine tedavilerinin antitiimor etkisi oldugu gosterilmistir (Gomez-Martin vd
2005). PC-3 ve DU 145 (prostat kanser hiicreleri) hiicre hatlarinda biiylimeyi
baskiladigi, bazi meme kanseri hiicre hatlarinda ise antianjiogenik etkisi oldugu
gosterilmistir. Yapilan bir ¢alismada, NCI-H460 ve A549 hiicre hatlar {izerinde ilacin
tek basma ve mTOR protein yolagiyla baglantili olan Akt proteini inhibitori
GSK690693 ile kombinasyonunun, hiicrelerde antitimor etki yarattigi gosterilmistir
(Jeong vd 2012).

Temsirolimus ile tedavi edilmis meme karsinoma, endometrial karsinoma ve
mantle hiicreli lenfoma hastalarinin tiimor histolojilerindeki molekiiler anormalilikleri
incelemek admma yapilan klinik calismalarda, ilacin ¢esitli yolaklarda etkin oldugu
ortaya ¢ikarilmistir (Dancey 2006). Meme kanseri hastalarinda temsirolimus’a verilen
yanitta PTEN mutasyonu ve/veya HER-2 asir1 ekspresyonu géze carpmaktadir. MCL’li
hastalarda temsirolimus’un aktivitesi siklin D1’in hiperekspresyonu ile iligkilidir.
Temsirolimus siklin D’nin translasyonunu inhibe eder ve hem mRNA hem de protein
seviyesinde siklin D1’in turnover’mi hizlandirmaktadir. Siklin D1’in baskilanmasi,
pRB fosforilasyonu ve G1’in ilerlemesi i¢in gerekli olan aktif cdk4/siklin DI
kompleksinin ekspresyonunda azalma ile sonug¢lanir. Hem glioblastoma hem de
endometrial karsinoma siklikla PTEN’den yoksundur. PTEN kayb1 PI3K yolaginda bir
sinyal artis1 meydana getirmektedir ve bu durum temsirolimus’a duyarliligi
arttirmaktadir (Muise-Helmericks vd 1998, Takuwa vd 1999, Decker vd 2003). Ancak,
endometrial kanser hastalarindan elde edilen bu bulgulara karsi glioblastoma
hastalarinda ilacin sergiledigi etkiler PTEN’den farkli mekanizmalarin da mTOR
inhibitdrlerinin hedefleri olabilecegini gostermektedir (Decker vd 2003).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Hiicreler ve Kiiltiir Kosullan

Calismamiz kapsaminda ATCC’den temin edilen NCI-H1975 hiicre hatt1 (kiigtik
hiicreli dis1 akciger kanser hiicresi, ATCC CRL-5908) deney grubu, 293T hiicre hatti
(bobrek epitel hiicre hatti, ATCC CRL-11268) ise kontrol grubu olarak kullanildi.
Hiicre hatlarinin her ikisi de %10 FBS (Fetal Bovin Serum) ve %2 glutamin ile
desteklenmis DMEM besiyerinde ¢ogaltilarak, %5 CO;’li atmosferde 37°C’de inkiibe
edildi. Hiicreler, ATCC’nin tavsiye ettigi sekilde %0.25 tripsin, %0.03 EDTA karisim1
ile kaldirilip 1: 3 ya da 1: 6 oraninda olacak sekilde pasajlandi. Kullanilmayan hiicreler
%95 besiyeri ve %5 DMSO igerecek sekilde hazirlanan soliisyon igerisinde -80°C’lik
derin dondurucuda saklandi.

3.2. Tlacin Hiicrelere Uygulanmasi

Temsirolimus %1 DMSO igerisinde ¢06zildii ve hazirlanan 1mg/ml’lik ana
stoklar alikotlanarak -20°C’lik derin dondurucuda saklandi. Deneylerin tiimiinde %1°lik
DMSO’nun da hiicre canlilig1 iizerine etkisi arastirildi. Hiicreler stoktan agilarak kiiciik
petri kaplarinda ¢ogaltild1 ve petri kaplar1 %80-90 oraninda dolunca tripsinizasyon ile
kaldirilip 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu steril plaklara ekildi. 24
saatlik siire ardindan besiyerleri uzaklastirilip Temsirolimus’un 1mg/ml’den baglayarak
0.9 ng/ml’ye kadar %1°lik FBS igeren besiyerinde yar1 yartya diliisyon ile hazirlanmis
dozlari, hiicrelere uygulandi. Ila¢ uygulamasiin hemen ardindan tek bir sira
kuyucuktaki hiicre canliligi saptandi (Sifirinc1 zaman). Her biri kendi i¢inde 6 kez
olmak tizere toplamda ii¢ farkli deney seti hazirlandi ve elde edilen degerlerin
ortalamasima bakilarak, ila¢ i¢cin uygulama doz aralig1 0.9 pg/ml — 62.5 pg/ml olarak
belirlendi. 24, 48 ve 72 saat olarak belirlenen inkiibasyon siireleri sonrasinda hiicrelerin
canlilig1 asagida belirtilen hiicre canlilik testi ile degerlendirildi.

3.3. WST-1 Hiicre Proliferasyon Kiti

WST-1 hiicre proliferasyon kiti (Rosche, Kat. No: 11 644 807 001) kullanilarak
ilacin sitotoksik etkisi arastirildi. WST-1 testi, canli hiicrelerdeki metabolik aktiviteyi,
hiicrelerin WST-1’1 pargalayarak c¢oziilebilir formazan tuzlar1 olusturmasi esasi ile
Olgmektedir (Liu vd 2012).

Hiicreler stoktan agilarak kiiciik petri kaplarinda ¢ogaltild1 ve petri kaplar1 %80-
90 oraninda dolunca tripsinizasyon ile kaldirilip 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96
kuyucuklu steril plaklara ekildi. 24 saatlik siire ardindan besi yerleri uzaklastirild1. ilag
icin en yliksek doz olarak belirlenen 62.5 pg/ml’den baslayarak, %1°lik FBS igeren
besi yerinde hazirlanan ilaglar, her birine 200 pl olacak sekilde kuyucuklara eklendi ve
ardindan 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerince %5 CO;’li atmosferde 37°C’de
inkiibasyona birakildi.
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Her bir inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklardaki besi yerleri ¢ekilip 90 pl
serumsuz besiyeri tizerine 10 pul WST-1 soliisyonu eklendi ve ortalama 4 saat
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda plaklarin absorbans degerleri
spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda 6lciilerek kaydedildi.

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

Kolorometrik proteaz (Kaspaz 2,-3,-6,-8,-9) kiti (Invitrogen, Kat. No:KHZ1001)
kullanilarak apoptoz mekanizmasinda yer alan Onemli bazi kaspaz aktivitelerinde
degisim olup olmadig1 saptandi. Kit icerisinde her bir kaspaz i¢in, p-nitroanilin ile
isaretlenmis, spesifik substratlar; VDVAD (kaspaz-2), DEVD (kaspaz-3), VEID
(kaspaz-6), IETD (kaspaz-8) ve LEHD (kaspaz-9) bulunmaktadir. Kaspaz enziminin
aktivitesine bagli olarak kendi substratini kesmesi sonucu kromofor 6zellikteki pNA

kism1 serbest kalir ve serbestlesen pNA’nin miktar1 spektrofotometrik olarak
belirlenebilmektedir (Thornberry ve Lazebnik 1998).

Kaspaz enzim aktivitesi 6l¢timii i¢cin hiicreler, kitte 6nerildigi iizere 1x10° hiicre/
ml olacak sekilde 5 ml’lik besiyerlerinde kiigiik petrilere boliindii. Temsirolimus igin
sitotoksik oldugu belirlenen 0.9 pg/ml’lik doz, %1°lik FBS (Fetal Bovin Serum) iceren
besi yerinde hazirlanip, her biri ikiser tekrarli olan petrilerdeki hiicrelere, petri basina
beser ml uygulanarak 24, 48 ve 72 saatlik zaman dilimlerinde 37°C’de %5 CO;’li
atmosferde inkiibasyona birakildi.

Her bir inkiibasyon siiresi sonunda petrilerdeki hiicrelerin besi yerleri
uzaklastirilip, hiicreler, tizerlerine licer ml PBS eklenerek kaziyic1 yardimiyla hassas bir
bicimde kaldirildi. Toplanan hiicreler ependorflara aktarilarak alikotland1 ve sivi azot
icerinde dondurularak -80°C‘lik derin dondurucuda saklandi. Tiim inkiibasyon siireleri
sonunda toplanan hiicrelere buz igerisinde bekletilen lizis tamponundan 200 pl eklendi
ve bes dakika buz/alkol karisiminda ardindan bes dakika oda sicakhiginda bekletildi. Ug
kez tekrarlanan bu islem sonrasinda hiicreler 10.000 x g’de bir dakika santrifiij edildi ve
siipernatanlar aliarak yeni ependorflara aktarildi. Elde edilen siipernatanlardaki protein
miktarlarmm1 belirlemek i¢in Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Kat. No: 23225)
kullanildi. Bovine serum albumin 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125 mg/ml’lik konsantrasyonlarda
hazirlanarak standart protein olarak kullanildi. Spektrofotometrede 562 nm dalga
boyunda 6rneklerin absorbanslar1 6lgiildii ve yapilan hesaplamalarla igerdikleri protein
miktarlar1 belirlendi. Her bir 6rnek, 50 pl’de 200 pg/ml protein olacak sekilde
sulandirilarak  kullanildi. Kaspaz kolorometrik proteaz kiti (Invitrogen, Kat.
No:KHZ1001) protokolii izlenerek kaspaz -2,-3,-6,-8,-9 aktiviteleri belirlendi.

3.5. mTOR (pSer2448) Elisa Kit

Temsirolimus’un 0.9 pg/ml’lik dozunun, hiicrelerdeki mTOR proteinin aktivitesi
iizerine sergiledigi etki, mTOR (pSer2448) Elisa Kit (Kat: ab168538) kullanilarak tayin

20



edildi. Proteinin aktivite tayini, Ser2448’den fosforillenmis mTOR proteininin
miktarmnin 6lciilmesi esasina dayanmaktadir (Wang vd 2008).

mTOR protein aktivitesi 6l¢iimii i¢in hiicreler, kitte 6nerildigi tizere 1x10° hiicre/
ml olacak sekilde 5 ml’lik besiyerlerinde kii¢lik petrilere boliindii. Temsirolimus’un 0.9
pg/ml‘lik dozu, %1°lik FBS (Fetal Bovin Serum) igeren besi yerinde hazirlanip, her biri
ikiser tekrarli olmak {izere boliinmiis olan petrilerdeki hiicrelere, petri basina beser ml
olacak sekilde uygulandi. Hiicreler 24, 48 ve 72 saatlik zaman dilimlerinde 37°C’de %5
CO;’li atmosferde inkiibasyona birakildi.

Her bir inkiibasyon siiresi sonunda petrilerdeki hiicrelerin besi yerleri
uzaklastirilip, hiicreler, tizerlerine licer ml PBS eklenerek kaziyic1 yardimiyla hassas bir
bicimde kaldirildi. Toplanan hiicreler ependorflara aktarilarak alikotland1 ve sivi azot
icerisinde dondurularak, -80°C’lik derin dondurucuda saklandi. Tiim inkiibasyon
siireleri sonunda toplanan hiicrelere proteaz inhibitér kokteyli iceren mTOR
ekstraksiyon tamponundan birer ml eklendi. Ardindan hiicreler 13000 x g’de yirmi alt1
dakika santrifiij edildi ve siipernatanlar yeni ependorflara aktarildi. Pierce™ BCA
Protein Assay Kit (Kat. No: 23225) kullanilarak protein miktarlar1 belirlenen her bir
ornek, 50 ul’de 200 pg/ml protein olacak sekilde sulandirildi ve mTOR (pSer2448)
Elisa Kit (Kat: ab168538) protokolii izlenerek mTOR proteinin aktivitesi belirlendi.

3.6. istatistiksel Analiz

Deney sonuclarindan elde edilen verilerde, kontrol grubu ve deney grubu
arasindaki farklilik Graph-pad InStat istatistik programinda, Tek Yonlii Anova Testi ve
ardindan Dunnet Coklu Karsilastrma Testi kullanilarak degerlendirildi. Enzim
aktiviteleri ile ilgili deneylerden elde edilen veriler ise Graph-pad InStat istatistik
programinda, Tek YoOnlii Anova Testi ve tiim gruplarin birbiri ile karsilastirilmasini
saglayan Tukey Testi kullanilarak degerlendirildi. Tiim veriler ortalama + SEM

degerleri halinde, Sigma Plot 10.0 programui kullanilarak grafik haline getirildi.
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4. BULGULAR
4.1. Temsirolimus’un NCI-H1975 ve 293T Hiicre Hatlar1 Uzerine Gosterdigi
Etkiler

Temsirolimus %1°lik FBS igeren besiyerinde 1mg/ml’den baslayarak 0.9
pg/ml’ye kadar yar1 yariya diliisyon ile hazirlanmis dozlarda, 96 kuyucuklu steril
plaklara 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde boliinen hiicrelere uygulandi. Kendi
icerisinde alt1 tekrar ve birbirinden bagimsiz {ic deney seti halinde gergeklestirilen bu
doz tarama calismalarinda, temsirolimus NCI-H1975 hiicre hatt1 ilizerinde her bir
inkiibasyon stiresi i¢in farkli dozlarda sitotoksik etkiler sergiledi. Ancak sitotoksik
oldugu belirlenen, 0,9 pg/ml disindaki, tiim dozlarda kontrol olarak kullanilan 293 T
hiicreleri lizerine de benzer sitotoksik etkiler sergiledigi saptandi. Amacimiz
temsirolimus’un sadece NCI-H1975 hiicreleri lizerinde segici sitotoksik etki sergiledigi
dozu bulabilmek oldugu i¢in; doz araligi dnce 250, ardindan 62.5 pg/ml’den baslanarak
0.9 pg/ml’ye kadar inecek sekilde yenilendi. Deneyler 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon
stireleri i¢in kendi igerisinde alt1 tekrar ve birbirinden bagimsiz {i¢ deney seti halinde
yinelendi. Yapilan calismalar sonunda temsirolimus’un, NCI-H1975 hiicre hattinda
secici sitotoksik etkiyi sadece 0.9 - 62.5 pg/ml’lik doz araliginda sergiledigi sonucuna
ulasildi. Daha sonra yapilan denemelerde, temsirolimus’un her iki hiicre hattinda
sergileyebilecegi sitotoksik etkiler bu doz araliginda arastirildi. Ayrica, temsirolimus’un
coziiclisii olarak kullanilan %1°lik DMSO, hig¢bir inkiibasyon siiresinin sonunda
hiicreler lizerinde sitotoksik bir etki yaratmadi.

24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda; 0.9 pg/ml - 62.5ug/ml doz
araliginda denenen temsirolimus, NCI-H1975 hiicre hatt1 {lizerinde herhangi bir
sitotoksik etki gostermedi. Ancak, 72 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda denenen en
diisik doz olan 0.9 pg/ml’de, diger inkiibasyon siireleriyle karsilastirildiginda, hiicre
canliliginin azaldig1 ve sifirinci zamanda elde edilen degerin altina diistiigli gézlendi (*,
p< 0.05). Temsirolimus’un NCI-H1975 hiicre hatt1 iizerindeki etkisi grafiklendirilerek
Sekil 4.1°de gosterildi.
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Sekil 4.1. Temsirolimus’un 0.9 pg/ml - 62.5 pg/ml doz araliginda, 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon siireleri sonunda, NCI-H1975 hiicre hatt1 iizerine etkisi

Temsirolimus, 0.9 pg/ml - 62.5 ug/ml doz araliginda, denenen higbir inkiibasyon
siiresinin sonunda 293 T hiicre hattin iizerinde sitotoksik etki gostermedi.
Temsirolimusun 293 T hiicre hatt1 lizerindeki etkisi grafiklendirilerek Sekil 4.2°de

gosterildi.
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Sekil 4.2. Temsirolimus’un 0.9 pg/ml - 62.5 pg/ml doz araliginda, 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon siireleri sonunda, 293 T hiicre hatt1 iizerine etkisi

Temsirolimus’un 72 saatlik inkiibasyon siiresinde NCI-H1975 hiicresi iizerinde
sitotoksik olan ancak 293 T hiicrelerinde herhangi bir sitotoksik etki yaratmadigi
belirlenen 0.9 pg/ml’lik konsantrasyonu etkin doz olarak saptandi ve bundan sonraki
denemelerde kullanilmak tizere belirlendi. Sitotoksisite testinden elde edilen absorbans
degerleri kullanilarak her iki hiicre hatti i¢in de hiicre canliliklar1 belirtilen formiil
kullanilarak  hesaplandi (Shang vd 2009): Hiicre canliligi(%) = [(OD450
temsirolimus/OD450 kontrol)x 100].

Hesaplamalar sonucu elde edilen degerlerin her biri kendi kontrol grubu ile
kiyaslanarak grafiklendirildi (Sekil 4.3). 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri
boyunca, temsirolimus’un 0.9 pg/ml - 62.5 ug/ml araliginda hazirlanan dozlariyla
muamele edilen NCI-H1975 hiicre hattinda, ilacin hi¢bir dozu 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon siireleri sonunda, hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalis ya
da artisa sebep olmadi. Ancak, 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, ilacin 0.9
pg/ml’lik dozunun hiicre canliliginda %31.4’liik bir azalisa sebep oldugu bulundu (**,
p<0.01).
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Sekil 4.3. Temsirolimus’un 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda, NCI-
H1975 hiicre hatt1 iizerindeki hiicre canliligina etkisi (%)

Elde edilen absorbans degerleri kulanilarak yapilan hesaplamalar sonucu,
temsirolimus’un 0.9 pg/ml - 62.5 pg/ml doz araliginda, 293T hiicre hattinda, belirlenen
tiim inkiibasyon siireleri sonunda hiicre canlilig1 tizerinde istatistiksel olarak anlamli bir

azalisa sebep olmadigi saptandi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Temsirolimus’un 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda, 293 T

hiicre hatt1 tizerindeki hiicre canliligina etkisi (%)
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Sekil 4.5. 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde
bolinmiis, 0.9 upg/ml temsirolimus ile muamele edilen NCI-H1975
hiicrelerinin goriintiileri; (A) Kontrol, (B) DMSO Kontrol, (C) 0.9 pg/ml
temsirolimus. (Labomed inverted doku kiiltiiri mikroskobu (Seri no: TCM
400) kullanilarak, Sony fotograf makinesi (Seri no: DSC-W610) ile
cekilmistir.)
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Sekil 4.6. 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde
boliinmiis, 0.9 pg/ml temsirolimus ile muamele edilen 293 T hiicrelerinin
gortintiileri; (A) Kontrol, (B) DMSO Kontrol, (C) 0.9 pg/ml temsirolimus.
(Labomed inverted doku kiiltiiri mikroskobu (Seri no: TCM 400)
kullanilarak, Sony fotograf makinesi (Seri no: DSC-W610) ile ¢ekilmistir.)
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4.2. Temsirolimus’un NCI-H1975 ve 293 T hiicre hatlarinda kaspaz -2, -3, -6, -8 ve
-9 aktiviteleri iizerine etkisi

24 saat inkiibasyon siiresi sonunda, 0.9 pg/ml temsirolimus uygulanan NCI-
H1975 hiicre hattinda, kaspaz -2, -3 ve -6 aktivitesinde istatiksel bir artis saptanmadi (p
> 0.05). Ancak, kaspaz -8 ve -9 aktivitesilerinde sirasiyla; 3.8 kat (**, p <0.01) ve 3.9
kat (***, p <0.001) artis gozlendi. 48 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda, 0.9 pg/ml
temsirolimus uygulanan hiicrelerde kaspaz-2, -3, -6 ve -9 aktivitelerinde istatiksel olarak
onemli olan bir artis saptanmadi (p > 0.05). Ancak ayni inkiibasyon siiresi sonunda,
kaspaz-8 aktivitesinde 2.82 kat (*, p < 0.05) artis gozlendi. 72 saatlik inkiibasyon
siiresinin sonunda, 0.9 pg/ml temsirolimus uygulanan hiicrelerde kaspaz-2 ve -6
aktivitelerinde artis saptanmazken, kaspaz-3, -8 ve -9 aktivitesinde sirasiyla; 3.43, 5.01
ve 5.67 kat (*** p < 0.001) artis oldugu hesaplandi. Temsirolimus’un kaspaz
aktiviteleri tlizerine etkisi, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda, her biri
kendi igerisinde ve her kaspaz kendi kontroliiyle kiyaslanarak grafiklendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. 0.9 pg/ml temsirolimus’un NCI-H1975 hiicre hattinda kaspaz -3, -8 ve -9
aktiviteleri iizerine etkileri
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Temsirolimus’un 0.9 pg/ml’lik dozu, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri
sonunda, 293 T hiicre hattinda kaspaz -2, -3, -6, -8 ve -9 aktivitelerini degistirmedigi
saptandi (p > 0.05). Her iki hiicre hattinda da kontrol olarak kullanilan %1 DMSO’nun,
da hiicrelerde hicbir kaspaz aktivitesinde degisiklik yaratmadigi saptandi (p > 0.05).
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4.3. Temsirolimus’un NCI-H1975 ve 293 T hiicre hatlarinda mTOR proteini
aktivitesi iizerine etkileri

24 saat inkiibasyon siiresi sonunda, 0.9 pg/ml temsirolimus ile muamele edilen
NCI-H1975 hiicrelerinde, mTOR protein aktivitesinde istatiksel bir azalis saptandi (*,p
< 0.05). Ancak, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde, mTOR protein aktivitesinde
istatiksel olarak anlamli bir degisim gozlenmedi. 24 saat inkiibasyon siiresi sonundaki
azalis asagidaki grafikte gosterildi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. 24 saat inkiibasyon siiresi sonunda, 0.9 pg/ml temsirolimus’un NCI-H1975
hiicre hattinda mTOR protein aktivitesi lizerine etkisi

0.9 pg/ml temsirolimus, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda, 293 T
hiicre hattinda, mTOR protein aktivitesini degistirmedi. Her iki hiicre hattinda da
kontrol olarak kullanilan %1’ lik DMSO, hiicrelerdeki mTOR protein aktivitesi
iizerinde herhangi bir degisiklige neden olmadi.
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5. TARTISMA

Giliniimiizde en yaygimn kanser tiplerinden biri olan akciger kanseri, histolojik
olusumlar1 bakimindan farkli iki alt tipe sahiptir. Bunlardan birincisi, akciger kanseri
tanis1 konulan hastalarda goriilme siklig1 %15 olan kiigiik hiicreli akciger kanseri iken,
ikincisi, tiim vakalarin % 85’inde gozlenen kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseridir (Travis
vd 2004, Pikor vd 2013). Kiiciik hiicreli dis1 akciger kanseri; adenokarsinoma, skuaméz
hiicre karsinomas1 ve genis hiicre karsinomasi olmak iizere li¢ temel alt tipe ayrilir
(Travis vd 2004). Calismamizda, akciger kanseri tipleri arasinda en yaygin oldugu
bilinen, kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri kategorisinde yer alan ve adenokarsinom alt
tipi Ozelligi sergileyen NCI-H1975 hiicre hatt1 kullanilmistir. Bu hiicre hattinin se¢ilme
nedeni temsirolimus’un farkli akciger kanseri hiicreleri lizerinde sergiledigi sitotoksik
etkileri arastiran ¢aligmalar bulunurken, ilacin bu hiicre hattindaki etkileri daha 6nce hig
arastirilmamistir.

Ik olarak, immiin baskilayic1 dzellikleri kesfedilen rapamisin ve analoglari;
everolimus, ridaforolimus, temsirolimus, mTOR proteininin allosterik inhibitorleridir
(Guertin ve Sabatini 2009, Yang vd 2011). mTOR proteininin timor gelisiminde ve
onkogenezde dnemli roller iistlendiginin anlasilmasiyla beraber rapalog’larin alternatif
birer anti-kanser ajan olabilecekleri diisiinlilmeye baglanmigtir. mMTOR’un baskilanmasi,
kiigiik hiicreli dis1 akciger kanserinde de potansiyel bir anti-kanser terapi olarak
diisiiniilmektedir (Gridelli vd 2008, Heavey vd 2014). ilerlemis bobrek hiicre
karsinomlarmin tedavisinde kullanilmak {izere FDA tarafindan onaylanmis bir rapalog
analogu olan temsirolimus (Zaytseva vd 2012), mTOR proteinini hedef alan hiicre
dongiisii inhibitoridiir (NHSC 2010). Temsirolimus, hiicre i¢i protein FKBP12’ye
baglanarak mTOR’u inhibe eder (Wujcik 2014) ve hiicre dongiisiiniin G1 fazindan S
fazina ilerlemesini onler (Kwitkowski vd 2010).

Calismamizda ilacin, farkli hiicreler iizerinde sergiledigi in vitro sitotoksik
yanitlar gdz Oniine alinarak, kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicre hatlarindan biri
olan NCI-H1975 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik etkilerinin arastirilmasma karar
verilmigtir. 1000, 500 ve 250 pg/ml’lik konsantrasyonlarda hazirlanan ve uygulanan
temsirolimus, hem NCI-H1975 hem de 293 T hiicrelerinde 6nemli sitotoksik etkiler
yaratmugtir. Kanser tedavisinde kullanilan ajanin secici anti-kanser etki sergilemesi
baska bir ifade ile yalnizca kanser hiicreleri iizerinde sitotoksik etki yaratirken normal
hiicrelere herhangi 6ldiiriici bir etki yaratmamasi ilacin kullanilabilirligini belirleyen
temel Ozelliktir. Bu nedenle temsirolimus, NCI-H1975 hiicrelerinde istatistiksel olarak
cok anlamli oldugu saptanmis sitotoksik etkiler sergilese de normal hiicrelerin
canliligmi da Onemli Olglide azalttigi i¢in, yukarida belirtilen dozlarda
kullanilamamistir. Doz taramasina devam edilmis ve ilacin segici sitotoksik etkiler
yarattig1 belirlenen 0.9 pg/ml - 62.5 pg/ml doz araliginda denenmesi gerektigi ortaya
cikmistir. Temsirolimus’un 0.9 pug/ml - 62.5 pg/ml doz araliginda 24 ve 48 saatlik
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inkiibasyon stireleri sonunda, hiicre canlilig1 tizerine etki gostermedigi ancak 72 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda en diisiik doz olan 0.9 pg/ml’de hiicre canliligini 6nemli
Olciide azalttigi saptanmistir. Tim deneyler boyunca kontrol hiicre grubu olarak
kullanilan 293T hiicre hattinda ilag, bu aralikta denenen tiim dozlarda ve higbir
inkiibasyon siiresi i¢in, hiicre canlilig1 izerinde sitotoksik etki sergilememistir.

Etkili dozu saptandiktan sonra, temsirolimus’un NCI-H1975 hiicrelerinde hangi
0lim mekanizmasini aktive ederek s6z konusu sitotoksik etkiyi sagladigi arastirilmistir.
Ik olarak ilacn hiicrelerde otofajik dliimii aktive edip etmedigi test edilmistir ¢iinkii
temsirolimus’un farkl hiicrelerde otofaji ile baglantili oldugu bilinen mTOR proteinini
baskiladigini gosteren ¢aligmalar bulunmaktadir.

mTOR, evrimsel olarak korunmus bir serin/treonin kinazdir. Proteinlerin,
yaglarin ve organellerin biyosentezini igeren anabolik siirecleri tesvik ederek ve otofaji
gibi katabolik siirecleri baskilayarak hiicre biiyiimesi ve ¢ogalmasini uyarir (Fumarola
vd 2014). Timodr baskilayict PTEN’in kaybi, PI3K ve Akt’de meydana gelen
mutasyonlar veya biiylime reseptorlerinin asir1 ifade edilmesi mTOR yolaginin
onkojenik aktivasyonuna sebep olur (LoPiccolo 2008). mTOR sinyal yolaginin
onkojenik aktivasyonu, kanser hiicresinin biiylimesine, cogalmasina ve hayatta
kalmasina katkida bulunur. Bu sebeple, son yillarda onkojenik mTOR yolag:
elemanlarinin hedeflenmesi etkili bir anti-kanser stratejisi olarak dikkat ¢ekmektedir
(Xu vd 2014). Hiicrede, mTOR proteinin baskilanmas1 otofajik hiicre 6liimiine sebep
olur.

Calismamiz kapsaminda, ilacin NCI-H1975 hiicre hattinda, mTOR proteininin
aktivitesi iizerine sergileyecegi inhibitdr etkisi arastirilmistir. Hiicreler, etkili doz olarak
belirlenen 0.9 pg/ml temsirolimus ile muamele edilmis, 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon
siireleri sonunda, hiicrelerdeki mTOR proteininin aktivitesi Olgiilmiistiir. mTOR
proteininin aktivitesinde 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda bir azalis gbézlenirken,
temsirolimus, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinin sonunda protein aktivitesinde bir
degisime sebep olmamustir. Es zamanli olarak 0.9 pg/ml temsirolimus uygulanan 293T
hiicre hattinda, tiim inkiibasyon siireleri sonunda, mTOR proteininin aktivitesinde bir
degisim gozlenmemistir. Temsirolimus’un en fazla sitotoksik etki yarattig1 inkiibasyon
siresi olan 72 saatin sonunda, bu hiicrelerdeki mTOR protein aktivitesini
degistirmemesi, ilacin otofajik 6liimii tetikleyemeyebilecegini diisiindiirmektedir.

Kanser hiicrelerinin monoklonal 6zelligi g6z Oniine alindiginda, etkinligi test
edilen herhangi bir ilacin farkli kanser hiicrelerinde birbirinden tamamen bagimsiz
etkiler sergilemesi sasilacak bir sonu¢ degildir. Bu baglamda, hali hazirda bdbrek
kanseri tedavisinde otofajik Oliimii tetikleme Ozelliginden yararlanilarak kullanilan
temsirolimus, kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanserini modelleyen NCI-H1975 hiicrelerinde
boyle bir etki sergilememistir. Elde ettigimiz bu veri, daha 6nce hi¢ denenmedigi i¢in
oldukca 6nemli ve daha ayrintili incelenebilir niteliktedir.
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Calismamizda temsirolimus’un NCI-H1975 hiicre hattinda, bilinenin aksine,
mTOR proteinini etkili bir sekilde baskilamadigi ancak hiicre canliligmni azalttig:
bulunmugstur. Bu bulgulardan yola ¢ikarak, temsirolimus’un hiicre canliliginda sebep
oldugu azalisin apoptoz indiiklii olup olmadigi da arastirilmistir.

Apoptoz; gelismis organizmalarda i¢sel ve digsal yolaklar olarak adlandirilan iki
farkl1 yolla aktiflesebilen, organizmada artik gereksinim duyulmayan ve/veya
fonksiyonlar1 bozulan hiicrelerin ¢evreye zarar vermeden programli bir sekilde
Olimiidiir (Parrish vd 2013). Apoptotik hiicre 6liimiiniin en 6nemli belirtegleri olan
kaspazlar hiicre tarafindan alinan igsel ve ya digsal sinyallere bagli olarak koordineli bir
sekilde aktive olur (Heemst vd 2007). I¢sel yolak, mitokondriyal elektron transport
zincirinin bir elemani olan sitokrom c’nin mitokondriden sitosole salmimi ile baslar.
Sitokrom c¢’nin salinimi hiicre igi stres yaratarak Apaf-1 oligomerizasyonunu tetikler.
Apaf-1, prokaspaz-9 ile birleserek kaspaz-9’u aktiflestirir. Aktiflesen kaspaz-9, effektor
kaspazlar1 keserek geri doniisiimsiiz bir sekilde apoptotik siirecin baglamasina yol acar.
Digsal yolak, prokaspaz-8 ve 10’un Oliim effektdrii domainleri aracilifiyla 6lim
baslatict sinyal kompleksiyle etkilesimleri sayesinde baslatilir. Bu etkilesim sonucu
baslatic1 kaspazlar, effektor kaspazlarin aktivasyonunu saglar ve hiicrede apoptotik
siire¢ baslamis olur (Creagh 2014). Hiicrenin 6lim emrini veren, effektor kaspazlardan
biri olan kaspaz-3 enzimidir. Kaspaz-3 enziminin ekspresyonundaki artis hiicrenin
mutlak suretle apoptoza ugramasina neden olur (Heemst vd 2007) ve bu nedenle
apoptoz ile ilgili yapilan calismalarda siklikla tercih edilen bir parametredir.

Hiicrelere uygulanan temsirolimus’un 0.9 pg/ml’lik dozunun, mTOR proteininin
aktivitesinde etkili bir azalmaya yol agcmamasina ragmen, hiicre canliliginda sebep
oldugu 6nemli azalis goz Oniine alinarak, temsirolimus’un bilinen antiproliferatif
etkisinin yaninda analogu oldugu rapamisin gibi apoptotik bir etkisinin olup olmadig1
apoptoz mekanizmasinda temel rol oynayan kaspaz enzimlerinin aktivitesine bakilarak
tayin edilmistir.

Temsirolimus’un, NCI-1975 hiicre hattinda sergileyebilecegi olas1 apoptotik
etki, kaspaz -2, -3, -6, -8 ve -9 enzimlerinin aktivitelerindeki degisimin kolorimetrik
olarak oOlciilmesi ile belirlenmistir. 0.9 pg/ml temsirolimus ile muamele edilen NCI-
H1975 hiicreleri, 24, 48 ve 72 saat inkiibe edildi ve tiim inkiibasyon siireleri sonunda,
kaspaz enzimlerinin aktiviteleri 6l¢iildii. 0.9 pg/ml temsirolimus uygulamasi, 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda, kontrol grubuna oranla kaspaz-8 enzim aktivitesinde 3.8,
kaspaz-9 enzim aktivitesinde 3.9 kat; 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, kaspaz-8
enzim aktivitesinde 2.82 kat; 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda da kaspaz-3 enzim
aktivitesinde 3.43, kaspaz-8 enzim aktivitesinde 5.01 ve kaspaz-9 enzim aktivitesinde
5.67 kat artisa neden olmustur. Tiim bu verilerin yam swra, 0.9 pg/ml temsirolimus
uygulamasi, 293T hiicre hattinda beklenildigi gibi kaspaz enzimlerinin aktiviteleri
iizerinde hicbir etki géstermemistir.
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Temsirolimus’un farkli inkiibasyon siirelerinde farkli kaspaz aktiviteleri
iizerinde degisikliZe neden olmasi, bize bu ilacin zamana bagli olarak apoptoz
mekanizmasindaki farkli yolaklar1 aktive edebilecegini diisiindiirmektedir. Ilacin
ozellikle tiim inkiibasyon siireleri sonunda kaspaz-8 aktivitesinde degisiklik yaratmasi,
apoptoz mekanizmasinin digsal yolak sayesinde tetiklenebilecegini isaret etmektedir.
Ileride yapilacak olan calismalarla, temsirolimus’un apoptozun dissal yolagni aktive
edip etmedigi, TNF-a, TRAIL gibi 6nemli belirtecler lizerinde yarattigi etkilerin ortaya
konmasi ile degerlendirilebilir. 72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, 6zellikle kaspaz-9
ve -3 enzimlerindeki 6nemli artis ilagtan elde edilen sitotoksik etkinin apoptoz
mekanizmasini aktiflemek suretiyle ortaya c¢iktigini ve hiicrelerin geri doniisiimsiiz
olarak apoptotik hiicre 6liimiine yonlendirildigini gosteren onemli bir kanittir. Kaspaz
enzimlerindeki bu 6nemli artis, temsirolimus’un NCI-H1975 hiicrelerinde metabolik bir
stres yaratarak apoptoz mekanizmasmin baglatildigini ve hiicreleri bu mekanizma ile
oldiirdiigiiniin altin1 ¢izmektedir.

Yapilan literatiir taramalar1 sonrasinda, temsirolimus’un apoptotik bir etkisi
oldugunu gosteren herhangi bir yaymla karsilasilmamistir. Ancak, Zhang ve
arkadaslarinin BEL-7402 ve HepG2 hiicre hatlarim1 kullanarak yaptiklar1 ¢alismada,
rapamisinin hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinde apoptozu uyararak hiicre biiylimesini
baskiladig1 gosterilmistir. Calismada, 50 nmol/L konsantrasyonundaki rapamisinin 72
saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hiicre canliligmi azalttig1 gorilmiistiir. Ayni
konsantrasyondaki rapamisin uygulamasinin hiicre hatlar1 tizerinde apoptotik bir etki
yaratip yaratmadigi, apoptoz mekanizmasmin en Onemli elemanlarindan biri olan
kaspaz-3 aktivitesine bakilarak tespit edilmistir. Calisma sonucunda, rapamisinin
hiicrelerde kaspaz-3 aktivasyonunu arttirarak apoptozu tetikledigi gosterilmistir (Zhang
vd 2007). Temsirolimus’un bir rapamisin analogu oldugu gbéz Oniine alindiginda,
arastirmacilarin elde ettigine benzer bir sonu¢ elde etmemiz ilacin olas1 apoptotik
etkilerinin farkli kanser hiicrelerinde daha ayrmntili bir bigimde arastirilmasi gerekliligini
gozler Oniine sermektedir.

KHDAK’nde, rapamisin, p53 mutant hiicre hatlarinda p53 bagimsiz yolaklarin
aktivasyonunu saglayarak (Miyake vd 2012) ya da hipoksik kosullar altinda survivinin
HIF aracili ekspresyonu (Chen vd 2012) ile apoptozu indiikleyebilmektedir. Ancak,
rapamisinin anti-kanser 6zelligi genellikle sitostatik etkisiyle iligkilidir (Fumarola vd
2014). Rapamisin gibi analoglar1 da hiicre dongiisiiniin ilerlemesini durdurarak
sitostatik etki gostermektedirler (Yang vd 2011). PTEN yoksun glioblastoma, prostat,
meme, pankreas, akciger ve kolon kanseri hiicre hatlarinda rapalog’lar antiproliferatif
aktivite sergilemektedir (Rowinsky 2004, Janus vd 2005). Bir rapamisin analogu olan
temsirolimus; meme kanseri (Chan vd 2005), glioma (Galanis vd 2005), endometriyal
kanser (Oza vd 2006) ve mantle hiicre lenfomasinda (Witzig vd 2005) sahip oldugu
antianjiyogenik ve antiproliferatif 6zelliklerine bagl olarak (Guba vd 2002, Del Bufalo
vd 2006), antitiimoral aktivite sergilemektedir.

34



Hiicre kiiltlirii ¢aligmalarinda, nanomolar konsantrasyonlarda kullanilan
temsirolimus’un, antiproliferatif etki gosterdigi bildirilmistir (Shor vd 2008).
Temsirolimus’un, kiigiik hiicreli dis1 akciger kanseri hiicre hatlar1 olan A549, H1299 ve
H358’de sirasiyla, 0.76 nM, 0.75 nM ve 0.64 nM’lik konsantrasyonlarda hiicre
cogalmasini baskiladig1 goriilmiistiir (Ohara vd 2011). Bu veriler, temsirolimus’un NCI-
H1975 hiicre hattinda da antiproliferatif etkisi olabilecegini diisiinmemize neden
olmaktadir. Ileride yapilacak galigmalarla, ilacin hiicre dongiisii lizerinde sergileyecegi
etkiler belirlenebilir ve ilacin bu hiicre hattindaki antiproliferatif 6zelligi ortaya
cikarilabilir.

Bu calisma sonucunda, temsirolimus’un mevcut yaymlarda bahsedilen
antiproliferatif etkisinin yaninda, NCI-H1975 hiicre hattinda, kaspaz aktivitelerinde yol
actig1 artisa bagli olarak apoptotik bir etkisinin oldugu bulunmustur. Calismamiz,
temsirolimus’un NCI-H1975 hiicrelerinde doza ve zamana bagli olarak apoptotik etki
sergiledigini gosteren ilk in vitro ¢aligmadir. Elde ettigimiz veriler, renal karsinoma
tedavisinde otofajik Oliimii tetikleyen bir ajan oldugu i¢in siklikla tercih edilen bu
rapalog analogunun, kii¢iik hiicreli dis1 akciger kanseri tedavisinde apoptozu tesvik
edici 6zelliginden yararlanilarak kullanilabilecegini gdsteren ilk bulgulardir.
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6. SONUC
Tum bu verilerle birlikte;

1. Tez kapsaminda gerceklestirilen hiicre canlilig1 test sonuglarma gore; NCI-
H1975 hiicre hattinda temsirolimus 0.9 pg/ml’lik dozda 72 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda hiicre canliliginda azalmaya sebep olmustur.

2. Temsirolimus’un mTOR proteininin aktivitesini inhibe ettigi bir¢ok ¢alisma
bulunmaktadir. Ancak ¢alismamizda, NCI-H1975 hiicre hattinda, temsirolimus mTOR
proteininin aktivitesini sadece 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda inhibe etmistir.
Diger inkiibasyon siirelerinde bir degisime sebep olmamistir.

3. Calismamizda, mTOR proteininin aktivitesinin 24 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda baskilanmasima ragmen hiicre canliligindaki en 6nmli azalmanin 72 saatlik
inkiibasyon siire sonunda ortaya ¢ikmasi, bu azalmanin mTOR proteininin
aktivitesinden bagimsiz olarak ortaya ¢iktigmi gostermektedir.

4. Temsirolimus’un mTOR proteinini etkin bir sekilde inhibe etmemesine
ragmen, hiicre canliliinda azalisa sebep olmasi, ilacin apoptotik bir etkisinin oldugunu

diistindiirmiistiir.

5. Temsirolimus’un apoptotik bir ajan olup olmadig1 kaspaz enzimlerinin
aktivitesine bakilarak tayin edilmistir.

6. Calismamiz, temsirolimus’un bilinen antiproliferatif etkilerinin yani sira,
kaspaz enzim aktivitelerini arttirarak apoptotik etkisinin de oldugunu ortaya ¢ikarmstir.
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