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OZET

PI3K/Akt/mTOR ve/veya Calcineurin/NFAT inhibisyonunun PDGF ile

indiiklenmis tiimor hiicre proliferasyonuna etkisinin in-vitro arastirilmasi

Amag¢: Bu calismanin amact MCF-7 hiicrelerinde PI3K/Akt/mTOR ve
Calcineurin/NFAT yolaklart arasindaki iliskinin incelenmesi ve bu yolaklarin
inhibisyonlarinin PDGF ile indiiklenmis timor hiicre proliferasyonu iizerindeki
etkilerinin arastirilmasidir.

Materyal ve Metot: PDGF (100 ng/ml), Akt inhibitori (5 uM) ve FK506 (1
uM) MCEF-7 hiicrelerine uygulanarak tiimér hiicre proliferasyonu, apoptoz seviyeleri ve
apoptotik gen ekspresyonlari analiz edildi. Real Time-PCR ile 24. saat Bax, p53,
Caspase 9, NFxB, IL-2 ve PDGFRf gen ekpresyonlari belirlendi. Ayrica akim sitometri
cihaz ile 60 ve 120. dakikalardaki Annexin V/PI apoptoz seviyeleri tespit edildi.

Bulgular: PDGF uygulamasi hiicre proliferasyonunu artirirken, Akti ve FK506
uygulamalarinin proliferasyonu azalttigin1 gordiik. Annexin V/PI sonuglarimiza gore
Akti ve FK506’nin MCF-7 hiicrelerini apoptoza gotiirdiigiinii belirlerdik. Tumor
baskilayic1 p53, anti-apoptotik protein NFkB ve apoptotik genler Bax ve Caspase 9
ekspresyon sonuglarimiza bakildiginda, PDGF ile indiiklenen hiicrelere karsin Akti ve
FK506’nin birlikte uygulamalariin olumlu etkilerini gérdiik. Ayrica PDGF ve FK506
uygulamalarinin PDGFRp ekspresyonunu azalttigini, Akt inhibitoriiniin artirdigini tespit
ettik. PDGF uygulamasi IL-2 ekspresyonlarini artirirken, FK506 uygulamasinin IL-2
gen ekspresyonlarini azalttigini gordiik.

Sonuglar: Bu calisma, FK506’nin in-vitro ortamda meme kanseri hiicrelerini
apoptoza gotirdiigiinii ve Akt inhibitorii ile birlikte FK506 uygulamasinin PDGF ile

indiiklenmis timor hiicre proliferasyonlarini baskilayabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Calcineurin/NFAT, IL-2, MCF-7, PDGFR},
PI3K/Akt/mTOR, proliferasyon



ABSTRACT

In-vitro investigation of PI3BK/Akt/mTOR and/or Calcineurin/NFAT

inhibition on PDGF-induced tumor cell proliferation

Aim: The aim of this study is to investigate the relation between
PI3K/Akt/mTOR and Calcineurin/NFAT pathways in MCF-7 cells and to investigate
the effects of inhibition of these pathways on tumor cell proliferation.

Material and Method: Tumor cell proliferation, apoptosis levels and apoptotic
gene expressions were analyzed by applying PDGF (100 ng/ml), Akt inhibitor (5 uM)
and FK506 (1 uM) to MCF-7 cells. Bax, p53, Caspase 9, NFkB, IL-2 and PDGFRf
gene expressions was determined by Real Time-PCR at 24" hour. Also Annexin V/PI
apoptosis levels were determined by flow cytometry at 60" and 120" minutes.

Results: This study showed that Akti and FK506 administrations decreased
proliferation while PDGF administration increased cell proliferation. Based on our
Annexin V/PI results, we determined that Akti and FK506 treatments led MCF-7 cells
to apoptosis. Looking at the expression results of tumor suppressor p53, anti-apoptotic
protein NFkB and apoptotic genes Bax and Caspase 9, we have found positive effects of
the combined administration of Akti and FK506 against PDGF-induced cells. We have
also found that PDGFRp gene expressions were decreased by PDGF and FK506
administration and increased by Akt inhibitor. While PDGF administration increased
IL-2 expression, FK506 administration decreased IL-2 gene expression.

Conclusions: This study has shown that FK506 induces apoptosis in MCF-7
cells in vitro and the combined administration of FK506 and Akt inhibitor can suppress

PDGF induced tumor cell proliferation.

Key words: Apoptosis, Calcineurin/NFAT, IL-2, MCF-7, PDGFR},
PI3K/Akt/mTOR, proliferation
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Akt . Protein Kinaz B

ASH :  Antijen Sunan Hiicreler

AV :Annexin V

Ca*? : Kalsiyum

CaN . Kalsindrin

CD4* : Yardimci T-hiicresi

CcD8* . Sitotoksik T-hiicresi

cDNA :  Complementary DNA

cm? :  Santimetrekare

CO2 :  Karbondioksit

DCC . Dextran-Coated Charcoal

dk : Dakika

DMEM :  Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMSO . Dimetil siilfoksit

DNA . Deoksiribo Niikleik Asit

EGF . Epidermal Growth Factor

ERK . Extracellular signal Regulation Kinaz
FBS . Fetal Bovine Serum

FITC . Fluorescein isothiocyanate

FK506 : Tacrolimus

FKBP12 :  FK506 baglayict immiinofilin proteini
GDP . Guanozin difosfat

GTP : Guanozin trifosfat

IGF . Insulin Growth Factor
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1. GIRIS

Kanser, insan viicudundaki bir grup hiicrenin kontrolsiiz olarak biiylidiigi ve
hiicre boliinmesi kurallarin1 bozdugu karmasik bir hastaliktir.! Diinya saglik orgiitiiniin
verilerine gore bir yilda yaklasik 14 milyon insan kanserden etkilenmekte ve 9 milyon
insan kanser sebebiyle hayatin1 kaybetmektedir.? Yaklasik 200 farkli kanser tiirii
tanimlanmistir. Hiicre proliferasyonu ve metastaz tiim kanser tiirlerinde ortak sonug
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Bu nedenle kanser tedavisinde hem kanser olusum
mekanizmalart hem de hiicre proliferasyonu ve metastazina etki eden faktorler
biitiiniiyle ele alinmaktadir.

Kanser progresyonunda bir dizi genetik degisiklikler ortaya gikar. Ozellikle
tiimor baskilayict genlerin yapisal bozuklugu gozlemlenmektedir.® Bu genetik yapi
degisikliginin yani sira kanserin ilerlemesinde birgok hiicre i¢i mekanizma aktive olur.
Hiicre i¢i yolaklarin aracilik ettigi sinyal iletimi en 6nemli hiicre i¢i mekanizmalardan
biridir. Kanser hiicrelerinin bdliinme ve yayilim hizi reseptorlere bagh olarak aktive
olan sekonder habercilerden ve sinyal yolaklarindan etkilenir.* Ozellikle biiyiime faktor
reseptorleri hiicre proliferasyonunda oldukca etkilidir.> ® Platelet Derived Growth
Factor (PDGF)’nin hiicre proliferasyonunu, hiicresel farklilasmayi, hiicre biiylimesini,
gelisimini ve kanser dahil birgok hastalig1 diizenledigi bilinmektedir.”

PDGF reseptorii iizerinden aktive olan birgok sinyal yolag: kanser hiicrelerinin
proliferasyonuna katk: saglamaktadir.” Bu yolaklardan biri olan PI3K/Akt/mTOR
(Fosfatidil inositol-3-kinaz/Protein Kinaz B/mammalian Target of Rapamisin) yolagi
da, PDGF ve diger biiyiime faktorleri ile aktive olup, hayatta kalma, ¢ogalma,
hareketlilik, metabolizma ve anjiogenez gibi cesitli hiicresel islemleri kontrol eder.® °
Bu sekonder habercilerin herbirinin (PI3K, Akt ve mTOR) inhibitorleri kanser

tedavisinde hedef haline gelmistir. Ozellikle mTOR ve Akt inhibisyonlarinin



proliferasyon iizerindeki baskilayici etkileri bilinmektedir.!® PI3K/Akt/mTOR yolagmin
hiicre i¢i sinyal iletiminde etkili oldugu bilinmesine ragmen, bu yolagin hiicre i¢i sinyal
iletiminden sorumlu diger yolaklar ile proliferasyon iizerine muhtemel iliskileri
bilinmemekte olup, arastirilmasi gercken bir konu olarak birgok arastirmacinin ilgisini
cekmektedir. 1t 12

Hiicre i¢i kalsiyum (Ca'?) artis1 da birgok hiicresel mekanizmay: harekete
gecirir.’® Bunlardan en o6nemlisi hiicre i¢i Ca™ artisinin hiicre proliferasyonunu
artirmasidir.}* Sitoplazmadaki Ca*? artisina baglh olarak Ca*™—kalmodulin kompleksi
meydana gelir. Aktive olan Ca*?-kalmodulin kompleksi Calcineurin’i (CaN) aktive
eder. Aktive olmus CaN, Interlokin-2 (IL-2) gen ekspresyonunu saglayan sitozolik
Nuclear factor of activated T-cell (NFATC)’yi aktive eder. Ozellikle T-hiicrelerinin
aktivasyonunda rol oynayan Calcineurin/NFAT yolaginin hiicre igi sinyal yolaklariyla
iliskisi kanser ¢aligmalarinda 6nemli bir hedef haline gelmistir. FK506 (Tacrolimus) ve
siklosporin A bilinen CaN inhibitorleridir. CaN inhibitorlerinin immiinstipresif bir ilag
olmasmma ragmen, malign hiicreler {iizerinde anti-proliferatif etkileri oldugu
gosterilmistir, 1 16

PDGF’ye bagl aktive olan ve tiimor hiicrelerinin proliferasyonlarini artiran
sinyal yolaklarmin tek bagma inhibe edilmesinin hiicre ¢ogalmasina karsi yetersiz
kaldig1 gosterilmistir.’> Dolayisiyla hiicre proliferasyonunda rol oynayan bu sinyal
yolaklarmin tek baslarmma veya iligkili olduklar1 diger yolaklarla birlikte
inhibisyonlarinin ~ kanser hiicreleri  lizerindeki etkilerinin  arastirilmasi  bazi
arastirmacilarinda ilgi odag: haline gelmistir.? 1 Bu kapsamda PDGF ile indiiklenmis
kanser hiicrelerinde Calcineurin/NFAT yolagmin inhibisyonu, immiin sistem ve hiicre
proliferasyonu arasindaki muhtemel iligkilerin aydinlatilmasinda ©onemli olacag:

diisiiniilmektedir. Literatiirde farkli yolaklarin birbirleri {izerine etkileri konusunda ¢ok



farkli ¢aligmalar bulunmaktadir. Ancak immiinosiipresan olarak kullanilan FK506’nin
PDGF ile indiiklenen hiicrelerdeki apoptotik etkisi ve PI3K/Akt/mTOR vyolu
inhibitorleri ile birlikte kullaniminin meme kanseri hiicre (MCF-7) proliferasyonundaki
etkisi arastirllmamustir.

Bu calismanin amact PDGF ile indiiklenmis MCF-7 hiicrelerinde;
PISK/Akt/mTOR ve Calcineurin/NFAT sinyal yolaklar1 arasindaki muhtemel iliskiyi
incelemek ve bu yolaklarin tek baslarina ve birlikte inhibisyonlarinin, Kkanser

hiicrelerinin proliferasyonu ve apoptozu iizerindeki etkilerini arastirmaktir.



2. GENEL BiLGIiLER

2.1. Kanser

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ve viicudun diger boliimlerine yayilmasi
ile karakterize bir hastaliktir.® Milyarlarca hiicrenin bulundugu insan viicudunda kanser
herhangi bir dokuda ya da kanda olusabilir. Normal kosullarda saglikli hiicre viicudun
ihtiyacina gore biiyiir ve boliinerek yeni hiicre olusturur. Eger hiicre yaslanir ya da zarar
goriirse hiicre apoptozise ugrar ve yerini yeni hiicrelere birakir. Kanser hiicrelerinde ise
bu sistem calisamaz hale gelmektedir. Yash ve hasar gérmiis hiicreler hayatta kalmakta
ve ihtiya¢ olmadig1 halde hasarli yeni hiicrelerin olusumu devam etmektedir.!” Kanser
hiicreleri, saglikli hiicreleri ve kan damarlarin1 gevreleyerek kendisine yeni bir mikro
cevre olusturur. Bu mikro ¢evre de tiimor biiyiimesi icin gerekli olan oksijen ve besini
saglayacak yeni kan damar1 olusumuna yani anjiyogeneze neden olmaktadir.!” Kanser
hiicrelerinin bu kadar kontrolsiiz sekilde bdliinmesi ve biiylimesi hastaligin tedavisini
olduke¢a zorlastirmaktadir.

Diinya genelinde bir yilda yaklagik 14 milyon insan kanserden etkilenmekte ve
bu insanlarm yaklasik 9 milyonu hayatini1 kaybetmektedir.? En sik karsilasilan kanser
tiirleri kadinlarda meme kanseri, erkeklerde prostat kanseridir. En fazla 6liim orani ise
akciger kanseri hastalarinda goériilmektedir.’® Tiirkiye’de de bu durum diinya geneli ile
benzerlik gostermektedir. Ulkemizde bir yilda yaklasik 175 bin insana kanser teshisi
konmakta ve ilk siray1 meme ve akciger kanseri almaktadir.

2.2. Kanser Tiirleri

Kanser tiirii adin1 viicudun ilk ortaya ¢iktig1 yerinden alir ve ¢ogunlukla akciger,
meme, prostat, kolon, mide, pankreas, deri ve over kanserleri ile karsilasilir. Yaklasik
200 farkli kanser tiiri tanimlanmistir. Kanserler kaynaklandiklari hiicrelere ya da

dokusal yapilara gore alt siniflara ayrilir. En yaygin kanser tiirleri; karsinoma, sarkoma



ve 16semi siniflart altinda toplanir. Karsinoma sinifi kanserler; akciger, kolon, prostat ve
meme kanserleri gibi epitel hiicre kaynakli kanser tiirleridir. Sarkoma kanser tiirleri ise
kemikte ve lenf damarlari, kan damarlar1 gibi yumusak dokularda olusurlar. Bir diger
kanser tiirli ise l0semidir. Losemi kemik iligi ve kan hiicrelerinin olusturdugu kanser
tirtdiir.

Kanser tiirlerinin ¢ogu doku kitlelerinden olusan tiimor formundadir. Ancak her
timor kanser olarak adlandirilamaz. Tiimoérler iyi huylu (benign) ve kotii huylu (malign)
olmak iizere ikiye ayrilir. Iyi huylu tiimérler cogalmalarina ragmen yayilmaz ve invaze
olmazlar. Kanser olarak adlandirilan kotii huylu timérler ise ¢evre dokuya yayilim
gosterirler. Kanser hiicreleri primer olarak ortaya ¢iktiklari dokudan baska dokulara
invazyonu lenf sistemleri ya da kan dolasimiyla yaparlar. Kanserin bu go¢ hareketine
metastaz denir.?® 2!¢4 Metastaz malign kanser hiicresinin en belirgin 6zelliklerinden
biridir.

Meme Kanseri

Meme kanseri diinyada en yaygin kanser tiirlerinden biri olup, lilkemizde
kadinlar arasinda en fazla tan1 konulan kanser tiiriidiir.° Diinya genelinde 2011 yilinda
yaklagtk 500 bin insanin meme kanseri sebebiyle 6ldiigii bildirilmistir.? Ulkemizde
meme kanseri tanist alan kadinlarm %45’inin 50-69 yas arasinda oldugu, %40’ 1mnin ise
25-49 yas araliginda yer aldig1 goriimektedir.*®

Meme kanseri meme epitel hiicrelerinden kaynaklanir. Birgok meme kanseri tiirii
bulunmasina ragmen en ¢ok karsilasilanlari; duktal karsinoma in-situ, lobiiler karsinoma
in-situ, infiltre duktal karsinoma in-situ ve infiltre lobiiler karsinoma in-situ dur.
Literatiirde meme kanseri iizerine yapilmis birgok in-vivo? 2 ve in-vitro®* calismalar
bulunmaktadir. Kanser hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda ise en ¢ok MCF-7, T-47D ve

MDA-MB-231 hiicre hatlar1 kullanilmaktadir.? 2



2.3. Kanser Olusum Mekanizmalari

Kanser genetik bir hastaliktir ve progresyonu bir dizi genetik degisikliklere
baglidir. Normal bir hiicrenin invaziv kanser hiicresine doniismesi 5-20 yil siirer. Bu
durum kalittimsal faktorlerden etkilendigi gibi somatik genetik degisikliklerden de
etkilenir.® Baz1 genetik onkojenik degisiklikler kontrolsiiz bilyiimeye ve yaslanmanin
kaybolmasina sebep olur. Onkojenler, deoksiribo niikleik asit (DNA) transkripsiyon
faktorlerini, hiicre dongiistindeki kritik diigiimleri ya da kalict biiylime uyarict sinyal
yolaklarin1 aktive ederek kontrolsiiz biiyiimeye neden olurlar. Normal hiicrelerde
onkojen ve tiimor baskilayici genler belirli bir seviyede ve denge halinde bulunurken,
DNA'daki bazi mutasyonlar, onkojeni aktive edebilir veya tiimor baskilayict genleri
inaktive edebilir.

Kanserler neredeyse her zaman tek bir ana somatik hiicreden tiiretilir. Kanser
sonucu ortaya ¢ikan neoplazm hiicreleri, gen aktivitesinde ve fenotipte hasara neden
olan bir dizi genetik degisiklik igerir.?® Normal bir hiicrenin tam tesekkiillii bir invaziv
karsinoma hiicresine doniismesi igin bir seri olaylar dizesine ihtiya¢ duyulmaktadir.?’
Birinci adimda gelisen mutasyonla hiicre proliferasyonu artar ve bu da ikinci ve diger
mutasyonlar i¢in hedef hiicre popiilasyonunu saglamis olur. Bu seri mutasyonlar DNA
ve kromozom yapisinda degisikliklere yol acar. Kanserdeki bu c¢ok adimli genetik
mutasyonlar benign tiimériin adim adim malign tiimére doniistiigiini gosterir.?’

Kansere neden olan mutasyonlar genellikle hiicresel biiylimeyi, hiicre dongiisiinii
diizenleyen genleri veya programlanmis hiicre 6liimii apoptozu etkiler. Bu seri olaylar

hiicre fizyolojisinde 6 basamakta gerceklesmektedir.

1. Hiicre proliferasyonunun artmasi,
2. Biiyiime faktorii sinyallerinin kendiliginden aktive olmasi,
3. Biiylime faktoriinii inhibe eden sinyallerin inaktivasyonu,



4, Hiicre 6liimsiizliigiiniin kazanilmast,
5. Kan damarlariin gelisimi, anjiyogenez,
6. Invazyon ve metastaz.?1(67)

Temel olarak kanserler biiyiime avantaji mutasyonu kazanmis bir grup hiicreden
ortaya ¢ikar.?® Normal hiicre boliinmesi esnasinda meydana gelen mutasyonlar gevresel
faktorlerden kaynaklanabildigi gibi somatik mutajenler aracilifiyla da gerceklesebilir.
Kanserde bu mutasyonlarin DNA onarim sistemi ile diizeltilmesi miimkiin degildir.
DNA onarim sistemi genleri tiimér baskilayici gen ailesinden olup bu genlerdeki
mutasyonlar hiicre popiilasyonunun biiyiimesine selektif bir avantaj saglar. Diger
taraftan onkojenlerde meydana gelen proliferatif sinyalizasyonun siirdiiriilmesi,
anjiyogenezin tetiklenmesi, invazyon ve metastazin aktive edilmesi hiicreye gerekli olan
besin ve enerjiyi de saglayarak kanserin daha da bilylimesini saglayabilir.

2.4. Kanser liliskili Hiicre Yiizeyi Reseptorleri

Yiizey reseptorleri, hiicrenin dis ortama acilmasini saglayan bir pencere gorevi
iistlenen sensorleridir.3¢4® Hiicre g¢evresindeki ortamla bu reseptorler araciligiyla
etkilesir. Bir ligandin reseptoriiyle spesifik baglanmasi devaminda hiicre i¢i bir seri
biyokimyasal olayin aktivasyonunu saglar. Bu hiicre dis1 sinyallerin diizenlenmesinde
bir¢cok sinif reseptor rol alir. Bunlar ii¢ ana bashk altinda reseptér tirozin kinazlar
(RTK), G-protein reseptorleri ve sitokin reseptorleri olarak incelenir. Hiicre igi iletim
kaskadin1 diizenleyen molekiiller ise sekonder habercilerdir. Bu biyokimyasal
sinyallerin ¢ekirdege iletilmesi, mitojenik, hayatta kalma ve farklilagsma yanitlarinda yer
alan ¢ok ¢esitli genlerin degisen ifadesine yol acar.?®®") Herhangi bir sinyal yolagmin
iiyesi, onkojenik mutasyon i¢in potansiyel bir hedef olabilir.3¢4®)

Hiicre i¢i sinyal yolaklarinin birgogu hiicre dongiisiinde etkilidir ve bu sinyaller

hiicreyi yeniden boliinecegi ana kadar geri planda tutar ve boliinme vakti geldiginde



tekrar sinyal vererek hiicrenin boliinmesini saglar. Bu sinyal yolaklarin yaninda,
apoptozu, yaslanmay1 ve anjiyogenezi yoneten ve kanser gelisiminin iistesinden gelmek
lizere tasarlanmis olan komplike yolaklarda bulunmaktadir.®

2.4.1. Reseptor Tirozin Kinazlar ile Sinyal Iletimi

Reseptor Tirozin Kinazlar (RTK) bir¢ok biiylime faktorii reseptoriinii de i¢eren
yiiksek afiniteli hiicre yiizeyi reseptorleridir. RTK’lar, hiicre dis1 ligand baglama
bolgesi, transmembran, jukstamembran, protein tirozin kinaz ve karboksi terminal
kuyrugu kisimlarindan olusur.®® 3! Ligand olarak bir biiyiime faktoriiniin hiicre dist
ligand baglama bolgesine baglanmasi ile RTK aktive olarak membran ve tirozin kinaz
boliimlerini uyarir. Uyarilan tirozin kinaz otofosforilasyonla hiicre i¢i iletim
proteinlerini fosforilleyerek aktive eder.®?

RTK’larin, sadece normal hiicresel siireglerin diizenlenmesinde degil ayni
zamanda bir¢ok kanser tiiriiniin gelisiminde ve ilerlemesinde kritik bir role sahip
olduklari gosterilmistir.* PDGF, Epidermal Growth Factor (EGF), Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) ve Insulin Growth Factor (IGF) basta olmak iizere yaklasik
olarak 20 farkli RTK tanimlanmustir.

2.4.1.1. PDGF Reseptorii

PDGEF reseptorii (PDGFR) bir hiicre yiizeyi tirozin kinaz reseptorii olup, PDGF
ailesine spesifiktir. PDGF reseptoriiniin  PDGFRa ve PDGFRP olmak {izere iki
reseptorii bulunmaktadir. Bu iki reseptor izoformu PDGF dimerini bagladiklarinda
PDGFRao, PDGFRap ve PDGFRBP olmak iizere ii¢ olasi reseptor kombinasyonuna
neden olur. Bu reseptorler i¢in ligand olan PDGF ailesi PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C ve
PDGF-D den olusur ve PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC ve PDGF-DD
homodimer veya heterodimer yapilarin1 olusturur. PDGF ailesi {iyeleri igerisinden

sadece PDGF-BB her iic PDGFR izoformuna da baglanabilir.>* PDGF alt tiplerinden



PDGF-A ve PDGF-B, hiicre proliferasyonunu, hiicresel farklilagmayi, hiicre biiyltimesini
ve kanser dahil bir¢ok hastalig1 diizenleyen 6nemli faktorlerdir.’

2.4.2. G Protein Reseptorii ile Sinyal iletimi

G Protein reseptorleri, norotransmitter adi verilen hiicre i¢i ve hiicre disi
kimyasal uyarilarla sinyal iletimine aracilik eden genis bir hiicre yiizeyi reseptor
ailesidir.® Asetilkolin, epinefrin, norepinefrin, serotonin, dopamin, somatostatin,
anjiyotensin ve B-endorfin norotransmitter olarak gérev yaparlar. Bu ligandlar G protein
reseptorlerini aktive ederler. G protein reseptorii heterodimerik bir reseptér protein olup
a, B ve y alt birimlerinden olusur. Spesifik ligandlarin reseptore baglanmasiyla
reseptorde bazi konformasyonel degisiklikler gerceklesir. o alt birime bagli olan GDP
(Guanozin difosfat) yerine, GTP (Guanozin trifosfat) baglanir ve GTP bagli o alt birim
B ve y birimlerinden ayrilir. GTP-o’nin bir¢ok alt tipi bulunur ve her bir G proteini alt
birimiminin gesitli hiicre i¢i efektorlerini aktive ettigi bilinmektedir.®®

G proteinlerinin  hiicre farklilasmasini ve ¢ogalmasimi diizenleyen g¢esitli
transdiiksiyon yolaklarini aktive ettikleri ve bu reseptorlerin tiimorogenezde potansiyel
bir rolii oldugu bildirilmistir.%

2.4.3. Sitokin Reseptérleri ile Sinyal letimi

Cok sayida sitokin, hormon ve biiylime faktorii sitokin reseptdriine baglanarak
reseptorleri aktive ederler.® Sitokin reseptdrleri biiyiime hormonu, eritropoietin,
trombopoietin ve prolaktin gibi ligandlarin baglanmasiyla homodimer yapida aktivite
gosterebildigi gibi bu ligandlarin baglanmasiyla heterodimer yapida da iki alt birimiyle
de aktivite gosterebilir. Cok sayida interlokin ve interferonlar sitokin reseptorlerinin
ligandlaridir. 29624

Janus Kinazlar (JAK) sitokin reseptoriine bagli protein olup, sitokin reseptorii

kaynakli sinyal iletiminden sorumludurlar.®” 3 Aktive olan JAK otofosforilasyonla



Signal Transducers and Activators of Transcription (STAT)’lar1 fosforiller ve sitokin
aracilt JAK/STAT yolagini galistirir. Kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi1 ve kanserde sitokin
reseptdr sinyal yolaklarinin cesitli bilesenlerinin rol aldiklari bilinmektedir.?%¢24

2.5. Kanser iliskili Sinyal Yolaklari

Hiicresel biiylime veya biiylimenin inhibisyonu igin sinyal veren diizenleyici
bilesenler genellikle karmasik sinyal yollar1 iizerinden hareket eder. Bu yolaklarin
cesitli tyeleri, 6rnegin hiicre dongiisii bilesenleri, hiicre fizyolojisinin tiimoréjenik
degisikliklerinin bircogunda inaktive veya aktive edilir. Biiyiime sinyallerine PDGF,
VEGF ve Transforming Growth Factor (TGF) ve gibi biiylime faktorleride dahil edilir.
Biiylime faktorleri, sinyal yolaklarinin birgogunu kanser tarafindan biiyiimede kendi
kendine yeterliligi saglamak igin diizenler.® Kanser hiicrelerinde aktive olan sekonder
habercileri de igerisinde barindiran sinyal yolaklarindan en 6nemlileri; Ras/Raf/MAPK
(Mitogen Activated Protein Kinaz), JAK/STAT ve PI3K/Akt/mTOR yolaklaridir.

2.5.1. Ras/Raf/MAPK Sinyal Yolag:

Ras, hiicre canliliginin devami saglayan ve GTP baglayici bir proteindir. RTK
sinyallemesinde 6nemli bir iletim noktasi olup hiicre dis1 sinyalleri doniistiirmek igin de
gerekli hiicresel iletimlerin énemli bir bilesenidir.®® Ras aktivitesi bir serin-treonin kinaz
olan Raf proteinin aktive eder. Aktive olan Raf, MEK (Mitogen Extracellular signal
Kinaz) proteinini fosforiller. Fosforile MEK proteini MAPK ailesinden ERK
(Extracellular signal Regulation Kinaz)’1 aktive eder ve bir seri sekonder habercillerin
aktivasyonu ile MAPK sinyal iletimi gerceklestirir.#0-42

Ras, Raf, MEK ve ERK aktivasyonu hiicre dongiisiinde G1 fazindan S fazina
gecisi kontrol eden Cyclin DI proteininin ekspresyonunu artirdigi belirtilmigtir.*?
Cyclin D1I’in insan kanser dokularinda ve hiicrelerinde ¢ogalmasinin kanser tizerinde

onemli etkileri olduguna isaret etmektedir.*

10



2.5.2. JAK/STAT Sinyal Yolag:

Bir sitokin reseptér sinyal yolagi olan JAK/STAT’in kontrolsiiz hiicre
proliferasyonunda ve kanserde etkili oldugu bilinmektedir.?°¢?% Sitokin reseptoriine
ilaveten JAK/STAT’in EGF ve PDGF reseptorii aracili aktivasyonuda bildirilmistir.
Viral onkojen uygulanan hiicrelerde bu sinyal yolunun aktivitesi kanserle iliskisini daha
da giiclendirmistir. JAK/STAT yolaginin yapisal aktivasyonu akut ve kronik miyelositik
16semide ve kronik lenfositik 16semide bulunmustur.*®

2.5.3. PI3K/Akt/mTOR Sinyal Yolag:

PI3K-Akt-mTOR yolu tiimér hiicrelerinin patogenezinde hayati 6nem tasir ve
hayatta kalma, ¢ogalma, hareketlilik, metabolizma ve anjiogenez gibi ¢esitli hiicresel
islemleri kontrol eder.® ° PI3K heterodimerik bir protein kompleksi olup, Akt ve memeli

hiicrelerde Rapamisin hedef molekiilii olan mMTOR’un diizenlenmesinde rol alir.
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Sekil 2.1: PI3K/Akt/mTOR yolag1
PI3K, reseptdr tirozin kinaz, G protein reseptorii ve Ras proteini ile aktive olur

ve fosfatidil inositol 4,5 difosfati (PIP2) fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfata (PIP3)
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doniistiiriir.*® PIP3, fosfoinositid bagimli kinaz (Phosphoinositide-dependent kinase-1,
PDK1) ve Akt olmak tiizere iki serin-treonin proteinini fosforiller. Fosforile Akt
mTORu aktive eder.*’

MTOR insanda MTOR. geni ile kodlanan bir kinaz proteinidir. mTOR, diger
proteinlere baglanarak farkli hiicresel prosesleri diizenleyen mTOR kompleks 1
(mTORC1) ve mTOR kompleks 2 (mTORC2) adinda iki ayr1 protein kompleksini
olusturur.*® mTOR, hiicre biiyiimesi, proliferasyonu, hareketliligi, sagkalimi, protein
sentezi, otofaji ve transkripsiyonu diizenleyen bir serin-treonin protein kinazi olarak
islev goriir.*® Yapilan ¢alismalar, mTOR un hiicre proliferasyonu ve hiicre biiyiimesinde
kilit rol oynadigmi gdstermektedir.*® Rapamisin bir mTOR inhibitorii olup, T-
hiicrelerini hiicre sikliisiiniin G1 fazinda inhibe eder.®® Bu inhibisyon, mitojenik
Uyaranlara yanit olarak T-hiicre aktivasyonunu ve ¢ogalmasini Onleyerek yapar ayni
zamanda immiinsiipresif etkiyede sahip oldugu oldugu gosterilmistir.’"? mTOR’un
aktivasyonu, 4E-BP1 ve S6 kinazlarin1 aktive ederek ribozom biyogenezini ve
translasyonu kontrol eder.’® 1 Ayrica mTOR proteinlerinin transkripsiyon, protein
degredasyonu ve aktin diizenlenmesi gibi diger hiicresel olaylarda da rol aldig:
bildirilmistir.5% % Giiniimiizde mMTOR inhibitérii olan rapamisin kemostatik anti kanser
tedavisi i¢in cazip bir hedef olarak goriilmekte ve kanser tedavisinde kullanilmaktadir.®2

2.5.3.1. PI3K/Akt/mTOR Sinyal Yolag: Inhibitérleri

Bir¢ok biiyiime faktoriine bagli olarak aktive olan PI3K/Akt/mTOR yolagi
kanser arastirmalarinda ana hedef haline gelmistir. PI3K, Akt ve mTOR inhibitorleride
bu kapsamdaki arastirmalara ¢ok defa konu olmustur.>® >
PI3K inhibitorleri
PI3K’nin en 6nemli baskilayici proteini, PTEN geni tarafindan kodlanan Protein

Tensin Homolog (PTEN) proteinidir.>®> PTEN normalde tiimor baskilayici gen olarak
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gorev alirken, PTEN mutasyonlari birgok kanserin olusumunda etkili olmaktadir.>® PIP3
fosfataz proteini bu gen tarafindan kodlanir. PTEN, PIP3 fosfatazin hiicre igi PIP3
seviyelerini azaltmasi sebebiyle timor baskilayict olarak adlandirilir.®® Idelalisib,
copanlisib ve pictilisib basta olmak iizere birgok PI3K inhibit6riiniin 6zellikle
metastatik kanser tedavilerinde kullanilabilecegi ongériilmiistiir.> > %8

Akt inhibitorleri

Akt inhibitorleri kanser tedavilerinde hem deneysel hem de klinik ¢aligmalarda
kullanilmaktadir.® %° Yapilan deneysel calismalarda Akt inhibitoriiniin kanser
hiicrelerinin biiyiimesine ve cogalmasina karsi koruyucu etkileri gdsterilmistir.> GDC-
0068, AZD5363, MK-2206 ve Akt inhibitorleri I, II, III, IV, V, VI ve VII ticari olarak
iiretilen ve en ¢ok kullanilan Akt inhibitorleridir.5% 6

Akt, ozellikle apoptozu indiiklemesi ve protein sentezini artirmasi sebebiyle
kanser aragtirmalarindaki 6nemini korumaktadir.®? Akt’nin ayrica G1 ve G2 fazlarinda
hiicre déngiisiinde onemli etkileri bulunmaktadir.%® % Yapilan bir ¢alismada Akt
inhibitérii MK-2206’n1in meme kanseri iizerinde tiimor bilylimesine karsin etkili oldugu
gosterilmistir.®® Bir baska ¢alismada Akt’nin hiicre canliligmin devaminda énemli bir
faktor oldugu belirtilmis ve Akt inhibitdr VII'nin bu etkiyi azalttigi gosterilmistir.®® Akt
inhibitorlerinden, Akt inhibitor IV (5-(2-Benzotiazolil)-3-etil-2-[2-(metilfenilamino)

etenil]-1-fenil-1H-benzimidazolyum iyodiir)’iin kullanildig1 birgok ¢aligma mevcuttur.”

60, 61
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Sekil 2.2: Akt inhibitor IV.57
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mTOR inhibitorleri

MTOR inhibitorleri, hiicre igi bir serin-treonin protein kinaz olan mTOR
proteinini inhibe ederler. mTOR proteini, gesitli sinyal yolaklar1 iizerinden hiicresel
metabolizmayi, hiicre biiylimesini ve proliferasyonunu diizenler. mTOR inhibitorleri
rapamisin ve tiirevleri olarak tanimlanir. Rapamisin ve tiirevlerinin bir¢ok kanser tiiriine
kars1 olumlu cevap verdigi belirtilmistir.%

mTOR inhibitérleri olarak rapamisin (sirolimus), temsirolimus ve everolimus
yaygin olarak kullanilmaktadir.’® " Hiicre proliferasyonunu baskilayici etkiye sahip
mTOR inhibitdrlerinin immiinsiipresif etkileri tanimlanmistir.”*

2.6. Kanser ve Immiin Sistem Iliskisi

Kanser ve bagisiklik sistemi arasinda varligi kesin olarak bilinen ancak heniiz
aydmlatilamamis karmasik bir iliski vardir.”2®1%®) immiin hiicrelerin kanser hiicrelerine
spesifik antijenleri taniyabilecegi iddias1 1950 yilindan beri tartisilmaktadir. Bagisiklik
sisteminin denetimi bu konuda temel bir sorunu ele alir. Bu sorun tiimor hiicrelerinin,
saglikli hiicrelerden farkli yiizey antijenlerine sahip olup olmadiklaridir.

Tiimor hiicre ylizeyi antijenleri, Tiimoér Spesifik Antijenler (TSA) ve Timor
Iliskili Antijenler (TIA) olmak iizere iki alt simifta toplamir. TSA’lar sadece tiimor
hiicrelerinde bulunurken TIA’lar hem tiimér hem de normal hiicrelerde bulunur. Kanser
immiinoterapisi bu iki antijen grubunu ele alarak bagisiklik sistemi hiicrelerinin timor

3 Giinlimiizde kanser

hiicrelerini hedef almasim1 saglayan tedavi yontemidir.’
immiinoterapide genellikle protein ve karbonhidrat gibi makromolekiiler yapida olan
TIA lar kullanilur.

Immiinoterapiler aktif ve pasif olmak iizere 2 simfta kategorize edilir. Aktif

immiinoterapi, TIA'lar1 hedefleyerek bagisiklik sistemini tiimér hiicrelerine saldirmaya

yonlendirir. Pasif immiinoterapiler ise varolan anti-timor yanitlarini arttirir ve
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monoklonal antikorlar, lenfositler ve sitokinlerin kullanimmi igerir.”?¢17? Kanser
immiinoterapisinde antikor tedavisinin 6nemli bir yeri vardir. Antikorlar bagisiklik
sistemi hiicreleri tarafindan iiretilen ve hiicre yiizeyi hedef antijenine etki eden
proteinlerdir. Antikorlar, bir kanser antijenine baglandiktan sonra, antikor bagimli hiicre
aracilt sitotoksisiteye neden olabilir veya bir reseptoriin ligandiyla etkilesimini
onleyerek hiicre 6liimiine neden olabilirler.”*

Tiimor hiicrelerinin eksprese ettigi birgok antijen kaynagi bulunmaktadir. Bunlar;

servikal kansere neden olan onkojenik viriis insan papillomaviriisleri”®, melanom

olusumunda etkili olan tirozinaz enzimi’® '’

ve normalde hiicre biiylimesini ve
canliligin1 diizenleyen proteinler olmasina ragmen, kanserde mutasyona ugrayan
onkojenlerdir.’® "

Immiin sistemin kansere kars1 yetersiz kaldig1 durumlar da mevcuttur.” 8 Cogu
timor hiicresi yiizeyinde az sayida Major Histocompatibility Complex | (MHC class 1)
molekiilii igerir, bu nedenle Kkatil T-hiicreleri tarafindan tespit edilemezler. Ayrica bazi
timor hiicreleri TGF-B gibi, makrofajlarin ve lenfositlerin aktivitesini bastiran sitokin
salgilanmas1 ile immiin sistemi inhibe edebilir.”® 8 Bunlara ek olarak tiimor
antijenlerine kars1 bagisiklik tolerans: gelisebilir ve bagisiklik sistemi tiimor hiicrelerine
artik saldiramaz.” &

2.6.1. Kanser iImmiinoterapisinde Hiicresel Mekanizmalar

Tiimor antijenlerinin seviyeleri arttigi zaman hem T-hiicre sitotoksisitesi hemde
timor spesifik antikorlar etkin hale gelir. Bu durum immunoterapide tiimor antijenlerine
kars1 immiin cevap olarak adlandirilir.”%(168)
2.6.1.1. T-Hiicreleri

T-hiicreleri, T lenfositleri olarak adlandirilan, akyuvar hiicrelerinin bir alt tipi

olup hiicresel immiinitenin en dnemli hiicre tiplerinden biridir. T-hiicrelerinin sitotoksik
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(CD8"), yardime1 (CD4") ve diizenleyici olmak iizere 3 alt tipi bulunmaktadir.8® T-
hiicrelerinin  immiinolojik siirecteki en oOnemli gorevleri CD8* ve makrofajlarin
aktivasyonu ve B-hiicrelerinin plazmada olgunlasmasina katk1 saglamaktr.®

Yardimc1 T-hiicreleri yiizeylerinde CD4" glikoproteini bulundurduklar igin
CD4* T-hiicreleri adin1 alir. Inaktif halde bulunan CD4* T-hiicreleri, antijen sunan
hiicrelerin (ASH) ylizeyinde eksprese edilen Major Histocompatibility Complex 1l
(MHC class 1) molekiilleri tarafindan peptit antijeni sunuldugunda aktive olurlar. Aktif
CD4" T-hiicreleri hizla boliiniirler ve aktif bagisik yaniti diizenleyen ya da yardimeci
olan sitokinler denilen kiigiik proteinleri salgilarlar.®*

Sitotoksik T-hiicreleri viriis bulastirilmis hiicreleri ve tiimor hiicrelerini yok eder
ve ayn1 zamanda organ naklinin reddini saglayan hiicreler olarak taninmaktadir. Bu
hiicreler, yiizeylerinde CD8* glikoproteini eksprese ettigi igin CD8" T-hiicreleri olarak
da bilinirler. CD8" T-hiicreleri, tim gekirdek hiicrelerin ylizeyinde bulunan MHC class |
molekiilleri ile baglantil1 antijene baglanarak hedeflerini tanirlar 83

2.6.1.2. Antijen Sunucu Hiicreler

ASH’lar yiizeylerinde MHC ile antijen kompleksi olusturarak T-hiicrelerine
antijen sunarlar.®> Makrofajlar, B-hiicreleri ve Dentritik hiicreler ASH olarak islev goriir
ve CD4" T-hiicrelerine yabanci antijenleri sunarken diger ASH’lar CD8" T-hiicrelerine
yabanci antijenleri tanitirlar. ASH’lar, baz1 kanser terapilerinde, bagisiklik sisteminin
malign hiicreleri tanimasinda kullanilir.®®

2.6.2. immiin Sistem Tliskili Yolaklar

T-hiicreleri immiin sistemin etkili olmasinda ve bagisiklik sisteminin
diizenlenmesinde rol alan en 6nemli hiicrelerdendir. T-hiicre aktivasyonu ile immiin
sistem patojenlere karsi savunma gelistirir ve bu yabanci ajanlarin uzaklastirilmasini

saglar.8* Immiin sistemde T-hiicre aktivasyonu gesitli sinyal yolaklari ile kontrol edilir.
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2.6.2.1. T-Hiicre Aktivasyonunda IL-2 Yolag:

T-hiicre reseptorleri (THR), MHC-kompleks peptid yapisimi tanir ve ligand
olarak baglar. Ligandin baglanmasiyla aktive olan THR’ler hiicre igi PI3K/Akt®’,
JAK/STAT® ve MAPK® yolaklarini aktive eder ve g¢ekirdekte IL-2 ekpresyonunu
artirtr.  IL-2 uzun donem T-hiicre aktivasyonu ve proliferasyonundan sorumlu
sitokindir. 3

2.6.2.2. Calcineurin/NFAT yolag

Ca*2-Calcineurin-NFAT yolag1, kalsiyum reseptoriinden cekirdege, epitel hiicre
onarimi ve immiin yanit basta olmak iizere ¢ok cesitli sinyallerin iletimini saglar.%
CaN, kalsiyum ve kalmodulin bagimli serin-treonin protein fosfatazdir. immiin sistemin
T-hiicrelerini aktive eder. Bu siiregte CaN, bir transkripsiyon faktorii olan NFATc’yi
defosforile ederek aktive eder.®! Aktive olan NFATc, sitoplazmadan ¢ekirdege gecer ve
IL-2 up-regiilasyonunu ve bdylece T-hiicre biiyiimesini ve farklilasmasini saglar.%?

Herhangi bir ASH bir T-hiicre reseptorii ile etkilestiginde, sitoplazmada Ca*
artis1 gdzlenir ve kalmodulin-Ca*? kompleksi olusumu sonucu CaN aktive olur. CaN,
IL-2 gen ekspresyonunu saglayan NFATc’yi aktive eder. IL-2, yardimct T-hiicrelerinin
aktivasyonunu saglayarak diger sitokinlerinde salinimini artirir. Bdylece hiicre
igerisinde sitotoksik lenfositlerin etkileri diizenlenir. T-hiicreleri tarafindan iiretilen 1L-2

miktarlar1 immiin yanitin siddetiyle dogrudan iliskilendirilmistir.!3
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Sekil 2.3: Calcineurin/NFAT yolagi

2.6.3. immiinosiipresan ilaglar

Immiinosiipresanlar, immiin sistemin etkisinden korunmak ya da bu etkiyi
onlemek icin kullanilan ilaglardir. Ozellikle organ naklinin reddini 6nlemede Ve
otoimmiin hastaliklarin tedavisinde kullanilirlar.®® Immiinosupresif ilaglarm birgogu,
bolinen hiicrelere  karsi  toksik etkisi nedeniyle kanser kemoterapisinde
kullanilmaktadir.%*

Immiinosupresif ilaclar, baslica glukokortikoidler, sitotoksik ilaglar ve
immiinofilin iizerinden etki eden ilaglar olmak iizere 3 smifta incelenir.
Glukokortikoidler farmakolojik dozlarda otoimmiin hastaliklar basta olmak {izere,
alerjik ve enflamatuar hastaliklarin baskilanmasinda kullanilir. IL’ler ve Timor

nekrozis faktor alfa (TNF-a) lizerinde baskilayict etkileri dolayisiyla T-hiicre tiretimini
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azaltirlar.®  Sitotoksik immiinosiipresanlar, hiicre bdliinmesini  inhibe  eder.
Immiinoterapide diisiik dozlarda 6zellikle malign hastaliklarda kullanilirlar. Azatioprin,
merkaptopiirin ve metotreksat sitotoksik immiinosiipresan olup, DNA sentezini inhibe
ederler.®* Siklosporin ve tacrolimus ise immiinofilin hedefli immiinosiipresanlar olup,
son yillarda iizerinde birgok ¢alisma yapilmaktadir.%6°

2.6.3.1. Siklosporin

Siklosporin dogal bir immiinosiipresan olup, lenfositlerin etkilerini azaltir. Bu
etkisini bir immofilin proteini olan siklofilin’e baglanarak gergeklestirir. Siklofilin
proteinine baglanan siklosporin CaN’in fosfataz etkisini inhibe eder ve NFATc
tizerinden IL-2 salimimini azaltir. Boylece siklosporin T-hiicre aktivasyonunu azaltmig
olur.%

2.6.3.2. FK506

FK506 bir CaN inhibitoridiir. Tacrolimus olarak ta adlandirilan FK506
immiinstipresif ila¢ olup ozellikle allojenik organ transplantasyonundan sonra organ
reddi riskini azaltmada kullanilir.’” FK506, FK506 baglayici immiinofilin proteinine
(FKBP12) baglanarak CaN’i inhibe eder boylece hem T lenfosit sinyal iletimini hem de
IL-2 transkripsiyonunu durdurur.®® Bir diger CaN inhibitorii olan siklosporin ile
kiyaslandiginda, FK506’nin hem organ transplantasyonundaki etkisi hemde daha az yan

etkisi olmas1 bakimindan daha kullanish oldugu belirtilmistir.%" %
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Sekil 2.4: FK506 (Tacrolimus)*®

FK506 ve siklosporin, immiin sistem hiicrelerinin seviyelerini ve etkilerini
azaltir. Immiin sistemin zayiflamasi ile tiimor hiicreleri daha rahat cogalir ve bdylece bu
ilaclarin tiimorogeneziste koruyucu etkileri oldugu disiiniilmez. Ancak literatiirde CaN
inhibitorlerinin  malign  hiicreler {izerinde anti-proliferatif  etkileri  oldugu
gosterilmistir.’> 1 Ayrica CaN inhibitorlerinin kanser hiicrelerinde aktive olan sinyal
yolaklarindan PI3K/Akt ve STAT yolaklar1 iizerinde inhibe edici etkileride
gosterilmistir.’> 1® Ozellikle FK506’nin kanser hiicrelerinde 6nemli etkileri olan PDGF
ve EGF iizerinde inhibe edici etkileri de gosterilmistir.®> 1% 192 Yapilan bir baska
calismada, FK506 baglayic1 protein’in serviks kanseri hiicre hattinda proliferasyon,
invazyon ve metastazi tetikledigi gosterilmis ve bu proteinin baskilanmasi ile kanser

hiicrelerinin cogalmasi ve metastazi engelledigi belirtilmistir.1%3
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Hiicre Kiiltiiri ve Uygulamalari
3.1.1.1. Insan Meme Kanseri (MCF-7) Hiicre Kiiltiirii
S1v1 azot tankinda kriyo tiipiinde muhafaza edilen MCF-7 hiicresi su banyosunda
hizlica ¢oziilerek 10 ml uygun medyum ortaminda (%87 DMEM + %2 L-Glutamin +
%10 FBS + %1 PSA), 75 cm? lik flasklara kiiltiire edildi. Hiicre gogalmasi icin flasklar
%5 CO2, %90 nem ve 37°C sartlarinda inkiibasyona birakildi. Tiim hiicre ¢aligmalari
steril sartlarda, laminar akimli kabin i¢erisinde yapildi.
3.1.1.2. Hicre Sayimi ve Ekimi
Inkiibatorde yeterli sayiya ulasan hiicre flaski laminar kabine alinarak medyum
uzaklastirildi. Soguk 1X PBS ile yikama islemi yapildiktan sonra, flaska 2 ml tripsin
eklendi. Tripsinli hiicreler tekrar inkiibatére konularak yaklasik 2 dakika boyunca
hiicrelerin yiizeyle olan baglarmin kopmasi saglandi. Inkiibatdrden cikarilan flask yavas
mekanik hamlelerle adhezif hiicrelerin kalkmasi saglandi. Hizlica kabine alinan hiicre
tizerine 2 ml medyum ekilerek tripsinin etkisi durduruldu. Flask icerisindeki hiicre
ortam1 bir falkon tiipiine alinarak 1000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi ve siipernatant
kisim atildi. Tiiptin dibinde kalan hiicre tizerine 1 ml medyum eklenerek resiispende
edildi ve hiicre sayim1 yapildi.
Hiicre sayim1 i¢in Tripan Mavi boyasi kullanildi. 200 pl’lik tiip igerisine;
= 100 pl 2X Tripan Mavisi,
= 90 ul PBS,
= 10 pl Hiicre pipetlenerek bu karigimdan 10 pl ¢ekilip Cedex hiicre sayim
pleytine yiiklendi ve otomatik hiicre sayim makinesiyle canli hiicre/ml

hesaplandi.
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Deney prosediirii ve grup sayist goz Oniline alinarak yeterli sayida hiicre 6’11 pleytlere
ekildi. 6’11 pleytlerin her bir kuyucuguna en az 1x10° hiicre/ml olacak sekilde hiicreler
ekildi. Xcelligence cihazinda kullanilan E-pleyt i¢in her bir kuyucuga 5 bin hiicre,
toplam hacim 100 pl medyum olacak sekilde ekildi. Kuyucuklara eklenecek ilaglarin
hacimleride g6z Oniine alinarak hesaplamalar yapildi.
Hiicre Sayim ve Ekim Ornegi;
Otomatik hiicre sayim cihazinm verisi: Canli hiicre/ml = 3.2x10° MCF-7 hiicresi. 6’l1
pleytin her bir kuyucuguna 200 bin hiicre ekildi.

1 ml de 3.2 milyon hiicre varsa

X ml de 200 bin hiicre vardir. X=62 pl

Tek ilag verilen gruplarda hacim hesabi; 1960 pl hiicre ve medyum + 40 pl ilag,
iki farkli ilag verilen gruplarda hacim hesabi; 1920 pl hiicre ve medyum + 40 pl 1.ilag +
40 pl 2.ilag ve ii¢ farkli ilacin verildigi grubun hacmi ise; 1880 ul hiicre ve medyum +
40 pl L.ilag + 40 pl 2.ilag + 40 pl 3.ilag olacak sekilde toplam 2 ml olarak hesaplandi.

Kuyucuklara hiicre ve medyum eklendikten sonra 6 kuyucuklu pleytler tekrar
%5 CO2, %90 nem ve 37°C sartlarinda inkiibasyona birakildi. 24 saat inkiibasyon
devam ettirildi ve daha sonra ilag uygulamalari yapildi. MCF-7 hiicre hatt1 ¢aligilirken
ilag verme asamasinda kullanacagimiz medyumda Ostrojen olmamasi lazim. Ciinki
Ostrojen hiicre proliferasyonunu tek basina artirmak i¢in yeterlidir. Sadece ilacin etkisini
gorebilmek i¢in hazirlayacagimiz medyum Ostrojensiz olmalidir.
Ostrojensiz medyum hazirlanisi;
%87 DMEM + %2 L-Glutamin + %10 DCC FBS + %1 PSA hacimlerinde medyum
hazirlanir. DCC FBS, normal FBS’nin komiir ile muamele edilmesiyle hazirlanir.

Hazirlanan bu FBS soliisyonu filtreden gegcirilerek siiziiliir.
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3.1.2. Kullanilan ilaclar ve Doz Hesaplamalari

Hiicre ¢alismalarinda doz ayarlamasi ayni kuyucuga hem ila¢ hem medyum
hemde hiicre konuldugu igin ¢ok dikkatli yapilmasi gereken bir islemdir. Bu nedenle
hesaplama yaparken eklenecek olan hiicre ve medyum hacmi ve ilacin hacmi 6nceden
hesaplanarak son hacmin sabit tutulmasi gerekmektedir. Biz bu c¢aligmada ilacimizin
dozunu 50 kat konsantre hazirladik. Kuyucuklara ektigimiz hiicre ve medyum hacmini
bu ilacin dozunu 50 kat seyreltecek hacimlerde hesapladik. Ornegin ilacimizin dozu:
100 ng/ml olsun. Biz 5000 ng/ml (50 kat konsantre) hazirladik. 6’11 pleytin her bir
kuyucuguna 1960 pl hiicre ve medyum karisimi ekledik. Bu kuyucuga 40 pl ilag
verdigimiz zaman son hacim 2 ml olacak ve ilacimiz 40 pl/2ml yani 1:50 oraninda diliie
edilmis olacak. Ayni sekilde E-pleyt kuyucuklarina 98 pl hiicre ve medyum karigimi
ekledik. Bu kuyucuklara 2 pl ilag uyguladigimiz zaman son hacim 100 ul olacak ve
ilactmizin dozu 2 pl/100ul yani 1:50 oraninda diliie edilmis olacak.

PDGF-BB Human SRP3138; Ilacin dozu 100 ng/ml olarak belirlendi.
llacimizin dozu 50 kat konsantre hazirlandi. (5000 ng/ml=5 pg/ml)

1.Stok: 10 pg toz halindeki PDGF-BB, 10ul su igerisinde ¢oziiliir. (10 pg/10ul)

2.Stok: 1.stoktan 5 pl alinir, 995 pl trehaloz ile karigtirtlir. (5 pg/ml)

Diliisyon iglemleri %5 lik trehaloz ile yapildi ve -20°C dolapta saklandi.

Akt inhibitérii IV B2311; ilacin dozu 5 pM (3075 ng/ml) olarak belirlendi.
[lacimizin dozu 50 kat konsantre hazirland1. (153.750 ng/ml)

1.Stok: 5 mg toz halindeki Akt inhibitorii IV, 1 ml DMSO igerisinde ¢oziilir. (5
mg/ml)

2.Stok: 1.stoktan 100 pl alinir, 900 pl medyum ile karistirilir. (0.5 mg/ml)

3.Stok: 2.stoktan 308 pl alinir, 692 pl medyum ile karistirilir. (153.750 ng/ml)

Diliisyon islemleri sonrasi kalan stok ¢6zeltiler +4°C dolaba kaldirildi.
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FK506-Tacrolimus F4679; Ilacin dozu 1 uM (822 ng/ml) olarak belirlendi.

[lacimizin dozu 50 kat konsantre hazirlandi. (41.100 ng/ml)

1.Stok: 5 mg toz halindeki FK506, 250 ul DMSO igerisinde ¢6ziiliir. (20 mg/ml)

2.Stok: 1.stoktan 50 pl alinir, 450 ul medyum ile karistirilir. (2 mg/ml)

3.Stok: 2.stoktan 100 pl alinir, 900 pl medyum ile karigtirilir. (200.000 ng/ml)

4.Stok: 3.stoktan 205 pl alinir, 795 pl medyum ile karistirilir. (41.100 ng/ml)

Diliisyon islemleri sonrasi kalan stok ¢6zeltiler -20°C dolaba kaldirildi.

3.1.3. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Tablo 3.1: Kullanilan Alet ve Cihazlar

Cihazlar

Model-Firma

Inkiibatér, etiiv
Laminar Akimli Kabin
S1vi Azot Tanki

Su Banyosu

Isik Mikroskobu
Santrifiij Cihazi

+4°C Buzdolab1

-20°C Buzdolab1
-80°C Dondurucu
Homojenizator

RNA Izolasyon Cihazi
Thermal Cycler
Real-Time PCR Cihazi
Akim Sitometri Cihaz

Nanodrop okuyucu

Otomatik Pipet Seti(10-1000pl)

Elektronik Pipet
Isiticili Blok

Hiicre Sayim Cihazi

Hiicre Proliferasyon Takip Cihazi

NuAire, Autoflow water jacketed CO2 Incubator
ESCO, Class Il BSC, Sentinel Gold

Taylor Wharton, LS750

Memmert, SV1422

Leica, DMIL LED

Hettich, Universal 320R

Vestel S1108W

SIEMENS

NuAire, Glacier -86°C Ultraflow freezer
Tissue Lyser Il, QIAGEN

QIAqube, QIAGEN

Applied Biosystems, Veriti

Applied Biosystems

Beckman Coulter V1, CytoFLEX

Epoch Microplate Spectrophotometer, BioTek
Eppendorf, Research Pro

Eppendorf, Easypet

Eppendorf, Thermomixer Comfort

Roche Diagnostics, Cedex XS

XCELLigence RTCA, ACEA Biosciences
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3.2. Metot
3.2.1.Deney Plan1 ve Gruplar
Calismamizda MCF-7 hiicreleri;
= Hiicre proliferasyonu,
= Molekiiler apoptoz markir analizleri ve
= Akim sitometrisi ile Annexin V/PI (propidyum iyodiir) apoptoz seviyeleri
olmak tizere 3 farkli ¢alisma baslig1 altinda incelendi. Flaska ekilen MCF-7 hiicreleri
inkiibatorde yeterli sayiya ulasinca tripsinizasyon islemi ile kaldirildi ve Tablo 3.2 de
belirtilen deney gruplarina gore ekim yapildi. Hiicre proliferasyonu takibi ig¢in
xCelligence cihazi kullanildi ve cihaza uygun E-pleyt’e hiicre ekimi yapildi. Molekiiler
apoptoz markir analizleri i¢in Real-Time PCR cihazi kullanildi ve 6 kuyucuklu pleytlere
hiicre ekimi yapildi. Akim sitometrisi ile apoptoz seviyelerinin tespiti i¢in Flow
Cytometer cihazi kullanildi ve 6’11 pleytlere hiicre ekimi yapildi.

Tablo 3.2: Deney gruplari ve ilag dozlar

GrupNo  Grup Adi

1 Kontrol

2 PDGF (100 ng/ml)

3 Akti (5 uM)

4 FK506 (1 pM)

5 PDGF (100 ng/ml) + Akti (5 uM)

6 PDGF (100 ng/ml) + FK506 (1 uM)

7 Akti (5 M) + FK506 (1 uM)

8 PDGF (100 ng/ml) + Akti (5 pM) + FK506 (1 uM)

PDGF: Platelet Derived Growth Factor, Akti: Akt inhibitorii ve FK506: Tacrolimus
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3.2.2. Hiicre Proliferasyon Analizi

MCEF-7 hiicrelerinin, zamana ve farkl ila¢ uygulamalarina kars1 gosterdigi hiicre
proliferasyonu tepkisi xCelligence cihazi ile gozlemlendi. Cihaza uygun 16 kuyucuklu
E-pleytlere, 5 bin hiicre/100 ul medyum konsantrasyonlarinda MCF-7 hiicreleri ekildi
ve ila¢ verilmeden hiicrelerin pleyte tutunabilmesi icin 24 saat beklendi. Her grup 2
tekrar seklinde analiz edildi. Hiicre ekiminden 24 saat sonra, ilaglar (2 pl) uygun
dozlarda kuyucuklara uygulandi. xCelligence proliferasyon takip cihazi, deney
stiresince %5 CO2, %90 nem ve 37°C sartlarindaki inkiibatore konuldu. Hem ilag
uygulamasindan onceki 24 saat hemde ilag uygulamasindan sonraki 48 saat boyunca
kuyucuklardaki hiicre canliligi ve proliferasyonu xCelligence RTCA sistem programi
araciligiyla kaydedildi.

3.2.3. Molekiiler Analizler

MCEF-7 hiicrelerinde ilaglarin, apoptoz markirlar {izerindeki 24 saatlik etkileri
analiz edildi. Calismada Bax, p53, Caspase 9, NFxB, IL-2 ve PDGFRp gen
expresyonlart dl¢iildii. MCF-7 hiicreleri 6’11 pleyte 200 bin hiicre/2 ml medyum olacak
sekilde ekildi. Pleytler 24 saat inkiibatorde hiicrelerin tutunmasi igin bekletildi. 40 pl
tim ilaglar uygulandi ve sonra pleytler tekrar inkiibatore alindi. Molekiiler
parametrelerin analizi i¢in 24. saat sonunda hiicreler kaldirildi ve sirasiyla RNA
izolasyonu, cDNA sentezi ve Real-Time PCR analizleri yapildi.

3.2.3.1. RNA Sentezi ve Real-Time PCR Analizi

MCF-7 hiicrelerinden, RNA izolasyon kiti kullanilarak (Qiagen), Qiacube cihazi
ile total MRNA saflastirildi. Elde edilen total MRNA, cDNA sentez kiti kullanilarak
(Applied Biosystem), Thermal Cycler cihazi ile ¢cDNA’ya donistiirildi. cDNA
miktarlart Nanodrop okuyucuda Take 3 Pleyt ile belirlendi. 200 ng/ul

konsantrasyonunda cDNA’lar, Tagman qPCR Master Mix kullanilarak (Applied
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Biosystems), RT-PCR analizi yapildi. StepOne Plus Real-Time PCR (Applied
Biosystems) cihazinda termal sikliis sartlar1, 6nce 1 kez, 50°C de 2 dakika ve 95°C de
10 dakika, daha sonra 40 sikliis, 95°C de 15 saniye ve 60°C de 1 dakika olacak sekilde
ayarlandi. Kantitatif mRNA miktarlari, B-actin ile normalize edildi ve AACt metodu
kullanilarak hesaplandi. 1® Real Time-PCR’da analiz edilen B-actin, Bax, p53, Caspase
9, NFxB, IL-2 ve PDGFR primerlerinin sekanslar1 Tablo 3.3’te gosterildi.

Tablo 3.3: Primer Sekanslar1

Gen insan Forward (5'-3") Reverse (5'-3')

[B-actin Primer GCAAGCAGGAGTATGACG CAAGAAAGGGTGTAACGC
Design  AGT AACTAA

Bax Primer ATGGAGCTGCAGAGGATG GGCAGTTGAAGTTGCCGT
Design AT CAGA

p53 Primer GTGGAGTATTTGGATGAC GTAGTTGTAGTGGATGGT
Design  AGAAAC GGTAC

Caspase 9 Primer CTATGATAGCAAAGCCCC TCCTCCCCTCCCGTCACA
Design  GAATG

NF«B Primer GTAACTGCTGGACCCAAG CCTCTGTCATTCGTGCTTC
Design  GA C

IL-2 Primer TCACCAGGATGCTCACAT GCACTTCCTCCAGAGGTTT
Design TT G

PDGFRP  Primer CCTCAGTTTCCCTGTCT AGGTAGGGATTGGGATCG
Design TC

3.2.4. Biyokimyasal Analizler

3.2.4.1. Akim Sitometri Uygulamasi ile Apoptoz Testi

Akim sitometri cihazi (Beckman Coulter V1, CytoFLEX) ile Annexin V-FITC
Kiti (bc-IM3546) kullanilarak apoptoz seviyeleri analiz edildi. Apoptoz analizi i¢in 6nce
MCF-7 hiicreleri 6’11 pleyte 200 bin hiicre/2 ml medyum olacak sekilde ekildi. Pleytler
24 saat inkiibatorde hiicrelerin tutunmasi i¢in bekletildi. 40 pl tiim ilaglar uygulandi ve
sonra pleytler tekrar inkiibatore alindi. 60 dakika ve 120 dakika olacak sekilde 2 farkl
seri pleyt dizayn edildi. Grup sayisina ilave bir grup Unstained grubu olarak

kuyucuklara hiicre ekildi. Unstained tiipindeki hiicrelere herhangi bir boya eklenmeden
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okutuldu ve boyasiz kontrol grubu olarak data elde edidi. Annexin V/PI analizi igin
uygun saatlerde hiicreler kaldirildi.

Kit prosediirti;

1) Kuyucuklardan kaldirilan hiicreler soguk PBS ile yikanarak 5 dk, +4°C,
500 G de santrifiij edildi,

2) Siipernatant altildi ve dipteki hiicreler soguk 1X Binding Buffer ile
resiispende edildi, (minimum 500.000 hiicre/ml olacak sekilde)

3) Bu siispanse haldeki ¢ozeltiden 100 ul her grup igin ayr1 ayr1 2 ml’lik
ependorf tiiplere alind1 ve tiipler numaralandirildi,

4) Srirasiyla; 1 ul Annexin V, 5 ul PI boyasi biitiin tiiplere (Unstained tiipii
hari¢) eklendi yavasca karistirilds,

5) Buz lizerine alinan tiipler karanlikta 15 dk inkiibasyona birakildi,

6) Tiiplere daha sonra 400 pul soguk 1X Binding Buffer eklendi,

7) Maksimum 30 dk i¢inde cihazda okutuldu.

Akim sitometri ile ayni tiipte iki farkli boyama yapildiginda dalga boylarinda
cakisma ortaya ¢ikmaktadir. Bu cakigsmalarin ihmal edilebilmesi i¢in, kompenzasyon
yapildi.

Kompenzasyon prosediiri;

1) Annexin V-FITC kit prosediiriinde oldugu gibi, 3 farkli ependorf tiipline
100 pl siispanse MCF-7 hiicresi eklendi.

2) l.tiip Unstained tiipii olarak kullanildi ve herhangi bir boya uygulamasi
yapilmadi,

3) 2.tlip Annexin tiipii olarak kullanildi ve sadece 1 pl Annexin V boyasi
eklendi,

4) 3.tiip PI tiipii olarak kullanildi ve sadece 5 pl PI boyasi eklendi,
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5) Tiipler buz iizerinde, karanlikta 15 dk inkiibe edildi,
6) 400 ul 1X Binding Buffer eklendi ve bu 3 tiip sirasiyla cihaza okutuldu,
7) Akim sitometri cihazinda PI-Annexin V Dot Blot grafigi iizerinde uygun
bolgeye kap1 alind1 ve kompenzasyon kaydedildi.
Kompenzasyon islemi Annexin V-FITC kit uygulamasindan 6nce yapildi ve kit

prosediirii bu kompenzasyon iizerinden yiiriitiildii.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Proliferasyon Bulgulari

MCF-7 hiicrelerinin 48 saat boyunca tiim gruplardaki hiicre prolifererasyonu ve
hiicre empedans sonuglart Sekil 4.1°de sunulmustur. Hiicreler ekildikten 24 saat sonra
ilag uygulamalar1 yapildi ve 48 saat boyunca hiicre proliferayonu takibi yapildi. Buna
gore; PDGF uygulamasinin Kontrol grubuna gore 48 saat boyunca proliferasyonu
artirdigi, Akti uygulamasinin ise hiicre proliferasyonunu azalttigi goriildii. FK506
uygulamasinin ilk 8 saat proliferasyonu artirdigi daha sonra hiicre proliferasyonunu
azaltigi  goriildi. PDGF ile birlikte uygulanan Akt inhibitoriiniin  hiicre
proliferasyonunu 48 saat boyunca azalttigi, PDGF+FK506 uygulamasinin ise ilk 16 saat
proliferasyonu artirrp daha sonra azalttigi gorildid. Ayrica Akti+FK506 ve
PDGF+Akti+FK506 uygulamalarinin Kontrol grubuna gore hiicre proliferasyonunu 48

saat boyunca azalttig: goriildii.
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Sekil 4.1: xCelligence hiicre empedans grafigi.
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4.2. Molekiiler Bulgular

4.2.1. MCF-7 hiicrelerinin 24. Saat Bax, p53, Caspase 9, NFkB, IL-
2 ve PDGFRPB mRNA Ekspresyon Sonuclari

Sekil 4.2°ye bakildiginda, Bax mRNA ekspresyon seviyelerinin, Kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli seviyelerde Akti grubunda 3.66 Kat,
PDGF+AKti grubunda 2.73 kat, Akti+FK506 grubunda 5.63 kat ve PDGF+Akti+FK506
grubunda 4.47 kat arttigi goriilmektedir (p<0.001). PDGF grubuna gore, Akti,
PDGF+AKkti, Akti+FK506 ve PDGF+Akti+FK506 gruplarinda Bax ekspresyonlarinin
istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 goriilmektedir (p<0.001). PDGF+AKkti+FK506
grubu, PDGF+Akti grubu ile karsilastirildiginda Bax ekspresyonlart istatistiksel olarak
anlamli bir artis gosterirken (p<0.001), Akti+FK506 grubu ile kiyaslandiginda

istatistiksel olarak anlamli derecede azalma gosterdigi goriilmektedir (p<<0.001).
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Sekil 4.2: Bax mRNA ekspresyonlari

Sekildeki kat degisiklikleri 244t metodu kullanilarak tiim gruplar ile Kontrol grubu karsilagtirilarak
verilmektedir. PDGF: Platelet Derived Growth Factor (100 ng/ml), Akti: Akt inhibitorii (5 uM) ve
FK506: Tacrolimus (1 uM). Sonuglarin istatistigi One-Way ANOVA Tukey testiyle yapildi. Kontrol
grubuyla diger gruplar karsilastirildiginda *** p<0.001, PDGF grubuyla diger gruplar karsilastirildiginda
# p<0.05 ve ### p<0.001, PDGF+Akti grubuyla diger gruplar karsilastirildiginda 666 p<0.001,
Akti+FK506 grubuyla diger gruplar karsilastirildiginda ise ooc p<0.001 isaretleri kullanilmugtir.
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Sekil 4.3’te p53 mRNA ekspresyonlarina bakildiginda, Akti, PDGF+AKkti,
Akti+FK506 ve PDGF+AKkti+FK506 gruplarinda Kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli ve sirasiyla 1.97, 1.46, 2.45 ve 2.12 kat artis oldugu goriiliirken
(p<0.001), PDGF grubunda p53 ekspresyonlarinin istatistiksel olarak anlamli ve 0.72
kat azaldigi = gorilmektedir (p<0.01). PDGF grubu ile diger gruplar
karsilastirildiklarinda, tiim gruplarda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu
goriilmektedir. [Kontrol grubunda (p<0.01), diger gruplarda (p<0.001)]. p53
ekspresyonlarinin,  PDGF+Akti+FK506  grubunda, PDGF+Akti  grubu ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli derecede arttigi (p<0.001), Akti+FK506

grubu ile kiyaslandiginda ise istatistiksel olarak anlamli derecede azaldigi goriilmektedir

(p<0.001).
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Sekil 4.3: p53 mRNA ekspresyonlari

Sekildeki kat degisiklikleri 224" metodu kullanilarak tiim gruplar ile Kontrol grubu karsilastirilarak
verilmektedir. PDGF: Platelet Derived Growth Factor (100 ng/ml), Akti: Akt inhibitorii (5 uM) ve
FK506: Tacrolimus (1 uM). Sonuglarin istatistigi One-Way ANOVA Tukey testiyle yapildi. Kontrol
grubuyla diger gruplar karsilastirildiginda *** p<0.001, PDGF grubuyla diger gruplar karsilastirildiginda
### p<0.001, PDGF+Akti grubuyla diger gruplar karsilastirildiginda 866 p<0.001, Akti+FK506 grubuyla
diger gruplar karsilastirildiginda ise ooo p<0.001 isaretleri kullanilmistir.
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Sekil 4.4’¢ bakildiginda, Caspase 9 mRNA ekspresyonlar1 Kontrol grubuna
karsi, Akti verilen grupta istatistiksel olarak anlamli sekilde 5.66 kat, PDGF+Akti
verilen grupta 4.43 kat, Akti+FK506 grubunda 7.06 kat ve PDGF+AKkti+FK506
grubunda 5.86 kat arttigr goriilmektedir (p<0.001). PDGF grubu ile diger gruplar
karsilastirildiginda, Kontrol, FK506 ve PDGF+FK506 gruplarinda istatistiksel olarak
herhangi  bir degisiklik  olmadig, Akti, PDGF+Akti, Akti+FK506 ve
PDGF+Akti+FK506 gruplarinda ise istatistiksel olarak anlimli artislarin oldugu
goriilmektedir (p<0.001). Akti+FK506 grubuna gére PDGF+Akti+FK506 grubunda
Caspase 9 ekspresyonunun anlamli sekilde azaldigi goriilmektedir (p<0.001). Ayrica
PDGF+Akti grubuna gore PDGF+Akti+FK506 grubunda Caspase 9 ekspresyonunun

anlamli sekilde arttig1 goriilmektedir (p<0.001).
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Sekil 4.4: Caspase 9 mRNA ekspresyonlari

Sekildeki kat degisiklikleri 2"t metodu kullanilarak tiim gruplar ile Kontrol grubu karsilastirilarak
verilmektedir. PDGF: Platelet Derived Growth Factor (100 ng/ml), Akti: Akt inhibitori (5 pM) ve
FK506: Tacrolimus (1 uM). Sonuglarin istatistigi One-Way ANOVA Tukey testiyle yapildi. Kontrol
grubuyla diger gruplar karsilastirildiginda *** p<0.001, PDGF grubuyla diger gruplar karsilastirildiginda
### p<0.001, PDGF+Akti grubuyla diger gruplar karsilasgtirildiginda 866 p<0.001, Akti+FK506 grubuyla
diger gruplar karsilastirildiginda ise ooo p<0.001 isaretleri kullanilmistir.
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Sekil 4.5’e bakildiginda, NF«xB ekspresyonlarinin Kontrol grubuna kiyasla,
PDGF grubunda 1.66 kat, PDGF+Akti grubunda 1.44 kat ve PDGF+Akti+FK506
grubunda ise 1.26 kat arttigi goriilmektedir (p<0.001). Buna karsin Akti, FK506 ve
Akti+FKS506 gruplarinda istatistiksel olarak anlamli ve sirastyla 0.73, 0.68 ve 0.56 kat
azalmalarin oldugu goriilmektedir (p<0.001). PDGF grubu ile karsilastirildiginda, tim
gruplarin  NFkB ekspresyonlar1 istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldig
goriilmektedir [PDGF+Akti grubunda (p<0.01), diger gruplarda (p<0.001)].
PDGF+Akti grubuna kiyasla PDGF+Akti+FK506 grubunda NFkB ekspresyonu
azalirken (p<0.05), Akti+FK506 grubuna gore PDGF+Akti+FK506 grubunda NF«xB

ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli sekilde arttigi goriilmektedir (p<0.001).
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Sekil 4.5: NFxB mRNA ekspresyonlari

Sekildeki kat degisiklikleri 224t metodu kullanilarak tiim gruplar ile Kontrol grubu karsilastirilarak
verilmektedir. PDGF: Platelet Derived Growth Factor (100 ng/ml), Akti: Akt inhibitori (5 pM) ve
FK506: Tacrolimus (1 uM). Sonuglarin istatistigi One-Way ANOVA Tukey testiyle yapildi. Kontrol
grubuyla diger gruplar karsilastirildiginda *** p<0.001, PDGF grubuyla diger gruplar karsilastirildiginda
## p<0.01 ve ### p<0.001, PDGF+Akti grubuyla diger gruplar karsilastirildiginda & p<0.05, Akti+FK506
grubuyla diger gruplar karsilastirildiginda ise oo p<0.001 isaretleri kullanilmugtir.
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Sekil 4.6’da IL-2 mRNA ekspresyonlarina bakildiginda, Kontrol grubuna kiyasla
PDGF ve PDGF+AKkti gruplarinda sirasiyla 2.38 ve 2.01 kat (p<0.001), PDGF+FK506
grubunda ise 1.67 kat istatistiksel olarak anlamli artiglar gériilmektedir (p<0.01). FK506
ve Akti+FK506 gruplari (sirasiyla 0.43 ve 0.48 kat), Kontrol grubu ile kiyaslandiginda
ise istatistiksel olarak anlamli azalmalarin oldugu gézlemlenmektedir (p<0.05). PDGF
grubu ile diger gruplar karsilastirildiginda PDGF+Akti grubu hari¢ diger tiim gruplarda
istatistiksel olarak anlamli azalmalarin oldugu goriilmektedir [PDGF+FK506 grubunda
(p<0.01), diger gruplarda (p<0.001)]. PDGF+Akti grubu ile kiyaslandiginda
PDGF+AKkti+FK506 grubunda istatistiksel olarak anlamli azalma goriiliirken (p<0.001),
Akti+FK506 grubuna kiyasla PDGF+Akti+FK506 grubunda istatistiksel olarak anlamli

bir artig oldugu gézlemlenmektedir (p<0.05).
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Sekil 4.6: IL-2 mRNA ekspresyonlari

Sekildeki kat degisiklikleri 244t metodu kullanilarak tiim gruplar ile Kontrol grubu karsilagtirilarak
verilmektedir. PDGF: Platelet Derived Growth Factor (100 ng/ml), Akti: Akt inhibitorii (5 uM) ve
FK506: Tacrolimus (1 uM). Sonuglarin istatistigi One-Way ANOVA Tukey testiyle yapildi. Kontrol
grubuyla diger gruplar karsilastirildiginda * p<0.05, ** p<0.01 ve *** p<0.001, PDGF grubuyla diger
gruplar Kkarsilastinldiginda ## p<0.01 ve ### p<0.001, PDGF+Akti grubuyla diger gruplar
karsilastirildiginda 666 p<0.001, Akti+FK506 grubuyla diger gruplar karsilastirildiginda ise o p<0.05
isaretleri kullanilmigtir.
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Sekil 4.7°ye bakildiginda, PDGFRE mRNA ekspresyon seviyelerinin, Kontrol
grubuna kiyasla, Akti verilen grupta 1.90 kat (p<0.001), PDGF+AKkti verilen grupta 1.49
kat (p<0.01) ve Akti+FK506 grubunda 1.44 kat (p<0.01) istatistiksel olarak anlamli
sekilde artis gozlenirken, PDGF grubunda 0.59 kat (p<0.01), FK506 grubunda 0.72 kat
(p<0.05) ve PDGF+FK506 grubunda 0.45 kat (p<0.001) istatistiksel olarak anlamli
derecede azalmalarin oldugu goriilmektedir. PDGF grubu ile kiyaslandiginda, PDGFR}
ekspresyonlarinin, Akti, PDGF+Akti ve Akti+FK506 gruplarinda (p<0.001) ve Kontrol
ve PDGF+Akti+FK506 gruplarinda (p<0.01) istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig
goriilmektedir. PDGF+Akti+FK506 grubu, PDGF+Akti grubu ile kiyaslandiginda
(p<0.01) ve Akti+FK506 grubu ile kiyaslandiginda (p<0.05) istatistiksel olarak anlamli

derecede azalmalarin oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.7: PDGFR mRNA ekspresyonlari

Sekildeki kat degisiklikleri 224t metodu kullanilarak tiim gruplar ile Kontrol grubu karsilastirilarak
verilmektedir. PDGF: Platelet Derived Growth Factor (100 ng/ml), Akti: Akt inhibitorii (5 uM) ve
FK506: Tacrolimus (1 uM). Sonuglarin istatistigi One-Way ANOVA Tukey testiyle yapildi. Kontrol
grubuyla diger gruplar karsilastirildiginda * p<0.05, ** p<0.01 ve *** p<0.001, PDGF grubuyla diger
gruplar karsilastinldiginda ## p<0.01 ve ### p<0.001, PDGF+Akti grubuyla diger gruplar
karsilagtirildiginda 86 p<0.01, Akti+FK506 grubuyla diger gruplar karsilastirildiginda ise o p<0.05
isaretleri kullanilmigtir.
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4.3. Biyokimyasal Bulgular

4.3.1. Akim Sitometri ile Apoptoz Analiz Sonuclari

Akim Sitometri cihazi ile MCF-7 hiicrelerinde PDGF, Akti ve FK506’nin 60 ve

120. dakikadaki apoptoz seviyeleri Sekil 4.8 ve Sekil 4.9 da gosterilmistir. Dot plot

grafiklerinde X ekseni Annexin V’in (AV), Y ekseni ise PI’'nin yaydigi floresani

gostermektedir. Grafiklerdeki PI-AV- boélgeleri canli hiicreleri, PI+AV- bdlgeleri

nekrotik hiicreleri, PI+AV+ bolgeleri ge¢ apoptoza ugramis hiicre oranin1 ve PI-AV+

bolgeleride erken apoptoza ugramis hiicre oranini belirtmektedir. Tablo 4.1 de ilag

uygulamalarina bagli olarak 60 ve 120 dk boyunca degisen hiicre canliligi ve hiicre

apoptoz seviyeleri yiizde deger olarak verilmistir. Dot plot grafigindeki her bir nokta bir

hiicreyi gostermektedir.

Tablo 4.1: Hiicre canlilig1 ve apoptoz yiizdeleri

Canl Hiicre Erken Apoptoz Gec Apoptoz Nekroz
Gruplar % % % %

60. 120. 60. 120. 60. 120. 60. 120.

dk dk dk dk dk dk dk dk
Kontrol 98.15 | 95.80 0.10 0.35 0.39 2.39 1.36 1.46
PDGF 84.50 | 94.53 1.36 3.83 1.54 1.12 12.60 0.52
Akti 62.05 | 64.97 | 23.26 15.80 13.34 18.53 1.36 0.70
FK506 40.47 | 67.01 0.55 28.42 4.54 3.98 54.44 0.60
PDGF+Akti 48.39 | 59.70 | 14.55 13.11 21.49 7.64 15.57 19.55
PDGF+FK506 62.63 | 67.62 | 10.25 12.91 14.00 11.05 13.11 8.43
Akti+FK506 29.60 | 71.24 | 0.66 10.11 4.05 17.66 65.69 0.99
PDGF+Akti+FK506 | 67.65 | 84.36 6.77 533 9.48 9.17 16.09 1.14
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60 dk’lik Annexin V/Pl apoptoz seviyelerinin gosterildigi Sekil 4.8’e
bakildiginda, herhangi bir uygulama yapilmayan Kontrol grubu MCF-7 hiicrelerinin
%98.15 oraninda canli kaldigi, Akti uygulamasinin hiicreleri, %13.34 ge¢ ve %23.26
erken apoptoza gotirdiigii goriillmektedir. FK506 uygulamasinin apoptoz iizerinde ¢ok
fazla etki gostermedigi goriilmektedir. PDGF verilen grupta apoptotik etki olmadigi
goriilirken, PDGF+Akti grubunda %21.49 ge¢, %14.55 oraninda erken apoptoz
seviyeleri, PDGF+FK506 grubunda ise %14.00 ge¢, %10.25 oraninda erken apoptoz
seviyeleri goriilmektedir. PDGF+Akti+FK506 grubunda 60 dk siiresince erken apoptoz

orani %6.77 iken, ge¢ apoptoz yiizdesi 9.48 oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.8: 60 dk’lik Annexin V/P1 Apoptoz Seviyeleri
PDGF: Platelet Derived Growth Factor (100 ng/ml), Akti: Akt inhibit6rii (5 M) ve FK506: Tacrolimus
(1 uM) ilaglarmin 60 dk siiresince hiicre canlilig1 ve apoptoz lizerine etkisi.

Annexin V/FITC
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120 dk’lik Annexin V/Pl apoptoz seviyelerinin gosterildigi  Sekil 4.9’a
bakildiginda herhangi bir uygulama yapilmayan Kontrol grubu MCF-7 hiicrelerinin
%95.80 oraninda canli kaldig1, Akti uygulamasinin hiicreleri, %15.80 erken ve %18.53
gec apoptoza gotiirdiigli ve canlilik oraninin  azaldigr goriilmektedir. FK506
uygulamasinin MCF-7 hiicrelerini 120. dakikada, %28.42 erken ve %3.98 ge¢ apoptoza
gotiirerek en anlamli apoptotik etkiyi gosteren grup oldugu goriilmektedir. PDGF
verilen grupta apoptotik etki olmadigi goriiliirken, PDGF+AKkti grubunda %13.11 erken,
%7.64 oraninda ge¢ apoptoz seviyeleri, PDGF+FK506 grubunda ise %12.91 erken,
%11.05 oraninda geg¢ apoptoz seviyeleri goriilmektedir. PDGF ile indiiklenen MCF-7
hiicreleri lizerinde, FK506 nin Akti’ye gore daha fazla apoptotik etkiye sahip oldugu
goriilmektedir. Akt inhibitérii ve Calcineurin inhibitérii FK506 nin birlikte uygulandig:
Akti+FK506 grubunda MCF-7 hiicrelerinin 120 dk sonunda %10.11 erken apoptoza ve
%17.66 ge¢ apoptoza gittigi goriilmektedir. PDGF+Akti+FK506 grubunda 120 dk
stiresince erken apoptoz orani %5.33 iken, ge¢ apoptoz yiizdesi 9.17 oldugu

goriilmektedir.
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(1 uM) ilaglarmin 120 dk siiresince hiicre canliligi ve apoptoz lizerine etkisi.



5. TARTISMA

Kanser hiicreleri biiyiime faktorlerini, biliylime ve cogalma gibi canlilik
faaliyetlerinin devamimi saglamada kendi kendine yeterliligi saglamak igin diizenler.®
PDGF, VEGF ve EGF gibi normal hiicresel olaylarda da aktive olan biiylime faktorleri
ozellikle kanser hiicrelerinde asir1 aktive olan bir seri sinyal yolagini harekete gegirir.*
PI3K/Akt/mTOR yolagi, PDGF ve diger biiyiime faktorleri ile aktive olup, hayatta
kalma, ¢cogalma, hareketlilik, metabolizma ve anjiogenez gibi ¢esitli hiicresel islemleri
kontrol eder.® ° Literatirde PI3K/Akt/mTOR yolagi inhibitorlerinin kanser hiicre
proliferasyonu ve canlilig1 {izerinde baskilayici etkileri oldugunu gosteren bircok
calisma bulunmaktadir.” 53 57-58.68 Ancak bu calismalari inceledigimizde bu yolagin tek
basina kanser proliferasyonunu inhibe etmede yeterli olmadigi, bu yiizden
PI3K/Akt/mTOR yolag: ile birlikte alternatif farkli yolak ve mekanizmalarin bir arada
incelenmesine ihtiyag¢ duyuldugu goriilmektedir.

PDGF ve diger bilyiime faktorleri ile dolayli olarak iliskilendirilen®
Calcineurin/NFAT yolunun hiicre canliligini, proliferasyonunu, farklilagmasini ve hiicre
gdgiinii kontrol ettigi yapilan calismalarla gdsterilmistir.1% 1% Calcineurin/NFAT yolu
intraseliiler Ca*? seviyesi ile dogrudan iliskilidir. Hiicre i¢i Ca*? seviyesi ya ekstraseliiler
ortamdan kalsiyum kanali ile ya da intraseliiler kalsiyum depolarindan sitoplazmaya
kalsiyum destegi ile saglanmaktadir. Hiicre ici Ca*? seviyesinin hiicre proliferasyonunu
artirdi1 bilinmektedir.* Basta kalsiyum seviyesinin kalsiyum kanal blokdorleri ile
dogrudan azaltilarak antiproliferatif bir etki amaglanmistir.!®” Ancak alman sonuglara
gore, hiicre i¢i kalsiyum depolarindan salinan kalsiyumun, kalsiyum kanal1 ile saglanan
kalsiyuma gore hiicre proliferasyonu iizerinde daha etkili oldugu bildirilmistir. Hiicre ici
kalsiyum depolarindan salman kalsiyumun melanom!®, meme'®, kolon!?, akciger!!

ve hepatoseliiler karsimoma®'? kanserlerinin invazyonunu, proliferasyonunu ve canli
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kalmalarin tetikledigi belirtilmistir. Dolayisiyla kanser hiicrelerinde kalsiyum kaynakli
aktive olan enzimler, proteinler ve diger sekonder haberciler agik bir hedef haline
gelmektedir. Hiicre i¢i birgok kalsiyum sinyal yolagi mevcut olmakla birlikte
kalsiyumun etkin rol aldig1 yolaklardan biri de Calcineurin/NFAT yoludur. Hiicre igi
kalsiyum artis1 Calcineurin ve NFAT’1 aktive ederek T-hiicrelerinin aktivasyonunu
saglamaktadir.> Bu yol bagisiklik sisteminin temel yollarindan biridir. Bagisiklik
sisteminin inhibisyonu kanser hiicrelerinin daha rahat c¢ogalacagi bir ortam
hazirlayacagi  diislincesini desteklemesine  ragmen, yapilan  c¢alismalar
Calcineurin/NFAT inhibisyonunun kanser hiicrelerinin proliferasyonunu baskiladigini
gdstermistir. 113 114

Calcineurin inhibitorlerinden FK506 ve Cyclosporin A’nin PDGF gibi biiyiime
faktorleri lizerindeki inhibe edici etkilerinin yaninda tiimoér hiicre proliferasyonunda rol
alan Onemli mekanizmalardan biri olan PI3K/Akt/mTOR {izerinde de inhibisyon
sagladigr gosterilmistir.™>%% 12 Ozellikle biiyiime faktorleri {izerindeki etkileri goz
ontline alindiginda Calcineurin, etkiledigi yolaklar ve mekanizmalar bakimindan kanser
aragtirmalarinda yeni bir hedef haline gelmistir. PDGF sinyal ailesine dahil olmadigi
halde bu yola birden fazla mekanizmayla etki etmesi Calcineurin/NFAT yolunun kanser
tedavisinde etkili olabilecegini gostermektedir. Biz bu ¢aligmada meme kanseri
hiicrelerinde, hem PI3K/Akt/mTOR yolu ile Calcineurin/NFAT yolu arasindaki iligkiyi
hemde Akt inhibitérii ve Calcineurin inhibitorii FK506’nin birlikte ve tek baslarina
kullanimlarinin apoptotik etkilerini arastirdik. Calismamizda ayrica PDGF ile kanser
hiicrelerininin proliferasyonunu artirdik ve daha sonra Akt inhibitoérii ve FK506’nin
proliferasyon lizerindeki etkilerini karsilastirdik.

Yapilan bir calismada kolon kanseri hiicre hattt PDGF ile indiiklenerek ¢ok daha

yiiksek proliferasyon indeksine sahip bir kanser modeli olusturulmus ve Akt
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inhibitoriiniin bu etkiye kars1 verecegi tepki arastirilmistir. flging olarak Akt ve PI3K
inhibitorlerinin bu yliksek kanser proliferasyona karsi yetersiz kaldiklar1 belirtilmistir.
Bu ¢alismada PDGF ile indiiklenen kanser hiicreleri lizerinde Akt inhibisyonunun

yetersiz kalmasi kolon kanser hiicre hattina 6zgii bir durum olabilir. Ciinkii tek basina

115 116

Akt inhibitorlerinin kolon®, over''® pankreas''® ve meme!’ kanserlerinde koruyucu
etkileri gdosterilmistir. Yapilan c¢alismalarda PDGF ile hiicre proliferasyonu ve
migrasyonunun indiiklendigi ve PDGF’nin bu etkisini 6zellikle PI3K/Akt/mTOR yolagi
lizerinden gerceklestirdigi belirtilmistir.'*® 1° Bizim bu calismamizda yukarida
bahsettigimiz ¢alismalara benzer sekilde PDGF ile indiikledigimiz MCF-7 hiicrelerinde
Akt inhibitoriiniin hem proliferasyon iizerinde baskilayict hemde apoptoz parametreleri
tizerinde olumlu etkileri oldugunu gosterdik.

Apoptoz, hiicre ici ve hiicre dis1 bir¢ok stimiilan tarafindan harekete gecebilen ve
hiicre c¢ekirdegi tarafindan direkt kontrol altina alinan kontrollii bir 6lim
mekanizmasidir. Apoptozdan kurtulma ise kanserde ayirt edici bir dzelliktir. *2° Bu
mekanizma, biyokimyasal ve morfolojik olarak farkli bir hiicre modu olusturarak
karsinogenezis, embriyogenezis, kanser tedavisi ve immiin reaksiyonlara yanit olarak
ozellikle hiicre proliferasyonuna kars1 diizenlenen bir 6liim olayidir.!?! Biz bu calismada
Akt inhibitorii ve FK506’nin 60 ve 120 dakikalik uygulamalarinin apoptotik etkilerini
akim sitometri cihazi ile tespit ederek, meme kanseri tizerindeki muhtemel koruyucu
etkilerini gosterdik. 60 dk’lik ila¢ uygulamalarinda, Akt inhibit6rii en fazla apoptotik
etkiyi gosteren ilag olurken, PDGF ve FK506 uygulamalarinin herhangi bir apoptotik
etki gostermedigini bulduk. Literatiirde Akt’nin hiicre igi ¢esitli habercileri harekete
gecirerek kanser hiicrelerini apoptozdan korudugu ve bu yolaklarin inhibisyonlarinin

2

apoptozu tetikledigi belirtilmistir.®?> Calismamizin 120 dk’lik ilag uygulamasi

bulgularina bakildiginda, Akt inhibitoriiniin apoptotik etkisinin devam ettigi goriiliirken
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buna ilaveten FK506’nin da apoptotik etkisinin ortaya ¢iktigi goriilmektedir. Bu iKi
ilacin birlikte uygulamasinin da apoptozu olumlu derecede etkiledigi tespit edilmistir.
Calismamizda pozitif kontrol olarak kullandigimiz ve kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu tetiklemek i¢in kullandigimiz PDGF, tek basina meme kanseri
hiicrelerini apoptozdan korurken, Akti ve FK506 ile birlikte PDGF uygulamalarinda,
FK506 daha fazla olmakla beraber Akti uygulamalarinin apoptotik etki gosterdigi tespit
edilmistir. Bizim sonug¢larimizi destekler nitelikte yapilan bir calismada FK506
baglayici  proteininin  hiicre  proliferasyonunu  azaltip  apoptozu tetikledigi
gosterilmistir.!** Bu sonuglara karsi, klinikte immiinosiipresan olarak kullanilan
FK506’nin doku transplantasyonundan sonra kanser riskini artirdigini gosteren
calismalar da bulunmaktadir.’?® 124 By ¢alismalarda FK506’nin transplante edilen yeni
doku tizerindeki kanser tetikleyici etkileri tespit edilmistir. Literatiirde yapilan bir baska
calismada renal karsinoma hiicrelerinde FK506 ve diger Calcineurin inhibitdrlerinin
tiimdrojenik sinyalleri harekete gecirerek kanser hiicrelerinin aktivasyonunu artirdig
gésterilmistir.125 Bu caligmada siklosporin ve FK506’nin renal kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu artirip, hiicre i¢i bazi sinyal yolaklarmni aktive ettigini, bazilar
tizerinde ise etki gostermedigi belirtilmistir. Bu c¢aligmada da gorildigi {izere
proliferasyon tizerinde etkili olan tiim yolaklar biitiin kanser tiirlerinde aktive
olmayabilir. Her kanser hiicresinin kendini aktive ettigi sinyal yolag: birbirinden farkli
olabildigi gibi ayn1 molekiil de farkli kanser hiicrelerinde farkli etki gésterebilir. Bizim
calismamiz da elde ettigimiz FK506’nin apoptotik etkisinin daha ileri klinik ¢aligmalar
ile desteklenmesi gerekmektedir.

Apoptoz, hiicre boliinmesi sonucunda iiretilen hiicreleri dengeleyen ve genel
120

doku homeostatik mekanizmalarinda farklilagmalar1 kontrol eden 6nemli bir siiregtir.

Apoptozisin gen yonelimli bir program oldugu ve bir¢cok pro-apoptotik ve anti-
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apoptotik gen ailesi tarafindan diizenlenerek hiicre proliferasyonu ve farklilagsmasi
tizerinde etkileri oldugu bilinmektedir.'?® Biz bu ¢alismada apoptoz iizerinde etkileri
bilinen, timor baskilayict gen ailesinden p53, sagkalim proteini ve biiyiime faktor
reseptorii olan PDGFRp, anti-apoptotik protein olan NF«xB, pro-apoptotik proteinler
Bax, Caspase 9 ve sitokin reseptorlerini aktive ederek tiimor biiyiimesine sebep olan IL-
2 gen ekspresyon seviyelerini arastirdik. Gen ekspresyon sonuglarimiza gore, MCF-
7 hiicrelerinde p53, Bax ve Caspase 9 seviyelerinin Akt inhibitérii uygulamasi ile
arttigin1 gosterdik. Yapilan onceki ¢alismalarda Akt inhibitoriiniin bu genleri eksprese
ederek apoptozu tetikledigi belirtilmistir.?” 12 Akt inhibitoriinin NFxB gen
ekspresyonu iizerindeki etkisi de bu sonucu desteklemektedir. Akt inhibitoriiniin bu
etkisi PI3K/Akt/mTOR sinyal yolaginin, MCF-7 hiicrelerinde apoptoz iizerinde primer
etkili bir yol oldugunu gdstermektedir. Calcineurin inhibitorii FK506 nin ise tek basina
uygulamasimin p53, Bax ve Caspase 9 ekspresyonlarinda Akt inhibitorii kadar artis
gostermemesine ragmen, Akt inhbitérii ile birlikte FK506 uygulamasmin tim
parametrelerde apoptoz lehine olumlu katki sagladigi goriilmektedir. FK506’nin bu
etkisi inhibe ettigi Calcineurin/NFAT yolagmin apoptoz tizerinde sekonder etkili bir yol
oldugunu gostermektedir. Ancak FK506°’nin Akt inhibitorii ile birlikte uygulamasinin
meme kanseri tizerinde gosterdigi bu olumlu etki bize sonraki ¢alismalarimiz ig¢in gok
onemli ipuglart vermektedir. Apoptoz ve gen ekspresyonu bulgularimizi birlikte
degerlendirdigimizde, tek baslarina fazla etki gosteremeyen FK506 ve Akt
inhibitoriiniin birlikte kullanilmasiin, oldukga etkili ve umut verici sekilde kanser
proliferasyonunu azalttigi ve apoptotik genleri diizenledigi goériilmektedir. Bu sonuglar
bize kanserin kullandigi hiicre i¢i yolaklarin birlikte gorev yaptiklarini ve birbirlerini

desteklediklerini isaret etmektedir.
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Kanser hiicreleri boliinebilme yeteneginin devamini saglamada kendi kendine
yeterliligi saglayabilmek i¢in aynmi anda birgok sinyal yolagini aktive eder. Bu yiizden
farkli yolaklarin birlikte inhibisyonu kanser hiicrelerine karsi bir savunma olusturabilir.
Literatiirde meme kanseri hiicreleri {izerinde yapilan bir ¢alismada, PI3K/Akt/mTOR
sinyal yolag1 inhibitorii ve ¢oklu biiyiime faktor inhibitoriiniin birlikte kullaniminin, tek
baslarina gosterdikleri etkiden daha iyi sonug verdigi belirtilmistir.®> Hem biiyiime
faktorlerinin  hemde hiicre c¢ogalmasimi tetikleyen sinyal yolaklarinin birlikte
durdurulmasi kansere karsi etkili bir miicadele olacaktir.

Bizde c¢alismamizda, PDGF, FK506 ve Akt inhibitoriiniin, tek baslarina ve
birlikte, kanser hiicrelerinde aktive oldugu bilinen bir biiyiime faktorii reseptorii olan,
PDGFRp ekspresyonu fizerindeki etkilerini inceledik. Akt inhibitoriiniin PDGFRf
seviyelerini artirdigini gésterdik. PDGF ve diger biiyiime faktorleri, PI3K/Akt/mTOR
sinyal yolagin1 aktive ederek hayatta kalma, ¢ogalma, hareketlilik, metabolizma ve
anjiogenez gibi cesitli hiicresel islemleri kontrol eder.® ® Akt inhibitérii kullanimimin bu
sinyal yolunu bloklayarak bu hiicresel olaylarin yavaslamasina ve durmasina sebep
oldugu gosterilmistir.®® Bizim ¢alismamizda da benzer sonuglar gdzlemlenirken, aym
zamanda Akt inhibitoriiniin PDGFRp ekpresyonunun arttigint da tespit ettik. Bilyliime
faktorli reseptor ekspresyonu artiginin muhtemelen kanser hiicresinin Akt inhibitoriine
kars1 verdigi fizyolojik cevaptan kaynaklandigini diisiinmekteyiz. Bu sonug, Akt
inhbitériiniin - PDGFRP  seviyelerini artirdigt  gosteren bir baska c¢alisma ile
desteklenmektedir.’®® Ayni calisma da PI3K/Akt/mTOR yolu inhibitérleri ve PDGF
reseptor inhibitoriiniin, PDGFR proteini tizerindeki etkileri karsilastirilmis ve reseptor
seviyelerini en fazla artiran grubun AKt inhibitorii verilen grup oldugu tespit

edilmistir.*?®
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Calismamizin diger bir bulgusunda ise PDGF uygulamasinin, Akt inhibitor
uygulamasinin aksine, PDGFRp ekspresyonlarin1 azalttigimi gosterdik. Farmakolojik
acidan bakildiginda, bir ligandin kendi reseptoriine baglanmasi, 0 reseptoriin ihtiyacini
karsilayacagi i¢in reseptOr liretiminin yavaslatilmasi gerekir. Benzer bir calismada tek
basina VEGF verilen glioblastoma hiicrelerinde VEGF reseptor iiretiminin azaldigi
belirtilmektedir.®® Bu c¢alismamizin diger bir sonucuna baktigimizda FK506
uygulamasinin PDGFRp seviyesini azalttigin1 tespit ettik. Bu bulgumuzu destekler
sekilde litaratiirde Calcineurin inhibitorlerinin biiyiime faktorlerini ve apoptoz iizerinde
onemli etkileri olan PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagim inhibe ettigi gosterilmistir.® Bu
sonug ise Ozellikle FK506’in ayni calismamizda gosterdigimiz apoptoz iizerindeki
etkilerini PDGFRp seviyesini azaltarak gostermis olabilecegini diisiindiirmektedir.

FK506, bir Calcineurin/NFAT yolu inhibitérii olup, IL-2 inhibisyonu iizerinden

% Genel olarak immiinsiipresif ilaglarin sitotoksik

immiinosiipresyona neden olur.
etkilerinden dolayr kemoterapide kullamldiklar1 bilinmektedir.®* Ancak Calcineurin
inhibitdrlerinin proto-onkogen seviyelerini artirabilecegi belirtilmistir.'?® FK506 nin,
immiinsipresif etkisinden bagimsiz olarak, IL-2 inhibisyonu tizerinden kanser hiicreleri
ile miicadele edebilecegi diisiiniilebilir. IL-2’nin kanser tizerindeki etkisi ¢ok karmasik
olup hala ¢oziillememis birgok problemi i¢inde barindirmaktadir. Ciinkii IL-2’nin in-

131 “in-vivo

vitro uygulamalarinda kanser hiicrelerinin canliligini artirdig1 gosterilmisken
IL-2 uygulamasi, T-hiicrelerinin aktivasyonunu sagladigi i¢in tiimor immiinoterapide
kanser hiicrelerinin yok edilmesinde siklikla kullanilmigstir.23% 132 Bu nedenle, IL-2’nin
yiiksek dozunun kansere karsi kiiciik ama anlamli derecede etkisi, kansere karsi
bagisiklik sistemine olan giiveni hala ayakta tutmaktadir.’®® Ancak sitokin

uygulamalarinin siddetli yan etkileri ve antibiyotik olarak kullanilamayacagi da goz

ontinde bulundurulmalidir. Ayrica IL-2 mikro-gevre seviyesinde etkili olan bir immiin
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sistem diizenleyicisi oldugu i¢in, yiiksek dozunun kan dolasimina verilmesi uygun
olmayacaktir.'® Kanser tedavisinde kullanilan IL-2 kanser immiinoterapisinde en
onemli hiicreler olan T hiicreleri aktif hale getirerek olduk¢a 6nemli etkiler gdsterirken
bununla beraber IL-2 ayn1 zamanda kanser hiicreleri, endotel ve fibroblast gibi stromal
hiicreler ile de etkilesime girecegini de unutmamak gerekir.!®® IL-2 sadece T hiicre
aktivasyonunda gorevli olmayip farkli bircok gorevi de bulunmaktadir. Hiicre
proliferasyonu ise bu gorevlerden biri olup, IL-2’nin kanser tedavisinde kullanilmasinda
onemli soru isaretleri ile karsimiza ¢ikmaktadir. Bir taraftan kanser immiinoterapisinde
onemli etkileri varken diger taraftan tiimor hiicre proliferasyonundaki etkilerinin ¢ok
daha farkli sekilde irdelenmesi gerekmektedir. SOyle ki; yapilan Kklinik ¢aligmalar I1L-2
uygulamasinin immiin sistemi aktif hale getirerek kansere karsi énemli bir savunma
bariyeri olusturuken; kiiltiir ortaminda sadece kanser hiicrelerinin oldugu in-vitro
calismalarda, IL-2 uygulamasi bir¢ok kanser tiiriiniin prolifere olmasina neden
olmustur. Bu ¢alismalar1 destekleyen baska in-vitro caligmalarda ise Kanser hiicrelerinin
IL-2 protein ve reseptdr seviyelerini artirdig belirtilmistir.’** Biz de bu karisik ve zit
bilgileri analiz ederek c¢alismamizda PDGF, FK506 ve Akt inhibitériinin MCF-7
hiicrelerinde IL-2 ekspresyonlar iizerindeki etkilerini inceledik. PDGF verilen grupta
IL-2 ekspresyonlarmin arttigini, buna karsin Akt inhibitoriiniin IL-2 seviyelerini
degistirmedigini gosterdik. MCF-7 hiicrelerine PDGF verilmesi ile tespit edilen artmis
IL-2 seviyesi, kanser hiicrelerinin proliferasyon siireci boyunca IL-2‘yi eksprese ettigini
gostermektedir. FK506 uygulamasi ile etkili bir sekilde IL-2 ekspresyonunun azalmasi
da calismamizin bir diger bulgusudur. Daha once tartistigimiz IL-2’nin kanser
immiinoterapisindeki roliinii géz Oniine getirdigimizde, FK506’nin IL-2 ekspresyon

seviyesini azaltarak kanser hiicrelerinin proliferasyonunu azaltamasinin en onemli
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aciklamasi; FK506’nin ayni zamanda PDGF reseptor seviyesini de azaltmasindan
kaynaklandigini diistinmekteyiz.

Calismamizin hiicre proliferasyonu sonuglarina baktigimizda PDGF verilen
grupta kanser hiicreleri prolifere olarak kontrol grubuna gore artis gostermistir. Yapilan
calismalarda PDGF’nin bir biiylime faktorii olmasi sebebiyle kanser hiicrelerinde
proliferasyonu artirdigi belirtilmistir.* 7 Akt inhibitérii uygulanan tiim gruplarda
proliferasyon hizlica azalmis ve tek basina Akti verilen gruptaki hiicreler 48 saat
icerisinde tamamen Olmiistiir. Akt inhibitoriiniin bu sitotoksik etkisinden otiirli bircok
kanser calismasinda kullanildigi bilinmektedir. Ozellikle PI3K/Akt/mTOR yolaginin
bloklanmasinda rol alan Akt inhibitorlerinin basta hiicre canliligi olmak {izere protein
sentezi ve hiicre boliinmesi gibi hayati hiicresel olaylar1 engelleyerek kansere kars1 etkin
bir ilag haline gelmistir.>* > Bizim bulgularimiza gére, Akt inhibitoriiniin bir biiyiime
faktorii olan PDGF ile birlikte MCF-7 hiicrelerine uygulanmasi, PDGF’nin proliferatif
etkisine kars1 koyarak proliferasyonu azaltabildigini gostermistir. Bu sonu¢ Akt
inhibitdriiniin hiicre i¢i sinyal iletiminin hiicre proliferasyonu {izerindeki etkisini net bir
sekilde ortaya koymaktadir. Hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisini arastirdigimiz bir
diger molekiil, FK506, bir Calcineurin inhibitorii olup literatiirde kanser ¢alismalarina
birgok kez konu olmustur.1 113 114 yapilan bir calismada FK506’nin prostat kanseri
hiicrelerinin proliferasyonunu, invazyonunu ve migrasyonunu azalttig1 gosterilmistir.'*®
Bizim sonuglarimiza gore FK506 uygulamasi ilk 8 saat boyunca proliferasyonu
artirmasina ragmen, 8. saatten sonra proliferasyonu hizli bir sekilde azaltmistir. Ayrica
Akt inhibitorii ile birlikte uygulanan FK506, proliferasyonun azaltilmasina katki
saglamistir. FK506’nin bu anti-proliferatif etkisi IL-2 ile birlikte PDGF reseptor

seviyelerini baskilamasindan kaynaklandigini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alismada PDGF ile indiiklenmis MCF-7 hiicrelerinde PISK/Akt/mTOR ve
Calcineurin/NFAT sinyal yolaklar1 arasindaki muhtemel iligki incelenmis ve bu
yolaklarin tek baglarina ve birlikte inhibisyonlarinin, kanser hiicrelerinin proliferasyonu
ve apoptozu lizerindeki etkileri ilk kez bizim tarafimizdan gosterilmistir.

Calismamiz insan meme kanseri MCF-7 hiicre hattinda PDGF ile indiiklenen
hiicre proliferasyonuna karsi Calcineurin inhibitérii FK506 ve Akt inhibitoriintin anti-
proliferatif ve apoptotik etkiye sahip oldugunu gosteren ilk ¢aligma olmustur. Ayrica bu
calismada Akt inhibitoriintiin kansere karsi bilinen olumlu etkileri, FK506 ile birlikte
uygulanmasiyla daha da etkili hale geldigi gosterilmistir. Immiinosiipresan FK506’nn,
bagisiklik sistemi hiicrelerinin bulunmadigi in-vitro kanser hiicre kiiltiirii ortaminda, IL-
2 ve PDGFRp ekspresyonlarini baskiladigi ve apoptotik etkiye sahip oldugu tespit
edilmistir. Bu sonug kanser hiicrelerinin IL-2 ekspresyonunu kendi lehine kullanarak
prolifere oldugunu ve FK506’nin bu etkiyi azalttigini géstermektedir. FK506’nin her ne
kadar bagisiklik sistemi baskilayict etkisi olsada, Akt inhibitorii ile birlikte
uygulamasinin  ozellikle kanserin apoptozdan kurtulmasini  engelleyebilecegini
diistinmekteyiz.

Bu c¢alisma sonucunda meme kanserinde FK506 uygulamasmnin sadece IL-2
ekspresyonlar1  baskilayarak etki gostermedigi, ayni zamanda kanser hiicre
proliferasyonunda ¢ok onemli etkileri olan PDGFRp ekspresyonlarini da baskilayarak,
hem immiin hiicreler ile kanser hiicreleri arasindaki IL-2 iliskisinin aydinlatiimasi

hemde kanser tedavi siireci i¢in yeni hedefler ortaya konulmustur.
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