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OZET

Prostat kanseri diinyada 40 yas tizeri erkeklerde en sik rastlanan ikinci kanser
tiirtidiir. Hormonal kontrol prostat kanseri gelisiminin ana nedenlerinden biri olup,
metastatik formlariin androjenlerden bagimsiz olmasi nedeni ile yiiksek mortalite
oranlar1 goriilmektedir. Bu nedenle prostat kanseri tedavisine yonelik olarak yeni
terapotik hedeflerin arastirilmasi halen arastiricilarin ilgi odagi olup, bu hedeflerin

etkilesime girdikleri hiicresel sinyal yolaklar1 aydinlatilmaya calisilmaktadir.

Kanser hiicrelerinin asir1 ¢ogalma potansiyelinin indirgenmesi hiicre
dongiisiinde gorev alan siklinler ve sikline bagimli kinazlar (CDK)’1 hedef haline
getirmistir. Yeni nesil CDK inhibitorlerinden roskovitin (CYC202, seliciclib) ve
purvalanol A kendilerine 6zgii CDK hedeflerini inhibe ederek hiicre ¢cogalmasina ket
vurmaktadirlar ve bu nedenle yiiksek apoptotik potansiyele sahip ajanlardir. Hiicrede
enerji metabolizmasinda 6nemli anahtar gérevi géren mTOR molekiiliiniin inhibitorii
olan rapamisinin terapotik etkinligi, hiicre siklusu iizerindeki potansiyeli ile
iligkilidir. mTOR inhibisyonu ayni zamanda otofajinin indiikklenmesine neden
olmaktadir. Ancak mTOR’un otofaji ve apoptoz arasindaki molekiiler etkilesimi

bir¢ok klasik kemoterapotik ajan ve yeni nesil ilaclar i¢in bilinmemektedir.

Kanser hiicrelerinde poliamin metabolizmasinin hiicre biiylimesi ve
proliferasyonu da hiicre olimii ile iligkilerinin yanisira otofajik vakuollerin
stabilizasyonuna pozitif etki etmektedir. Bu g¢alismada amag¢, mTOR inhibitorii
rapamisin varliginda CDK inhibitérleri ile tetiklenen apoptotik ve otofajik siirecin
poliaminler ile iligkili olarak AR (+) LNCaP ve AR (-) DU145 ve PC3 prostat

kanseri hiicrelerinde terapotik etkisinin incelenmesidir.

Bu ¢aligma siirecinde rapamisin varliginda ve yoklugunda CDK inhibitdrlerinin
apoptotik etkisi AR (+) LNCaP, (-) DU145 ve PC3 hiicre canliliginin tayini,
mitokondriyal membran potansiyeli kaybi, DNA kiriklar1 olusumu parametreleri ile
incelenmis, ayn1 zamanda kaspaz ve Bcl-2 ailesi tiyelerindeki ifade degisimleri
immunoblotlama yontemi kullanilarak belirlenmistir. Ayn1 ajanlarin otofajiye olan
etkileri otofaji ile iliskili proteinlerin immunoblotlama yontemi ve otofagozom

yapilarinin olusumunda gorev alan proteinlere 6zgii siRNA’lar ve GFP transfekte
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edilmis plazmid transfeksiyonlarinin yapilmasinin ardindan otofagozom yapilariin
boyanmasint saglayan MDC ve lysotracker kirmizisi floresan boyamalar
kullanilarak floresan mikroskopi teknigi ile incelenmistir. Ayn1 zamanda bu ajanlarin
hiicre poliamin anabolik ve katabolik enzimleri ifade degisimleri ve hiicre igi
poliamin seviyelerine etkisi yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ile

incelenmistir.

Purvalanol ve roskovitin her ii¢ hiicre hattinda da hiicre canlilig1 kaybina,
mitokondri ile iligkili, kaspaza bagimli apotozun tetiklenmesine neden olurken,
rapamisin kombinasyonu ile olusan apoptotik cevap, DU145 hiicrelerine oranla
LNCaP ve PC3 hiicrelerinde daha etkili olmustur. Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi
tiyelerinin her ii¢ hiicre hattinda rapamisin varliginda azalmasi rapamisinin apoptotik
etkisini gostermistir. Rapamisinin hiicrede neden oldugu stres, her hiicre hattinda
farkli cevap olugmasina neden olmustur. Dikkat ¢eken bir sonug ise rapamisin
varliginda DUI145 hiicrelerinde otofajik  vakuollerin  olugsmasidir. DU145
hiicrelerinde hiicre sagkalimina neden oldugu diisiiniilen rapamisinin etkisini inhibe
etmek {izere uygulanan 3-MA (3-metil adenin), otofajik vakuollerin azalmasini

saglayarak hiicre canliliginda azalma saglamustir.

Poliamin varliginda, androjen reseptdrii durumlarina gore olusan hiicre 6lim
mekanizmasini incelemek tizere LNCaP ve DU145 hiicreleri ile ¢alisilmistir. LNCaP
hiicrelerinde poliamin katabolik enzimlerinde rapamisin kombinasyonu ile artis
gozlenirken, DU145 hiicrelerinde poliamin katabolik enzim seviyelerini azalmistir.

DU14S5 hiicrelerinde olusan bu etkinin sagkalimi arttirdigi sonucuna varilmistir.

Bu arastirma kapsaminda, rapamisin tarafindan mTOR yolaginin baskilanmasi
ile birlikte CDK inhibitorleri tarafindan tetiklenen apoptotik ve otofajik mekanizma
incelenmis olup ilgili konuda yapilan 6zgiin bir ¢alismadir. Her iki CDK inhibitorii
apoptotik etkinlikleri 6zellikle mTOR yolaginin fonksiyonelligi agisindan p70S6K’1in
farkli fosforlanmasi ve siklin D {izerinde etki gostermeleri agisindan farklilik

gostermektedirler.
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ABSTRACT

Prostate cancer is the second leading cause of cancer death worldwide in men
over 40 ages. Androgens are the major factors in prostate gland development as well
as the prostate cancer progress. However metastatic forms of the cancer could
develop androgen-independently. These cases show higher risk of mortality.
Therefore, new therapeutic targets and clarification of their signaling pathways

against these aggressive forms are required.

One of the most interesting targets is cyclin dependent kinases (CDK) and cyclin
complex members which orchestrate the aberrant cell cycle in cancer cells. New
generation CDK inhibitors roscovitine (CYC202, seliciclib) and purvalanol A are
specific inhibitors of different CDKs and block the cell proliferation by initiating
programmed cell death, the apoptosis. The mTOR signaling pathway provides the
physiological balance between autophagy and growth signals, also guide the cellular
energy metabolism. However, the interactive relation between the mTOR and
autophagy for lots of classic chemotherapeutic agents and for new generation drugs

is stil unknown.

The tendency of the cancer cells to be in the cycle is not only dependent to
CDKs but also depend on polyamines (putrescine, spermidine, spermine), the
cationic amine derivatives. In this project, the autophagic/apoptotic process induced
by CDK inhibitors, roscovitine and purvalanol A are going to be investigated by the

treatment of MTOR inhibitor rapamisin related to reduced polyamine metabolism.

In this study, the apoptotic effect of CDK inhibitors was investigated in
androgen receptor (AR) positive LNCaP and AR negative DU145 and PC3 prostate
cancer cell lines by relative cell viability, mitochondria membrane potential loss
determinations and the formation of DNA fragmentation. In addition, the changes in
the expression profiles of caspases and Bcl-2 family members were detected by
immunoblotting method. The polyamine biosynthetic catabolic enzymes alteration
following drug treatment was determined by immunoblotting methods. Additionally,
the roles of rapamycin combined CDK inhibitors-induced apoptosis were shown by

cell viability determination and DNA fragmentation profiles by ELISA method. The
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autophagic vacuoles that triggered by rapamycin combined CDK inhibitors were
shown by MDC and lysotracker red flourescence staining.

Purvalanol and roscovitine decreased cell viability due to caspase-dependent
apoptotic induction in LNCaP cells more effectively compared DU 145 and PC3
prostate cancer cells. In the presence of rapamycin, the expression profile of Bcl-2
family members was modulated and this effect was found that rapamycin is effective
on apoptotic cell death in all prostate cancer cells. However, rapamycin caused
different responses in each cell line. The most striking result is that the observation
of autophagic vacuoles in rapamycin combined treatment conditions in DU 145 cells.
It is suggested that rapamycin may enhance the cell survival in combination therapy
model and renders the efficiency of CDK inhibitors. To overcome rapamycin
induced autophagy, 3-MA (3-methyl adenine) treatment was utilized with CDK
inhibitors and results obtained from cell viability indicate that 3-MA further

increased drug-induced cytotoxicity in DU 145 cells.

In order to evaluate the potential role of polyamines in drug-induced cell death
mechanism, key targets of polyamine machinery were determined in LNCaP and DU
145 prostate cancer cells. Rapamycin co-treatment further upregulated the expression
levels of polyamine catabolic enzymes after CDK inhibitor treatment in LNCaP cells
but we did not observe the same effect in DU 145 cells. Therefore we concluded that
the impaired polyamine catabolic pathway may promote the cell survival mechanism
in DU 145 cells.

This study presents the novel results about CDK inhibitors induced autophagy
and apoptosis when the mTOR signaling pathway was inhibited. Especially apoptotic
CDK inhibitors, purvalanol and roscovitine exert different roles on phosphorylayion
of p70S6K and activation of cyclin D1 and thereby affected differently cell survival

and death decision in prostate cancer cells.
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1. GIRIS

1.1 Prostat Kanseri

Prostat kanseri, prostat bezindeki hiicre proliferasyonu ve hiicre olimi
arasindaki dengenin bozularak, organ hacminin biiylimesi olarak tanimlanabilir.
Avrupa, Kuzey Amerika ve Afrika’nin baz1 bolgelerinde erkeklerde goriilen en yaygi
kanser tiiriidiir ve kansere bagh 6liim vakalar1 siralamasinda ikinci sirada yer alir (1).
Diinyada goriilen en yaygin altinct kanserdir ve erkeklerdeki deri kanserinden sonra
en sik goriilen kanser tirtdir (1,2) (Sekil 1). Amerikan Kanser Birligi’nin yaptigi
calismaya gore 2013 yilina ait yeni 238.590 prostat kanseri vakasi ve prostat kanseri
sonucu Oliim oranmi yaklasik 29.720 olarak saptanmistir. Bu sonuglara gore her altt
prostat kanseri hastasindan biri 6limle sonuglanacaktir (3). Tiirkiye’de saglikli bir
istatistik  sonucu  bulunmamaktadir. Fakat Saglik Bakanliinin  yaptigi

degerlendirmelere gore prostat kanseri goriilme siklig1 6-7. siralarda yer almaktadir

(4).
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Sekil 1. Erkekler arasinda yillik yasa bagh kanser o6liim oranlari, Amerika
Birlesik Devletleri, 1930-2007(5).

Epidemiyolojik go6zlemlere bakilarak prostat kanserine neden olan 6nemli 3

etiyolojik faktor: Hormonal etkiler, diyet ve gevresel ve genetik faktorlerdir.

Yapilan baz1 ¢alismalarda, erkek hormonlariin prostat kanseri lizerinde etkisi
oldugu gozlenmistir. Prostat kanseri hiicrelerinin ¢ogu hormonlara karsi duyarhdir ve
erkek hormonlarinin bulundugu ortamda proliferasyon hizlar ytiksektir. Yapilan bir

calismada testosteron hormonu kanser olusumunu indiiklemistir (6).

Cevresel faktorler ve beslenme faktorlerinin prostat kanseri tizerinde etkilerini
anlamak iizere, farkli ¢evrelerde yasayan ayni irktan gruplarin kanser insidanslar
belirlenmistir. Japonya’da prostat kanseri goriilme sikligi Amerika’nin % 10’u kadar
olmasina ragmen, prostat kanseri goriilme siklig1 en yiiksek {ilkeler arasinda Kuzey
Amerika‘da yasayan ikinci ve liglincii kusak Japon asilli Amerikalilar prostat kanseri

insidansi diger Kuzey Amerikalilarda oldugu gibidir (7).



1.11 Hormonal Etkiler

1.1.1.1 Androjenler

Prostat kanserinde androjenlerin rolii tamami ile aydinlatilmamis olsa da,
yapilan bir¢ok ¢alismada prostat kanseri gelisimi ve ilerlemesini etkilemektedirler.
Androjenler; testosteron, androstenedion, dihidrotestosteron (DHT),
dehidroepiandrosteron (DHEA) gibi erkek cinsiyet hormon toplulugudur (8).

Testosteron (T), testislerde sentezlenir ve pasif difiizyon ile hedef doku
hiicresine girer. Hedef doku igerisindeki testosteron, steroid Sa-rediiktaz enzimi ile
DHT’ye doniistiiriiliir. Androjen reseptorleri, hiicrede transkripsiyon faktorii olarak
gorev yapar. Ortamda bulunan testosteron ve DHT steroid-tiroid-retinoid ailesinin
liyesi olan reseptore baglanmak i¢in yarisa girerler; clinkii bunlarin reseptdre olan
ilgisi aynidir, fakat fizyolojik etkileri farklidir. Reseptdr hormon kompleksi gen
diizenleme bolgesine baglanarak transkripsiyonun diizenlenmesini saglar (9).Afrikali
Amerikalilarda prostat kanserinin yiiksek oranda goriilmesinin nedeni olarak
serumda yiiksek androjen seviyesi olarak gosterilmistir (10). Androjenlerin kanser
lizerine etkisini incelemek iizere bir¢ok calisma yapilmig, bunlardan bazilart Sa-
rediiktaz enzimi ya da testosteron ile prostat kanserinin bir ilgisi olmadigimi
gosterirken (11), bunun aksine Gann ve arkadaglari testosteron seviyesindeki artis ile
prostat kanseri arasinda anlamli bir iliski bulmuslardir (12). Bununla birlikte,
androjen ve androjen metabolitlerinin prostat kanseri ile iliskisi ise tam olarak
bilinmemektedir. Bunun nedeni serumdaki tiim androjen seviyesinin Ol¢limii,
dolagimdaki testosteron diizeyindeki ciddi diurnal degisikliklerle etkilenmektedir. Bir
erkegin hayati boyunca androjenlere ge¢ ya da erken maruz kalmasiin bir sorun
yaratip  yaratmayacagl  ve  konsantrasyonundaki  degisikliklerin = Onemi
bilinmemektedir. Yaslanmaya bagli olarak artan prostat kanseri goriilme sikliginin

bir nedeni olarak da, hormon seviyesindeki azalma oldugu diistiniilmektedir (13).

Prostat karsinogenezinde androjenlerin farkli etkileri gézlenmesine ragmen
ileri evre tedavilerinde androjen seviyesinin baskilanmasi 6nemli bir tedavi seklidir.
Androjen konsantrasyonun azaltilmasiyla ya da androjen reseptorlerinin ¢esitli gen
terapileri ile aktivasyonunun 6nlenmesi ile androjen seviyeleri baskilanir. Ancak, bu

tedavi kalic1 degildir, bunun nedeni ise hiicrelerin, androjen baskilanmasina yanitsiz
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hale gelmesidir. Diger bir degisle “Hormona Direngli Prostat Kanseri (HDPK)”
olarak tanimlanmaktadir. Bu evredeki hastalarin tedavileri i¢in, bu evredeki prostat
kanseri hiicrelerinin androjene duyarsiz olmalari, androjen reseptorlerinde
mutasyonlar, androjen reseptorleri disinda alternatif sinyal yolaklar1 ile
transkripsiyonu etkileme gibi molekiiler mekanizmalarin incelenmesi gerekmektedir

(14).

1.1.1.2 Prostat Spesifik Antijen (PSA)

PSA prostat hiicreleri tarafindan salinan 33 kDa molekiil agirliginda bir serin
proteaz glikoproteinidir. Semenin sivilasmasina yardimer olur. Yetiskin bireylerde
PSA’nin normal degeri 0-4 ng/ml arasindadir. PSA seminal sivi igerisinde yliksek
konsantrasyonlarda, serumda diisiik konsantrasyonlarda bulunur. Bununla birlikte
serumdaki PSA’nin % 65-90 oraninda a-1-antikimotripsin ve a-2 makroglobulin gibi
proteazlara bagli halde bulunurken, geri kalani serbest haldedir. Immiinolojik
testlerde serbest PSA ve a-l-antikimotripsine bagli PSA 6lgiilebilmektedir.
Serumdaki serbest ve bagli PSA Olglimleri kanser tanisini kesinlestirmek icin
kulanilmaktadir. Prostat kanserinde PSA {iretimi degiskendir ve hiicrelerin
farklilasma derecesine baghdir. ileri evrede farklilasmis kanser dokulari, erken

evredeki kanser dokularina gore daha fazla PSA firetir (15).

1.1.2  Diyet ve Cevresel Faktorler

Ozellikle ayn1 irktan olup farkli cografi bolgelerde yasayan yetiskin erkeklerde
prostat kanseri goriilme sikliginin farkli olmasi, diyetteki yag ve kirmizi etle
beslenme oraninin 6nemli bir risk faktorii oldugunu gostermektedir. Yiiksek
miktarda a-linolenik asit (poliansatiire yag asitidir, sebzelerde ve siit iirlinlerinde
bulunur) ve kalsiyum (Ca) aliminin prostat kanseri ile iliskisi oldugu tespit edilmistir.
Giinliik 600 mg veya daha fazla Ca alan kisilerde, 150 mg veya daha az Ca alan
Kisilere gore, ilerlemis ve metastatik kanser riski daha yiiksektir (1). Ozellikle E
vitamini, selenyum ve likopen aliminin prostat kanseri riskini azaltirken, kirmiz1 etin
fazla tiiketimi prostat kanseri ile iliskili olmakla birlikte, yiiksek 1sida pisirme,

heterosiklikaminler gibi ¢ok gii¢lii karsinojenlerin olusumu ile sonuglanir (16).



1.1.3 Genetik Faktorler

Prostat kanseri goriilme sikligini etkileyen Onemli bir faktor de genetik
yatkinliktir. Prostat kanserinin ailevi olarak arttigi gosterilmistir. Babalarinda ve
erkek kardeslerinde prostat kanseri olan erkeklerin bu kansere yakalanma riskleri
oldukga fazla olmakla birlikte, ayn1 ailede meme ya da kolon kanseri vakalari

bulunan bireylerin prostat kanserine yakalanma riski yine fazla olmaktadir.

Yapilan bazi ¢aligmalarda, tiim prostat kanseri vakalarinin %9 unda ve 55 yasin
altindaki olgularin % 43’ otozomal dominant gegis gosteren yatkinlik genleri
bulunmustur. 17. Kromozomun kisa kolu iizerinde yer alan ELAC2 geni, 1.
Kromozomun uzun kolunda yer alan HPC1 geni, 5-alfa-rediiktaz tip II geni,
androjen reseptorii geni, PSA geni gibi ailesel ve sporadik prostat kanserine neden

olan mutasyonlarin siklikla rastlandigi gen bolgeleri belirlenmistir (17).

1.2 Prostat Kanseri Terapi Modelleri

Hernekadar cerrahi uygulamalar dncelikli olarak uygulansa da ileri evre prostat
kanseri olgularinda etkin bir tedavi yontemi olarak androjenlerin baskilanmasi
metodu kullanilmaktadir. Fakat elde edilen verilere gore, androjen baskilanmasi
yontemi 1-4 yillar1 igerisinde yanitsiz kalmaktadir, bunun nedeni androjenden

bagimsiz hiicre hatlar1 ya da hormona duyarsiz prostat kanseri gelismektedir (18).

HDPK olgularinda kesin tedavi i¢in ikincil hormon uygulamalari, kemoterapi,
radyoterapi segenekleri ve yeni gelistirilen ajanlarla hedefe yonelik tedaviler
uygulanmaktadir. HDPK olgularinda androjen baskilama tedavisine devam
edilmelidir, ¢linkii yapilan caligmalarda testosteron verildiginde hastalifin % 94

oraninda olumsuz etkiledigi gozlenmistir.

1.2.1  ikincil Hormonal Tedaviler

Testosteron ile yarisa girerek androjen reseptoriine baglanan flutamid ajani,
HDPK gelisiminden sonra uygulandiginda olumlu yamitlar vermektedir. ikincil

hormonal tedavi amaciyla dietilstilbestrol, tamoksifen, megestrol, aminoglutetimid,



hidrokortizon, prednizon ve deksametazon kullanilmistir. Bu ajanlar yalniz
kullanilmalar1 yanisira kombine olarak kullanilmalar1 yasam stiresini uzatmada daha
olumlu sonuglar yaratmistir. Adrenal steroidlerin sentezini inhibe eden
ketokonazoliin hidrokortizonla kombine olarak kullanilmasi1 gerekmektedir.
Ketokonazol tedavisinin etkinligini irdeleyen caligmalarda PSA diizeyinde % 50

tizerinde azalis gozlenmistir.

1.2.2 Kemoterapi Uygulamalari

Prostat kanseri kemoterapi uygulamalarmma direnglidir. Geg¢mis yillarda,
kemoterapi sonrasi hastaliga yanit yaklasik % 8,7 diizeyinde kalmistir. Son
zamanlarda melfelan, ifosfamid, oral etoposid, idarubisin, gemsitabin, irinotecan ve
topotekan gibi tek baslarina kullanilan ilaglarda hastaliga yanit orami % 10°u

gecemenmistir.

Etki mekanizmasi tam anlasilmamis olsa da DNA ile enterlakasyona girerek
DNA’nin biyosentezini engelledigi diisiiniilen doksorubisin ile bir alkile edici ajan
olan siklofosfamid ile kombinasyonu basarili sonuglar vermektedir (19). Etoposid,
pirarubisin ve sisplatin kombinasyonlart da PSA yanitin1 % 70’lere ¢ekmektedir.
Mikrotiibiiller proteinlere baglanarak boliinmeyi engelleyen estramustin, bir diger
mikrotiibiil lizerinden etki gosteren grup olan taksanlar ile kombinasyonunun
hormona direngli prostat kanseri olgularina etkisi arastirilmistir (20). Giinliik
estramustin ile birlikte 96 saatlik paklitakselin flizyonunu irdeleyen faz I ¢aligmalari
bulunmaktadir. Buradan ¢ikan sonuglara gére % 65 PSA oraninda ve hastaliktan %

42 oraninda yanit alinmistir (21).

Prostat kanseri olgularinda, Ozellikle hormona direngli prostat kanseri
vakalarinda kemoterapi uygulamasindan bazi hastalar yarar gorebilirken, yasam
stiresine anlamli bir katki saglayabilen kesin bir tedavi protokolii gdsterilmemistir.
Giliniimiizde mitoksantron, estramustin ve dositaksel olmak tiizere taksanlar igeren
tedavi kombinasyonlari Onemli yarart olan tedavilerdir. Ayrica radyoterapi

uygulamalar1 da hastalara cerrahi yontemler ile birlikte 6nerilmektedir.



1.3 Prostat Kanseri Olusumu ve Tedavisinde Temel Molekiiler

Mekanizmalar

1.3.1 Hiicre Dongiisii

Kanser anormal hiicre ¢ogalmasi ile karakterize edilmektedir. Hiicre ¢cogalmasi
hiicrenin tireyerek iki yavru hiicre olusturmasini igerir. Hiicre proliferasyonu hiicre
siklusu icinde yer alan bazi kontrol noktalar1 (“‘check-points™) tarafindan diizenli
olarak kontrol edilir. Hiicre siklusu proliferasyon, farklilasma (diferansiyasyon) ve
apoptoz gibi temel hiicresel fonksiyonlari diizenlediginden biiylime ve doku
“turnover”iyla yakin iliski i¢inde bulunur. Bu diizenleme o6zelliginin olmasi
organizmadaki hemen hemen her tiir fizyolojik (6rnegin doku hemostazisi) ve
patolojik durumlarda (6rnegin tiimor olusumu) hiicre siklusunun ne denli kritik bir
Ooneme sahip oldugunu gdostermektedir. Nitekim kanserlerde hiicre siklusunun
regulator proteinleri olan siklinler veya siklin-bagimli kinaz inhibitérleri (CDKi) nin
diizeylerinde anormallikler saptanmistir. Ornegin, siklin D meme ve skuamoz hiicre
tiimorlerinde asir1 eksprese olmaktadir. Hiicre bir boliinmeden digerine gecgerken
sirasal evrelerden geger, buna hiicre devri adi verilir (Sekil 2) ve su evreleri igerir:
Gl, S, G2 ve M faz1. G1, S ve G2 interfaz ad:1 verilen hiicre devrinin bir kismini
meydana getirir. Hlicrenin genetik materyali S fazinda (DNA sentezi) replike olur. M
faz1 hiicrenin iki yavru hiicreyi meydana getirdigi fazdir, mitoz ve sitokinez
evrelerini icerir. G1 ve G2 gap evreleridir, S ve M fazlarinin 6nceki fazlaridir (22)
(Sekil 2).

Hiicre sinyal sistemi organizmalarin i¢ ¢alisma sistemlerini kontrol ederek,
hiicrelerin ona cevap vermesini, adapte olmasin1 ve sag kalmasmi saglar. Hiicre
devrinde esas rolii oynayan ve bazilar1 bliylime faktori sinyal yolu tarafindan regiile
edilen genler tarafindan kodlanan siklinler ve CDKi’ler 6énemli sinyal yolaklarini
olustururlar (23). Ozellikle son zamanlarda molekiiler diizeyde incelenen kanser
caligmalarinda hiicre dongiisii ve bu dongiiyii olusturan elemanlar 6nemli bir yer

almaktadir (24).
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Sekil 2. Hiicre siklusunun sematik sekli.

1.3.2 Siklinler ve Sikline Bagimh Kinazlar (CDK), Sikline Bagimh
Kinaz Inhibitorleri (CDKi)

Hiicre siklusuna 6zgii birtakim proteinler olan siklinler, CDK ve CDKi’ler
tarafindan 6zgiin olarak kontrol edilir (25). Siklinler, CDK ve CDKi’lerinin diizeyleri
hiicre siklusunun ¢esitli asamalarinda farklilik gosterir ve oldukga karisik bir diizen
icinde siklusun ilerlemesini diizenlerler. CDK’lar kendi baslarina bulunduklarinda
inaktiftirler. Ancak, siklin’e baglandiklarinda aktiflesirler ve bdylece aktif siklin-
CDK kompleksleri meydana gelir. Siklinler bu komplekslerin regulator alt tniteleri,
CDK’lar ise katalitik alt tiniteleridir. Siklinler (A, B1, D ve E) siklusun cesitli
fazlarinda periyodik olarak bir taraftan sentez edilirlerken diger taraftan da yikilirlar.
Bu ylizden de siklinler olarak isimlendirilmislerdir. Siklinlerin periyodik yapim ve
yikimlari, dolayisiyla iliskide bulunduklari CDK (CDK2, CDK4, CDKS5, CDKS6,
CDK7 ve CDK25)’larn aktivitelerinin diizenlenmesini saglar (26).

CDK’larin  aktiviteleri sadece siklinlerle dilizenlenmez ayrica 6zgiin
fosforilasyon/defosforilasyona yol acan bagka yollarla da diizenlenir. CDKi’leri (p15,
pl8, pl19, p21 ve p27) ise ya siklinler, ya CDK’larin kendisi ya da siklin-CDK

komplekslerine baglanarak CDK’larin aktivitelerini inhibe ederler. Siklinlerin



seviyeleri transkripsiyon diizeyinde regiile edilir. Yikimlari ise “ubikuitin” metabolik
yoluyla saglanir. D tip (D 1, 2, 3) siklinler baglama siklinleri olarak adlandirilirlar ve
bliylime faktorleri veya mitojenlere yanit olarak eksprese edilirler. Mitojenler
ortamdan uzaklastirildiginda ise hizla yikilirlar. Hangi tip Siklin D’nin eksprese
edilecegi doku tipine dzgiidiir. Ornegin, T lenfositler daha ziyade D3 (bir miktar da
D2) tipini eksprese ederler. D tip siklinler CDK4 ve CDK6’y1 regule ederler. Siklin
E, G1/S fazlarinin sinirinda gegici olarak sentez edilir ve hiicre S fazina girdigi anda
hizla yikilir. Siklin E, CDK2’yi regule eder. Siklin A ve B1 mitotik siklinlerdir.
Siklin A, S faz1 boyunca sentez edilir ve anafaz sirasinda da yikilir. Siklin A, CDK2
ile kompleks yapar ve bu kompleksin DNA replikasyonunda direkt roliiniin oldugu
diisiiniilmektedir. Siklin B1 ise S fazinin ge¢ déneminde sentez edilir ve G2 fazindan
M fazina gecerken sentezi maksimal diizeye erisir, ardindan anafazda yikilir. Siklin
B, CDK2 ile etkilesime girer ve bu kompleks MPF (“M-phase/maturation
promotingfactor”) olarak da bilinir. Siklin B nin anafazda yikilmasiyla birlikte hiicre
mitozdan ¢ikar ve G1’e tekrar geri doner. Goriildiigii gibi bu proteinler, biyokimyasal
olarak ifade etmek gerekirse, birbirleriyle protein: protein kompleksleri
(interaksiyonlar1) olusturarak birbirlerinin aktivitelerini diizenlerler. Bu aktivitelerin
diizenlenmesi, molekiiler diizeyde ifade etmek gerekirse, fosforillenme yoluyla
gergeklesir. CDK’lar siklinlerle interaksiyon sonucu aktive olurlarken, CDKi’leriyle
iletisim kurmalar1 halinde ise inhibe olurlar. CDK’larin aktif formlari, substratlar
fosforilleyerek onlar1 aktif hale getirir. Boylece substrat aktivasyon durumuna gore
hiicre siklusu ya durur, ya da bir sonraki asamaya gecer. Bir 6rnekle agiklamak bu
iligkilerin daha iyi anlasilabilmesini kolaylastirabilir. Bunun i¢in, ayn1t zamanda bir
tiimor supressor gen olan retinoblastoma geninin {irlinii ve ayn1 zamanda CDK’larin
substratlarindan biri olan Rb proteini (pRb) 6rnek olarak verilecektir (27). pRb hiicre
boliinmesi ve farklilasmasinin kontroliinda anahtar bir rol dstlenir. Terminal
farklilasmasini tamamlamis, dinlenme fazindaki veya yash “senesens” hiicrelerde
pRb eksprese edilir ve defosforile halde bulunur. pRb, normal islevi geregi hiicre
siklusunu dolayisiyla proliferasyonu G1 fazinin sonunda bulunan bir kontrol
noktasinda (G1/S kontrol noktasinda) durdurur. pRb hiicre siklusu iizerindeki bu
inhibitor etkisini hiicrenin G1 fazindan S fazina gecisini saglayan bir transkripsiyon
faktorii ailesi olan E2F ailesini baglayarak (dolayisiyla inaktiflestirerek)
gerceklestirir. E2F ailesinin inaktiflesmesi sonucu hiicre bir sonraki faz olan S fazina

ilerleyemeyeceginden siklus durur. Fakat eger istirahat yani GO fazindaki
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(“‘quiescence”) bir hiicre boliinme sinyali almigsa pRb’nin normalde hemen hemen
G1 faz siiresince hipofosforile durumda olan formu G1 fazinin sonuna dogru bir
yerde (ilk kontrol noktasinda, G1/S) CDK’larin etkisiyle fosforillenir ve M fazina
kadar fosforile formda kalir. Fosforile durumdaki pRb artik E2F ailesini
baglayamayacagindan E2F ailesi pRb’den bagimsizlasir. Boylece E2F ailesinin
siklus ilerletici etkisi sonucu hiicre artik G1 fazinda kalamaz ve bir sonraki faz olan S
fazina girer. E2F ailesi ise etkilerini S fazina girisi saglayan bir takim diizenleyici
proteinlerin (6rnegin, DNA polimeraz o, myc, ve timidinkinaz) ilgili genlerini aktive
ederek gosterirler. Sonugta goriildiigii gibi, CDK’larin aktivasyonu veya inhibisyonu
p Rb ve E2F iizerinden hiicre siklusunun ilerlemesine veya durmasina neden olur.
CDK’lar tarafindan fosforillenmis substratlar tekrar hipofosforile hale fosfatazlarin

da etkisiyle donerler (28).

Ozetlemek gerekirse, hiicre siklusunun gesitli fazlarinda siklinler, CDK’lar ve
CDKi’lerin gesitli iiyelerinin aktivasyonlar gergeklesir. Ornegin, Siklin E en yiiksek
seviyeye G1 fazinin ge¢ doneminde; Siklin A ve B ise G2 ve M’de ¢ikar. Siklin D ise
G1 fazmin erken doneminde artmaya baslar ve fazin sonuna dogru gittikge artar. Her
bir siklin 6zellikle spesifik CDK’sina baglanir. Degisik fazlarda spesifik siklinlerin
ve CDK’larin varlig1 veya yoklugu herhangi bir fazda hangi kinazin aktiflesecegini

belirler. CDK’lar mitojenik biiylime faktorleri tarafindan aktiflestirilirler.

1.3.3  Sikline Bagimh Kinaz inhibitorleri (CDKi)

CDKi 1993-1995 willarinda tanmimlanmis ve klonlanmislardir. Hiicre
dongiistiniin negatif kontroliinden sorumludurlar (29). Hiicre dongiisti ilerlemesi,
dongiliniin devamini saglayan siklinlerin, katalitik partneri olan CDK’lar tarafindan
kontrol edilmektedir. Diizenli olarak kontrol edilmeyen CDK aktivitesi, artmis hiicre
¢ogalmasima ve genomik kararsizliga neden olmaktadir. Bu durum; hiicrenin
Olumsiizlik kazanmasi veya kanserlesmesi ile sonuglanir. CDK’larin hiicre
dongiisiindeki islevlerinin diizenlenmesi, CDKi’leri tarafindan gergeklestirilmektedir.
Biiyiimeyi inhibe edici sinyalden sonra, CDK aktivitesini diizenleyen ve hiicre
dongiisii baskilanmasini uyaran ii¢ farkli Cip/Kip (Cdk Inhibitory protein / Kinase
Inhibitory Protein) ailesi CDKi tanimlanmis olup, bunlar; p21Cipl (CDKN1A), p27
Kipl (CDKN1B) ve p57 Kip2 (CDKN1C) dir (30). Ilk klonlanan Cip/Kip iiyesi
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CDKi p2l1 olup, DNA hasarna karsi olusan cevapta G1 baskilanmasindan
sorumludur. p27 ise antimitojenik sinyallere karst olusan cevapta, biiylimeyi

diizenleyen 6nemli bir molekiildiir (31).

CDKi, hiicre dongiistindeki ve tiimor baskilanmasindaki islevlerinden dolayi,
kanser gelisiminde birer genetik degisiklik hedefidirler. Ayrica kanser gelisim
siirecinde yer alan diger molekiilerin genetik degisimi ile baslayan onkojenik
stireclerde, fonksiyonlarinda meydana gelen bozulmalar ile de ikincil olarak etkili
olabilmektedirler. Bu calismada hiicre siklusunun baskilanmasi ile hangi 6liim
yolaklarmin tetiklendigini aragtirmak {izere CDKi’ler olarak purvalanol ve roskovitin

kullanilmustir.

1.3.3.1 Purvalanol

CDK:i‘ler spesifik farmakolojik ¢aligmalarda hiicre dongiisiinii olusturan
molekiiler yolaktaki enzimlerin fizyolojik etkilerinin ve bu enzimlerin substratlarinin
tanimlanmasina katki saglar. Buna ek olarak, bazi inhibitérler CDK’larin, fizyolojik
ve farmakolojik mekanizmalarla tetiklenen hiicre canliligi {izerindeki roliiniin
anlasilmasim1 saglar. Ozetlemek gerekirse, CDKi’ler, hiicre proliferasyonunun

kontrolstiz oldugu hastaliklarda, kanser gibi, potansiyel terap6tik ajanlardir.

A
o X T
N

Purvalanol A (R =H)
Purvalanol B (R = CO,H)

R

Cl

Sekil 3. Purvalanoliin kimyasal yapisi1 (32)

Purvalanol 2-(1R-1sopropyl-2-hydroxyethylamino)-6-(3-chloroanilino)-9-
isopropylpurine), CDK1 ve CDK?2 igin yiiksek duyarlilik gosteren CDKi’dir (Sekil
3). ATP’ye bagli yarismali inhibitdr olarak fonksiyon gosterir (33). Hiicre
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dongiistiniin G1 ve G2 faz1 progresyonunu tersinir olarak inhibe eder. Purvalanol S
fazina girisi, uygulanan purvalanol konsantrasyonuna bagli olarak inhibe eder.
Ornegin; 10 mM purvalanol, 3 mM purvalanole gore S fazina girisi daha etkili
sekilde inhibe eder. Purvalanoliin hiicrelere uygulandigi konsantrasyona ek olarak,

uygulama siiresi hiicre iizerinde yaratacag etkiyi degistirmektedir.

Hiicresel proteinlerin fosforilasyonunu inhibe eder. Hiicre dongiisiinde G1-S
fazina gegiste anahtar protein olan Rb proteini biiyiime sinyali olmadigi zaman
hipofosforile durumdadir. Purvalanol, Rb proteininin fosforilasyonunu inhibe eder.
Rb proteini G1 fazindan S fazina gegiste CDK4 tarafindan fosforile edilir.
Purvalanol, CDK4 iin Thr172 rezidiisiine etki ederek Rb proteinini fosforile etmesini

engellerken, CDK7‘nin aktivasyonunu engelleyemez.

Purvalanol doksorubisin gibi sitotoksik bir ajan ile kombine edildiginde hiicre
dongiisiini G2 fazinda durdurdugunu ve hiicre proliferasyonunu engelledigi
gbzlenmistir. Purvalanoliin transkripsiyona olan etkisi ¢alisilmakta olup, gen

ekspresyonunun baglangi¢ ve uzama asamasinda inhibisyonu gézlenmemistir (34).

1.3.3.2 Roskovitin

Roskovitin (6-Benzylamino-2-(R)-(1-ethyl)-2-hydroxyethylamino-9-
isopropylpurine) etkili; fakat Cdc2, CDK2, CDK5 ve CDK7’nin tersinir ve ATP
bagl yarigmali inhibitériidiir (Sekil 4) (35). Hiicreleri hiicre dongiisiiniin G1 ve
G2/M fazinda durdurur (36). Niiklear fragmentasyon olusturarak DNA sentezini
inhibe eder, ayn1 zamanda insan hiicre hatlarinda apoptozu indiikler. ilging olarak,
roskovitin uygulanan hiicreler, hiicre dongiisiiniin her agamasinda apoptoza gidebilir.
Bu olay roskovitinin hiicre biiylimesine olan etki —mekanizmasindan
kaynaklanmaktadir. Potansiyel bir antikanser ajandir. Cdc2 ve CDK2 molekiillerinin
Ser315 rezidiisiine etki eder. Roskovitin Siklin D1 kaybii saglayarak Rb proteinini
inhibe eder ve mitojen —aktive edilen protein kinaz yolagini aktive ederek apoptozu
indiikler (37).
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Sekil 4. Roskovitinin kimyasal yapis1 (38)

1.3.4 CDK ve Siklinlerin Kanser ile Tliskisi

Insan tiimérlerinde hiicre devri diizenleyicilerini kodlayan genler cogu zaman
mutasyona ugramistir, bu da hiicre devrinin hatali regiilasyonunun karsinogeneze
sebep olabilecegini gostermektedir. Hiicre sinyali otonomisi kanserin Onemli
nedenlerinden biridir. Biiylime faktorii sinyal yolunun molekiiler komponentlerini
kodlayan genlerdeki mutasyonlar ve biiylime sinyali otonomisine sebep olan hiicre

devri regiilasyonunu kodlayan genlerdeki mutasyonlar 6nemlidir.

Kanser olgularindaki mutasyonlar, CDK, siklin, CDK’y1 aktive eden enzimler,
CDKi, CDK substratlar1 ve hiicre dongiisii kontrol noktalar1 proteinlerini kodlayan
gende meydana gelir. Siklinlerin over-expresyonunu ve CDK genlerinin
amplifikasyonunu igerir. Siklin D geninin DNA amplifikasyonu 6 meme kanserinin

1‘inde meydana gelir, bu da yaklasik olarak % 15 civarindadir (39).

Rb proteini G1 fazindan S fazina gegiste hiicre devrinin kontrol noktasidir. Bu
kontrolii transkripsiyon faktorii E2F ve HDAC larla igbirligi yaparak ortaya koyar.
Fakat kanser olgularinda G1/S kontrol noktas1 hasarlidir. Rb proteininde gerceklesen
mutasyonlar, CDK/siklin aktivasyonunun ve ya CDKi’lerin kaybina neden olur.
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Kanser olgularinda CDK’lar genelde mutant durumdadir. Ornegin, Cdk4 {in
amplifikasyonu melanoma, sarkoma ve gliomada gozlenmistir. CDK1 ve CDK2
overekspresyonu kolon tiimérlerine neden olur. Bir fosfataz ailesi olan Cdc25, G1
fazindan, S fazina gec¢iste Onemli bir regililatordiir. Cdc25’in overekspresyonu
CDK/siklin aktivasyonunu bozar ve bu mutasyona % 32’lik bir oranla meme
kanserinde rastlanmistir (40). Androjene duyarsiz prostat kanseri hiicresi olan DU
145 tizerinde yapilan CDK inhibitorii uygulamasinda CDK2, Siklin D1 ve Siklin E

inhibisyonu gozlenmistir (41).

Siklin D, CDK4 ve CDK6’ya baglanan bir anahtar molekiiliidiir. Bircok kanser
tirtinde Siklin D iizerinde mutasyonlara rastlanmistir. Bir ¢esit lenfoma olan B
hiicreli timorlerinde Siklin D1 translokasyonu vardir. Siklin D1’in overekspresyonu

meme, prostat ve akciger kanserlerinde gézlenmistir (42,43).

Siklin E, G1/ S gegisinde onemli bir role sahiptir ve Siklin E’nin yiiksek
seviyelerdeki salinim1 bir¢ok kanser tiiriinde gbzlenmistir. Bu kanser tiirleri arasinda
prostat kanseri de vardir. Bir CDK inhibitdrii olan purvalanol, prostat kanseri
hiicreleri iizerinde Rb proteini ve Siklin E gibi CDK substratlarinin fosforlanmasini

inhibe eder (44).

Hiicre devrini hedef alan terapotik stratejiler halen gelistirilmektedir ve birgogu
da klinik deneme evresindedir. Kinazlar hiicre devrinde asal rolii oynadig1 icin ve
karsinogenezdeki rolleri belirlendigi i¢in kinaz inhibitorlerinin saptanmasi ilag¢
stratejisi gelistirilmesi bakimindan onemlidir. Flavopiridol adi verilen yar1 sentetik
flavonoid denenen tiim CDK’larda rekabet eden inhibitor olarak etki yapar ve bunu
onlarin ATP baglayan yerlerini hedef alarak yapar. Roskovitin, purvalanol, BMS-
387032 halen klinik arastirmalari devam eden CDK inhibitorleridir (45).
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14 Apoptoz

Apoptoz terimi ilk olarak 1972 de Kerr tarafindan (46) nekrozdan farkli olarak
gerceklesen diger bir 6liim sekli i¢in tanimlanmistir ve fizyolojik hiicre oliimiini
ifade eder. Eski bir yunan terimi olan apoptoz, kelime anlami olarak yapraklarin
agagctan, petallerin ¢igekten dogal olarak diigmesi anlamina gelmektedir. Bugiin de bu
terimin kullanimi1 uygundur ve fizyolojik nedenlerden kaynaklanan hiicre liimiinii
anlatir. Teorik olarak apoptoz, cesitli travmatik hiicre dis1 lezyonlar ya da genetik
faktorlerle aktive edilen ve hiicrenin kendisi tarafindan programlanmis bir
mekanizma vasitasiyla hiicre oliimiinii kontrol eden aktif bir islem olup, hiicrenin
intihar1 olarak tanimlanabilir. Boylece hormonal olarak aktif ¢esitli maddeler, iyonize
radyasyon ve kemoterapiyi iceren travmatik ajanlar vasitasiyla gerceklesen hiicresel
lezyonlarin ya da genetik aktorlerle aktive edilen hiicresel intihar programinin
apoptoza neden oldugu soOylenebilir. Fizyolojik bir islem olarak apoptoz, normal
gelisim sirasinda ve olgun organizmadaki cesitli hiicre tiplerinin tahribi esnasinda
spesifik hiicrelerin kaybindan sorumludur. Apoptotik hiicre sayis1 kisinin ya da
organizmanin saglikli ya da hasta olusunu belirlediginden, apoptozun fonksiyonel
mekanizmalart hiicrede denge unsurudur. Bu da; apoptoz oraninin azalmasi ile hiicre
sayisinin artmasi ve bunun aksine apoptoz oraninin artmasi hiicre sayisinin azalmasi

ve istenmeyen doku tahribati meydana gelmesi anlamindadir (47).

Apoptoz gelisim biyolojisinde, normal doku “turnover’inda ve immun sistem
hiicrelerinin sitotoksik fonksiyonlar1 gibi bazi 6énemli fizyolojik siireclerdeki rolii
ortaya ciktikca Onemi de hizla artmistir. Otoimmiin bozukluklarin, AIDS’in,
Alzheimer hastaliginin da dahil oldugu bazi major ndrodejeneratif bozukluklarin ve
hatta malignitelerin dahil oldugu daha bir¢ok patolojik durumlarda da rol aldigi
anlasilmigtir (48,49).

Apoptoz tek hiicreli organizmalarda hiicre 6liimiiniin tek yoludur. Cok hiicreli
organizmalarda ise genetik olusumlu hiicre hasarinin bloke edilmesi ya da hiicrenin
tamamen yok edilmesi apoptoz vasitasiyla gerceklesir. Boylece hasarin yayilmasi ve
timor olusumu gibi zararli olasiliklar engellenmis olur. Apoptoz olaymin
olusmasindan daha 6nce hiicresel replikasyon islemi durur (DNA onarimi) eger bu

esnada DNA tamiri gerceklesemezse apoptoz ile sonuglanan olaylar serisi baglar. Bu
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sirada apoptozun baglaylp baslamamasi hasarin boyutuna, hiicrenin tipine ve
hiicrenin iiretkenlik potansiyeli olan tiimor gelistirme riskine baghdir. Apoptoz
sadece intrauterin gelisme esnasindaki organogenez ve sinaptogenez olaylarinda
degil, aynm1 zamanda farklilagmis dokularin olgunlagsmasinda da esastir. Ciinkii
apoptoz viicudun biitlinlindeki hiicre sayisinin sabit tutulmasini ve immiin sistem
faaliyetlerinin gerceklesmesini saglar. Bu son olaya Ornek olarak, immiin bir
reaksiyonun sonucu dikkate alinacak olursa; bu noktada aktive edilmis lenfositlerin
direkt apoptoz vasitasiyla kendi antijenlerini elimine ettikleri goriiliir. Boylece
apoptotik hiicre miktarinda goriilen bir arti, daha 6nce de belirtildigi gibi dengenin
olumsuz yonde bozulmasina; Alzheimer ve Parkinson gibi dejeneratif hastaliklardan
tilseratif kolitler, AIDS gibi kronik hastaliklara ve hatta immiinolojik hastaliklara bile
neden olabilir (50). Ayrica apoptoz; el ve ayak parmak taslaklar1 arasindaki ara
dokunun ortadan kalkmasinda, omuriligin sekillenmesinde, erkek fetiislerde miiller
kanalinin  tahribati esnasinda, viral enfeksiyonlarda Councilman cisminin
olusumunda ve iltithapta notrofil Sliimiiniin saglanmasit ve menstrual siklus gibi
birgok olayda goriiliir. Yapilan in vitro ¢alismalar apoptozun ani ger¢eklesen hizli bir
olay oldugunu gosterir. Apoptotik uyaridan sonra hiicre hizla ortamindan uzaklasir;
yuvarlaklasirken igerigi bir araya toplanir ve sitoplazmasi biiziilir. Bu biiziilme
kabarma gelisimi esnasinda siddetle gelisen aktivitelere yansir. Olayin dinamigi
sitoplazmanin kaynamasina benzetilebilir. Protoplazmanin zardan uzaklagsmasindan,
apoptotik cisimin olusumuna kadar biitiin apoptotik olaylar zinciri birka¢ dakika
siirer. Bununla birlikte apoptotik hiicrelerin fagositozu i¢in daha uzun bir zaman

gerekir, hatta bu islem 12-18 saat siirebilir (51).

Apoptozun gerceklesmesi sirasinda olusan DNA ¢oziilmesi, apoptozun
mekanizma ve seviyeleriyle ilgili ¢alismalarda onemlidir. DNA ¢6zililmesi olay1
kromatin yigilmasima dayali apoptoz sirasinda carpict bir sekilde ortaya ¢ikar.
Apoptoz islemi aktive edildikten 1 saat ya da daha uzun bir siire sonra DNA da tek
iplikte bir centikle baslayan c¢ok karakteristik ve geri doniigsiiz bir pargalanma
gortliir. Boylece bu ¢dziilmenin apoptozda bir anahtar oldugu diisiiniiliir. DNA
yariklanmasi, DNA y1 parcalayan enzim olan endoniikleaz aktivitesini artirdigindan
onemli role sahiptir. Bu enzim aktivasyonu muhtemelen Ca/Mg oranmin 1 ya da
daha fazla olusuna bagli olabilir. Ama yine de DNA ¢06ziilmesi apoptoz icin sart

degildir. Saglikli bir hiicrede basit hiicresel ve molekiiler bir olay herhangi bir anda
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apoptoza neden olabilir. Bu durum hiicrelerin zaten sahip olduklari intihar
programini gerceklestirip gergeklestirmeyeceklerini belirleyen inhibitdr bir molekiil
tasimalart gerektigini gOsterir. Apoptoz c¢alismalarinda DNA fragmentasyonu
incelenmektedir. Bu birkag yontemle incelenebilir; DNA laddering, DAPI boyama
gibi (52).

Apoptoza ugrayan hiicre fagositoz sirasinda makrofajlar ile yutulur ve komsu
hiicreler apoptoza ugrayan hiicrelerin  sergiledigi molekiiler belirtecleri
(fosfotidilgliserin) tanir. Apoptoz hiicre biiziilmesi, tomurcuklanma ve kromatin
kondensasyonu ve fragmentasyonu ile karakterize edilir ve biitiin bunlar son derece
diizenlidir. Apoptoz bu agidan nekroz ile kesin olarak karsittir, nekrozda hiicre
membranlar1 gegirgen hale gelir ve hiicre icerigi etraftaki dokulara dagilir ve
inflamasyona neden olur. Apoptoz ve nekroz arasindaki morfolojik farkliliklar Sekil

5 te gosterilmistir (53).
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10 pm Fagosite edilmis apoptotik hiicre L
Apoptotik hiicre Nekrotik hiicre

Sekil 5. Apoptotoik hiicre ile nekrotik hiicrenin morfolojik acidan farki (54).

18



Memelilerde en az 14 kaspaz tanimlanmistir. Filogenetik analiz sonucunda gen
ailesinin ICE (Kaspaz-1) ile iliskili ve Ced-3 benzeri olmak iizere iki alt grubu
oldugu goriliir. Proenzimlerin kisa (Kaspaz 3, 6, 7) veya uzun prodomain
barindirmalarina gore de kaspazlar1 daha alt gruplara ayirmak miimkiindiir. Alternatif
olarak bu proteazlar, substrat 6zelliklerine gore de gruplandirilabilir. Gliniimiizdeki

modern yaklasim ise proteazlari li¢ gruba ayirmaktadir (Sekil 6).

pl0 kiigik

20 biyik d
p tylik domen domen

| ]

AspX AspX
Aktif Kaspaz: 3
Aktif tetramerin Kesilim
2 kiigUik ve iki blylk
alt Gnite ile kurulum A\ 4

Katalitik
bolge

pl10 kiiglik
domen
uswop

yndny otd

Sekil 6. Pro-kaspazlar iki aktif bolgesinde AspX den kesilerek aktiflesir.

Grup 1: Sitokin matiirasyonuna aracilik edenler (Kaspaz-1, 4, 5, 13) - ICE
ailesi,

Grup 2: Apoptotik hiicre 6liimii slirecinde efektor gorevi tistlenenler (Kaspaz-2,
3, 7) - Ced 3 ailesi,

Grup 3: Apoptotik hiicre 6liimiinde aktivatorler (Kaspaz-6, 8, 9, 10) - Ced 3
ailesi (55).

Kaspazlar tetrapeptit motiflerini amino asit 6zelliklerine gore tanir ve p4
pozisyonundaki amino asitlere gore ii¢ spesifik gruba ayrilir. Grup 1 kaspazlar
(Kaspaz-1, 4, 5, 13) P4 pozisyonunda hidrofobik amino asitleri tanirlar ve

sitokinlerin maturasyonuna aracilik ederler. Grup 2 kaspazlarin ayirma noktasi hiicre
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oliimii sirasindaki pek ¢ok proteinlerde gozlenir ve bununla iliskili olarak da grup 2
kaspazlar (Kaspaz-2, 3, 7) apoptozun asal efektorleri olarak bilinirler. Grup 3
kaspazlar (Kaspaz-6, 8, 9, 10) ise P4 pozisyonunda alifatik amino asitleri tanir ve
grup 2 kaspazlarin aktivasyonunda gorev alir (Sekil 7). Kaspazlara ek olarak bir serin
proteaz olan granzim-B gibi baska proteazlar da kaspaz aktivasyonunda gorev alarak
ve bazen de kaspazlarin yerine fonksiyon gorerek apoptotik hiicre 6liimiine katkida
bulunur (Sekil 7).

Grup Il Kaspaz-6 Kaspaz-8 Kaspaz-9 Kaspaz-10

Granzim B

Apoptoz

Sekil 7. Kaspazlarin molekiiler siralanisi.

Bu siralanmanin istisnalari da mevcuttur; 6rnegin Kaspaz-2 kendiliginden

aktive olabilir. Kaspaz-6 efektor ise proteaz olarak gorev alabilir.

Kaspazlar inaktif ii¢ par¢ali proenzimler olarak sentez edilirler. Aktivasyonlari
sirasinda aspartat (P1) - X (P2) bagmin ayrilmasi ile proenzimden, kii¢iik ve biiytlik
alt tniteleri iceren aktif enzim olusur. Ayrilma noktasinda aspartatin bulunmasi
kaspazin oto-aktif ya da aktive edilebilir olmasiyla uyumludur. Ayrilma isleminden
sonra 2 biiyiik ve 2 kiigiik alt iiniteden olusan tetramer yapisina sahip kaspaz yapist

izlenir.
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Kaspaz aracili apoptozun aktivasyonunda ii¢ ayri yolun varligi bilinmektedir;
e Mitokondri/Sitokrom-C aracili apoptoz
¢ Hiicre yiizey reseptorleri aracilig ile tetiklenen apoptoz

e Endoplazmik retikulum aracili apoptoz

1.4.1.1 Ekstrinsik Yolak: Hiicre Yiizey Reseptorleri Araciligi Ile Tetiklenen
Apoptoz

Fas ligand gibi bir 6liim faktorii ve ya tiimor nekroz faktorii (TNF) sirasi ile Fas
reseptorii ve TNF reseptorii gibi transmembran Oliim reseptorii tarafindan kabul
edilir. Fas ligand komsu hiicrelerin plazma membranina baghdir. Ligand oliim
reseptorlerine baglandigi zaman yapisal bir degisiklik meydana gelir ve birkag
reseptor bir araya gelir, oligomerizasyon gerceklesir. Boylelikle hiicre disindan gelen

molekiillerin baglanmasiyla Kaspaz 8’ i aktive eden sinyaller yayilir (56) (Sekil 8).

Kaspaz 8 ekstrinsik yolakta, baslatict kaspaz olarak gorev yapar; ¢linkii reseptor
ile apoptotik proteazlar arasindaki ilk baglantidir ve bir anahtar niteligindedir. Aktive
olan Kaspaz 8, diger kaspazlar1 (Kaspaz 3, 6, 7) kirar ve aktive eder. Sonug olarak
enzim kaskad1 spesifik hedef proteinini kirar ve apoptoz meydana gelir. Elbette bu
olay apoptoz inhibitorii c-flip tarafindan inhibe edilebilir. Prokaspaz 8’in aktif

Kaspaz 8’e doniisiinii engeller.

Sonu¢ olarak, enzim kaskadinin hedefledigi proteinlerin proteolizi, hiicre
yikimint meydana getirir. Hedef proteinler arasinda hiicre iskeleti proteinleri; aktin,
nukleusun biiziilmesine neden olan laminler ve DNA’y1 nukleozomlar arasindan
kirarak DNA ladder olusturan DNaz vardir. Apoptozun en 6nemli belirteglerinden

birinin, DNA laddering oldugu daha dnce belirtilmisti.

1.4.2 Mitokondri/ Sitokrom C Aracili intrinsik Yolak

Apoptozun intrinsik yolagi disaridan gelen uyartilara (FAS, TNF) duyarh
degildir. DNA hasar1 ve oksidatif stres gibi hiicre i¢inden gelen uyarti, apoptozun
intrinsik yolagimi mitokondrinin dis membranina etki eden Bcl-2 ailesi proteinleri

araciligiyla indiikler (57).
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1.4.2.1 Pro-apoptotik ve Anti-apoptotik Bcl-2 Ailesi Uyeleri

Bcl-2 ailesinin yaklasik 20 {iyesi vardir, hepsi en az bir Bcl-2 homoloji (BH)
domaini icerir. Bu domain protein-protein iliskisine aracilik yapar. Aile tiyelerinin
¢ogu ya Ui¢ ya da dort BH domaini paylasir. Bcl-2 proteinlerinin bir grubu apoptozu
inhibe (anti-apoptotik) eder, digeri ise tesvik eder (pro-apoptotik). Pro-apoptotik
molekiillerden olugan grup icinde BH3 only proteinleri olarak isimlendirilen alt grup
vardir. BH3 only proteinleri pro-apoptotik molekiillerin aktivitesini ya indiikler (BH3
only aktivatorleri) ya da anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerine baglanarak inhibe eder.
Mitokondri dis membrani iizerinde biraraya gelen bcl-2 ailesinden Bax ve Bak
molekiilleri, oligomerize olur ve membran iizerinde bir kanal olusturur. Alt1 ya da 8
molekiiliin oligomerizasyonu, Bax ve Bak proteinlerinin sekilsel degisikligi sonrasi
insersiyonundan sonra meydana gelir. BH3 only proteinlerinden Bid ve Bim
tarafindan indiiklenir. Mitokondri i¢inde bulunan Sitokrom ¢ ve Prokaspaz 9’un

salinimini saglar (57).

Tablo 1: Pro-apoptotik ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri.

Anti-apoptotik iiyeler Pro-apoptotik iiyeler BH3-only pro-apoptotik
iiyeler

Bcl-2 Bax Bid

Bel-x. Bak Bad

Bcl-w Bok Bim

Mcl-1 Bcl-G Bik

Bcl2110 Bcl-rambo Bmf

Bfl-1 Bfk Noxa

Bcl2112 Puma

Sitoplazmaya serbestlenen Sitokrom ¢ ve Prokaspaz 9 apoptozom adi verilen
komplekste birikir ve ayn1 zmanda dATP de Apaf-1’e baglanir. Sitokrom c’nin Apaf-
I’e baglanmasiyla tekerlege benzer bir kompleks olusur. Halkasal kompleks
icerisinde CARD ad1 verilen bir domain bulunur. CARD domaini Prokaspaz 9’un

APAF-1’ e baglanmasini saglar.
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Apaf-1 bir kofaktér proteindir ve Prokaspaz 9 aktivasyonu igin gereklidir.
Kaspaz 9 intrinsik yolagin anahtari, baslatici kaspazidir. Kaspaz 9 aktivasyonundan

sonra Kaspaz 3,6 ve 7 aktive olur (Sekil 8) (57).
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Sekil 8.D1s ve i¢ apoptotik yolaklar (58).

Intrinsik yolak, apoptoz inhibitdr proteinleri (IAP) tarafindan kontrol edilir. X
kromozomu baglantili liye, XIAP, Kaspaz 3 ve Kaspaz 7’ye dogrudan baglanarak
aktivitesini inhibe eden IAP ailesi iiyesidir. XIAP ayn1 zamanda Kaspaz 9’u da
inhibe eder; fakat monomerik Kaspaz 9’a dogrudan baglanir ve aktif yeri hatal
konformasyon nedeni ile kilitler. NFkB apoptozun potansiyel inhibitoriidiir ve bir
transkripsiyon faktoriidiir. AP’ lerin transkripsiyonunu indiikler. NFxB protein
kompleksi bir¢ok hayvan hiicresinde bulunan, stres kosullarina, sitokinlere, serbest
radikallere, ultraviyole 151n dalgalarina, bakteriyel, ya da viral enfeksiyonlara kars
olusturulan hiicresel cevapta gorev alir. Kisaca, NFxB bagisiklik sisteminde
diizenleyici roliindedir. NFkB nin hatali regiilasyonu kanser, inflamasyon ve
otoimmiin hastaliklar, septik soklar ve viral enfeksiyonlara neden olur. NFxB hizl
etkili "rapid-acting" primer transkripsiyon faktorleri kategorisinde hiicresel cevapta
etkilidir bu kategori igerisinde; c-Jun, STAT, niiklear hormon reseptorleri gibi

faktorler vardir. Bu faktorler hiicre igerisinde ihtiya¢ duyulmadig siireclerde inaktif
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formda bulunur, herhangi bir infeksiyon ya da kontrolsiiz hiicre g¢ogalmasi

durumunda hizla cevap vererek bagisiklik sistemini korur.

kB, NFkB dimerlerini ayirarak inhibisyonunu saglayan inhibitordiir. Hiicre
disindan gelen aktivasyon sinyali, IkB kinazlar1 (IkK) etkileyerek, 1kB nin yikimina
neden olur, IkB ubikuitinasyonlanarak proteozomlarda yikilir. Bu olay, NFkB nin
nukleusa serbestlenmesini saglayarak, DNA iizerinde IAP lerin transkripsiyonunu
saglayacak bolgeye baglanmasini saglar. Bunun sonucunda, immun cevap, hiicre
canliligimin artmasi ve hiicresel proliferasyon gerceklesir. Bunun yaninda NFxB
tarafindan saglanan hiicre proliferasyonunun da diizenlenemesi gerekir. Bunu
saglayan molekiil IkBodir ve bir feed back mekanizmasi ile NFxB nin

serbestlenmesini durdurur (59).

Smac/DIABLO, mitokondriden serbestlenen bir diger regiilatordiir, IAP ler
tarafindan meydana getirilen inhibisyonu elimine eder. Smac/DIABLO, aktive olan
Kaspaz 9 ile XIAP ye baglanmak icin rekabete girer. Her iki molekiil de XIAP ye
baglanan benzer tetrapeptid domaini igerir. Boylece kaspaz aktivitesi kaspaz
kaskadini olusturmak iizere devam eder.

Intrinsik yolak iizerindeki tiim molekiiller, yapilan kanser ¢alismalarinda
apoptozu kanitlayacak birer hedeftirler. Bu molekiillerin belirlenmesinde kullanilan

yontemler bir sonraki boliimde anlatilacaktir.

Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik ve anti-apoptotik tiyelerini kodlayan genlerin
ekspresyonu p53 proteini tarafindan kontrol edilir. Fas reseptorii, Bax ve Bak pro-
apoptotik proteinleri kodlayan genlere birer 6rnektir. Bcl 2, Bel xi. ve 1AP ler gibi
anti-apoptotik faktorlerin expresyonunu baskilayabilir. PUMA proteini de p53 iin
hedefidir ve p53 tarafindan apoptozun indiiklenmesi i¢in esastir (60). Timor
baskilayici protein p53, genomun gardiyanidir. DNA hasar1 ve hiicresel strese karsi
apoptozu indiikleyerek gorev yapar. DNA ya hasar veren ilaclar, radyasyon,
onkojenik aktivasyon ve hiicre stresi tarafindan indiiklenen apoptoz, PUMA geni
knock out (susturulmus) farelerde bloke olmustur. Kolorektal kanser ¢aligmalarinda,
PUMA nin apoptozu indiiklemesinin Bax varligma bagh oldugu goézlenmistir. P53

tarafindan DNA hasaria kars1 olusturulan hiicresel cevap, apoptoz olabildigi gibi
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hiicre biiylimesinin durmast da olabilir. Hiicre biiylimesinin durmast bir CDK
inhibitorii olan p21 in transkripsiyonel aktivasyonu ile gerceklesebilir. p21 in hasarli
oldugu hiicreler apoptoza gider. PUMA proteini Bcl X ile etkilesim yaparak Bax
multimerizasyonunu ve mitokondriye bagli apoptozun gergeklesmesini saglar.
Hiicrenin, biiylimesinin durmasinit m1 yoksa apoptozu mu tercih edecegi diger sinyal

yolaklariyla belirlenir (61).

1.5 Apoptoz ve Kanser Iliskisi

Kanserin alt1 6zelliginden biri apoptozdan kagmaktir. Tiimdr hiicreleri 6rnegin
DNA hasarma cevap olarak bir¢ok sinyal {iretir ve onkojenik aktivasyon meydana
gelir ve bu da normal apoptozu uyarir. Tiimor baskilama yollar1 aracilig1 ile ¢cogu
hiicre apoptoz tarafindan elimine edilen karsinojenik karakteristik 6zellik kazanir.
Bununla birlikte mutasyona ugrayan tiimor hiicreleri apoptotik cevaptan kagabilir,
sonugta sagkalim olur ve gogalirlar. Apoptozdan kagma mutasyonlarin birikimine yol
acar. Bu da tiimor hiicreleri ve normal hiicreler arasinda gelisen farka dikkati
cekmektedir. Tiimor hiicreleri, normal hiicrelere kiyasla bircok apoptozu uyaran
sinyal (6rnegin oksidatif stres ve onkogen aktivasyonu) aldigi i¢in, timor hiicreleri
normal hiicrelere oranla apoptotik cevabi tetiklemeye ¢ok daha yatkindir. Bununla
birlikte, apoptotik yol tiimor hiicrelerinde ¢ogu kez hatalidir. Tiimor hiicrelerinde p53
Ui hedef alarak apoptotik yolun onarimi, yeni kanser terapdtiklerinin tasarimi

acisindan degerli bir statejidir.

Veriler, kanser hiicrelerinin stres karakteristikleri nedeni ile kanser hiicreleri ve
normal hiicreler arasinda, kaspaz aktivasyon durumunda esash farklar oldugunu
gostermektedir. Kanser hiicreleri, upregiile IAP ler tarafindan inhibe edilen aktif
kaspazlart igerir, normal hiicreler ise proteolitik kirtlmaya gerek duyan inaktif
prokaspazlari igerir. Bu nedenle kanser hiicreleri, normal hiicrelere kiyasla apoptotik
cevabi tetiklemeye daha yatkindir. Bu bulguyu desteklemek i¢in tiimdr hiicrelerinde
islenmis Kaspaz 3 saptanmistir. Normal hiicrelerde aktive olan kaspazlar IAP ler
tarafindan inhibe edilir ve apoptozun indiiksiyonu IAP inhibisyonundan kurtulmaya

baghdir. Ozetle, normal hiicrelerde apoptotik sinyaller prokaspaz islemini stimiile
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eder, diger taraftan kanser hiicrelerinde apoptotik sinyaller IAP inhibisyonunun

durdurmasini stimiile eder.

Karsinogenez sirasinda apoptozun intrinsik yolundaki degisimler, ekstrinsik
yoldaki degisimlerinden daha olagandir. Intrinsik yolakta meydana gelen
degisimlerin baslicas1 p53 yolunu etkileyen mutasyonlardir. Bel 2 ailesi genlerinin
cogundaki hatali ekspresyonu da karsinogenezle ilgilidir. Bcl 2 ailesinin tiim anti-
apoptotik iiyeleri onkogen olarak islev yapabilir ve pro-apoptotik iiyeler de timor
baskilayic1 genler olarak etki eder. Pro-apoptotik proteinleri kodlayan genlerdeki,
ornegin Bak ve Bid, mutasyonlari bazi tiimorler igin karakteristiktir. Kolon
tiimorlerinin spesifik bir sinifinda Bax % 50 nin {lizerinde mutasyona ugramistir.
Hatirlanacagi tizere, p53, bir¢cok Bcl 2 ailesi genlerini regiile eder. Bu durumda p53
deki mutasyonlar tiimorlerde olagandir ve hedef genlerin transkripsiyonel

regiilasyonunu etkiler buna Bcl-2 ailesi genleri de dahildir (62).

1.6 Otofaji

Otofaji embriyonik gelisim, homeostaz ve hastaliklarda 6nemli bir katabolik
stiregtir. Otofaji, hiicre i¢i makromolekiillerin ve organellerin bir kesecik igine
alinarak lizozomlara yonlendirilmesi ve lizozomla birleserek burada par¢alanmasina
yol acan mekanizmadir. Hiicre icerisinde uzun omiirlii ve kisa 6miirlii proteinlerin
parcalanma mekanizmalar1 degismektedir; 6rnegin kisa dmiirlii proteinler ubikuitin
ile isaretlenerek pargalanirken, uzun Omiirlii proteinler ve organeller lizozomlar
tarafindan otofaji mekanizmas: ile parcalanirlar, olusan yap1 taslar1 tekrar
kullanilmak tizere hiicre metabolizmasina katilir. Otofaji, kelime anlami olarak kendi
kendini (auto) yeme (phagy) anlamina gelir ve hiicrenin aglikla karsilastigi fizyolojik
kosullarda, besin elde etmek i¢in hiicre ig¢indeki yapilar1 nasil parcalandigini ifade
etmek amaci ile kullanilmistir. Yapilan ilk calismalarda otofajinin, besin yoklugunda
hiicre i¢i molekiillerin geri doniisiimiinii saglayarak hiicrenin stres ortamina uyumuna
yardim ettigi boylelikle hiicre homestostazisinin korunmasinda etkili bir yol oldugu
gosterilmistir (63). Son on yilda yapilan ¢alismalar ise otofajinin; metabolizmanin
diizenlenmesi, morfogenez, hiicre farklilagsmasi, yaslanma, hiicre 6liimii ve bagisiklik

sistemin bir parcasi olarak hiicre i¢i patojenlerin yikimmda da etkili bir rol
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oynadigini ortaya koymustur (64,65). Ayrica aragtirmalar, otofaji anormalliklerinin,
kanser, enfeksiyon hastaliklar1 ve ndrodejeneratif hastaliklar gibi onemli saglik

sorunlarinin da nedenleri arasinda yer aldigini1 gostermektedir (66).

Otofaji 4 formda aciklanabilir; ¢ift membranla simirli organellerin sitoplazma
icinde parcalanmasi olan makrootofaji, membran invajinasyonu ile sitoplazmanin
lizozom igine tasinmasi olan mikrootofaji, spesifik molekiillerin lizozom igine
alinmasi olan saperon bagimli otojaji ve kanonikal olmayan-alternatif (Atg5/7

bagimsiz) makrootofaji (67).

Otofaji olusum merkezleri yani otofagozom mekanizmasinin yiiritiicii
elamanlar1 ‘otofaji ile baglantili proteinler (Atg)’ dir. Mayalarda yapilan ¢alismalar
sonucunda bir otofagozom biyogenezinde rol oynayan birgok cesit Atg proteini
bulunmustur. Bunlarin gorevleri, otofajik kesecikler olusturmaktir. Otofagozom
yapilarmin ilk olusumu sirasinda, Atg5-12-16L ve Atg8 yolaklar otofagozomdaki
¢ift membran yapilarinin olusmasi igin gereklidir. Ubikutin benzeri bir modifikasyon
ile 6ncelikle Atgl2, AtgS’e Atg7 ve Atgl0 araciligr ile kovalent bag kurar, ikincil
olarak Atg8, lipid, fosfatidil etanolamini (PE) modifiye eder ve Atg4’e degrade olur.
Atg5-Atgl2 kompleksinin otofagozomu baslatan Atg8 icin gerekli AtgloL ile
etkilesime girmesi gerekmektedir. Onemli olarak Atg8 proteinleri p62 ve NBR1 gibi
ubikuitin baglayici/ayirict proteinler igin bagdastiricidir, yanlis katlanmis protein
agregasyonunu denetler, diger ubikutinlenmis yapilar1 diizeltir ve genisleyen

otofagozom membranlarini ayirir (68,69).

1.6.1 Otofajinin Diizenlenmesi

Otofajinin indiiklendigi durumlar, aglik, hipoksia ve cesitli stres sartlaridir. Bu
durumlarda otofajinin aktivasyonu i¢in TOR kompleksi devreye girmektedir. TOR
kompleksi, hiicrenin enerji metabolizmasinin diger bir deyisle protein sentezi ve
hiicre biiyiimesini kontrol eden anahtar proteinidir. Ik olarak mayada mantara kars:
kullanilmak tizere gelistirilen bir immun baskilayic1 ajan olan rapamisinin hedef
molekiilii olarak saptanmistir. Memelilerde izoformu bulunan TOR kompleksi

mTOR olarak ge¢mektedir ve bu proteinin baskilanmasi ya da ¢esitli gen
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modifikasyonlar1 ile TOR geninin susturulmasi otofajinin indiiklenmesini

saglamaktadir.
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Sekil 9. Otofajinin diizenlenmesi (70).
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1.7 Hiicre Oliimii ve Sag Kahmu ile iliskili Sinyal Yolaklar

1.7.1.1 Poliaminler

Poliaminler; kii¢iik alifatik polikatyonlardir. Putresin, NH2(CH2)4sNH>,
spermidin, NH2(CH3)sNH(CH2)sNH,, ve spermin,
NH2(CH3)sNH(CH2)4NH(CH2)sNH, dogal poliaminlerdir ve hem prokaryotlarda
hem de Okaryotlarda hiicre biiylimesi i¢in gereklidir Ciinkii poliaminler niikleik
asitler, ozellikle RNA ve ATP, sepesifik proteinler ve fosfolipitler ile etkilesim
kurabilirler. Kanserli dokular, normal dokulara gore daha fazla poliamin miktar
icermektedir ve poliamin biyosentez inhibitdrleri; tliimor biiylimesini ve metastazi

inhibe etme potansiyeli vardir (71,72).

1.7.1.2 Hiicrelerde Poliamin I¢eriginin Diizenlenmesi

Hiicre poliamin igerigi biyosentez, degredasyon, alim ve atilim tarafindan
diizenlenmektedir (71). Putresin; ornitin dekarboksilaz (ODC) tarafindan ornitinden
sentezlenir. ~ Dekarboksillenmis  S-adenozilmetiyonin;  S-adenozilmetiyonin
karboksilaz (SAMDC) enzimi tarafindan S-adenozilmetiyoninden sentezlenir. Bu iKi
enzim, ODC ve SAMDC, poliamin biyosentezinde hiz-sinirlayict enzimlerdir.
Spermidin; putresinden ve spermin de spermidinden sentezlenir. Bu reaksiyonlar
spermidin sentaz ve spermin sentaz enzimleri tarafindan gergeklesir. Bu olaylar ile
poliamin biyosentezi gerceklesir. Poliamin katabolizmasinda ise spermin oksidaz
(SMO) ile direkt olarak sperminden spermidin olusabilir veya spermidin/spermin N*-
asetiltransferaz (SSAT) ve asetilpoliamin oksidaz (APAOQO) ile hem sperminden

spermidin hem de spermidinden putresin doniisiimii katalizlenebilir (Sekil 10).
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Sekil 10 Poliamin metabolizmasinin gosterilmesi. Kirmizi oklar poliamin
biyosentezi, mor oklar ise poliamin katabolizmasi yolunu goéstermektedir.
Gorevli enzimler bordo, inhibitorler ise siyah renkli yazilmistir.

1.7.1.3 Poliaminler Tarafindan Hiicre Devrinin Ilerlemesinin ve Apoptozun

Diizenlenmesi

Poliamin seviyesinin azalmasi hiicre devrinin ilerlemesini engellemektedir.

Hiicreler Gi/S fazinda kalmaktadir. Poliamin eksikli§i DNA sentezi orani

Kipl 1CiPUWAFL

diismektedir. Bu kosullar altinda p27 ve p2 , Sikline-bagimli protein
kinazlar CDK2 ve CDK4 inhibitérleri artmigtir. Poliamin eksikligi DNA Polimeraz-
a, timidin kinaz, DNA ligaz I, Flap endoniikleaz aktivitesinde azalmaya neden
olmaktadir (73). Bu enzimlerdeki aktivitelerinin azliginin DNA sentezi inhibisyonu

ile iligkili oldugu diistiniilmektedir (74).

Poliamin eksikliginin apoptozu etkiledigi yoniinde bulgular anti-kanser ajani
olarak poliamin metabolizmasi ile iligkili ajanlarin etkili olabilecegi yoniinden timit
vaadetmektedir (75) ve DNA fragmentasyonu ile sonuglandigi rapor edilmistir (73).
Poliamin eksikligine bagli olarak T hiicre hibridomalar1 ve birgok kanser hiicre

hattinda tiimor nekroz faktor- indiiklii apoptoza (76-79) meme kanseri hiicrelerinde
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epidermal biiytime faktorii-indiikli apoptoza (80) neden oldugu goriilmiistiir. Bunun
aksine Jurkat hiicrelerinde interferon bagimsiz antiviral cevap boyunca poliaminler
tarafindan apoptoz uyarilmistir (81). Bu durumda interferon diizenleyici faktor 3
tarafindan arginaz II aktivitesinin gelismesi nedeniyle poliamin igerigi artmustir.
Boylelikle Jurkat T hiicrelerinde poliaminlerin akiimiilasyonu hiicre biiylime
inhibisyonuna ve apoptoza neden olmustur. Yapilan baska bir ¢alismada, poliamin
seviyesinin azalmasi kaspaz-3 aktivasyonunu indiiklemistir ve mitokondriyal
membran potansiyelinin bozulmasina neden olmustur. Bel-x_ anti- apoptotik Bcl-2
ailesi liyesi, asir1 ifadesi mitokondriyal membran potansiyelini, kaspaz aktivitesini ve
hiicre oliimiinii inhibe etmistir. Bu sonuglar; intraseliilar poliamin havuzlarinin
tilkenmesinin mitokondri- aracili apoptotik yolu kaspaz aktivasyonu araciligiyla

tetikledigini ve Bcl-X_’in poliaminler tarafindan nasil diizenlendigini géstermektedir

(82,33).

1.7.1.4 Poliamin Metabolizmasinda Gorevli Kritik Enzimler

Poliamin metabolizmas: enzimleri; ¢esitli biiylime faktorleri, karsinojenler,

viriisler ve onkogenler tarafindan aktive olmaktadir.

e Ornitin Dekarboksilaz, ODC

Poliamin biyosentezinde, ornitinden putresin doniislimiinii katalizleyen ilk
enzimdir. ODC; dimer halinde aktiftir ve monomerlerinin arayiiziinde iki tane aktif
bolge bulunmaktadir. ODC’ nin aktivitesi igin pridoksal 5°- fosfata (PLP) bagimli
oldugu bulunmustur. ODC; ornitini dekarboksilleyerek putresine doniisiimiinii saglar.
ODC aktivitesi ve poliamin konsantrasyonunun artmasi timdor artist ve ilerleyisi ile
iligkilidir (84). ODC; hiicre transformasyonu igin esas oldugundan onkogen olarak da
rol oynayabilmektedir (85) ve ODC aktivitesi; tiimor biiyiikliigiiniin ve agresifliginin
Olctimiinde biyolojik markir olarak kullanilmaktadir. ODC’ nin inhibe edilmesiyle
meme, deri, kolon, prostat kanseri gibi kanser tiplerinde hiicrelerinde
proliferasyonun, koloni formasyonunun ve gociin inhibe edildigi gosterilmistir (86).
Dolayis1 ile ODC ifadesindeki artis genel olarak bozulan homeostasi ve karsinogenez

ile iligkili olarak gosterilmektedir.
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e Spermidin/Spermin-N1-Asetiltransferaz, SSAT

Poliamin metabolizmasindaki 6nemli bir enzimdir (87). Spermin ve spermidinin
aminopropil uglarina asetil gruplar1 ekler, bu asetilasyon poliaminlerin yiikiinii
azaltir. Bunu asidik makromolekiillere baglanmak ve onlarin fonksiyonlarini
etkilemek icin gergeklestirir ve bu asetile olmus iiriin tlirevleri asetilpoliamin oksidaz
(APAO) igin iyi bir substrattir (87,88). SSAT seviyesi; poliaminler tarafindan
diizenlenebilmekte ve ekspresyonu saglanabilmektedir. SSAT; poliamin
homeostazisini korumada, normal ve neoplastik biiyiime gibi hiicresel islemlerin
etkilenmesinde anahtar role sahiptir. Ayrica yakin zamanda SSAT’ nin
obesite/glukoz  toleransi, integrin fonksiyonu, stres cevabi1 ve oksijen

homeostazisinde rolii oldugu gosterilmistir (89).

e Asetilpoliamin Oksidaz, APAO
APAO; FAD-bagimli amin oksidazdir ve N*- asetile olmus poliaminleri okside
eder. Bunun sonucunda spermidin veya putresin meydana gelir. APAO aktivitesi;
SSAT  tarafindan  asetile  edilmis  poliamin  substratlar1  tarafindan
sinirlandirilmaktadir. Insan meme kanseri hiicrelerinde yiiksek miktarda APAO

ekspresyonu oldugu gosterilmistir (90).

e Spermin Oksidaz, SMO
Spermini okside ederek direk spermidin olugmasini saglar. Ayrica yan iiriin
olarak reaktif oksijen tiirli olan hidrojen peroksit (H20,) ve 3-aminopropanal
olusturur. SMO; anti-tiimor poliamin analoglar1 da dahil pekcok uyaran tarafindan

ekspresyonu kolaylikla tetiklenebilir (87,91).

e S-Adenozilmetiyonin Dekarboksilaz, AdoMetDC
S-Adenozilmetiyoninin dekarboksilasyonu; AdoMetDC tarafindan

gerceklestirilir, spermidin ve spermin olusumunu saglar (92).

1.7.2 mTOR Sinyal Yolag:

TOR bir serin/treonin protein kinaz olup hiicre biiylimesi, hiicre dongiisiiniin,
devamliligi, besinlerin hiicre i¢ine alinimi, protein sentezi ve otofajiyi diizenler (93).

Antifungal bir ajan olan rapamisinin substrati olan TOR’un memeli hiicrelerinde
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analogu mTOR’dur (94). mTOR, mTORC1 ve mTORC2 olmak iizere iki ayri
kompleksten olusur.

Besinin ortamda az bulunmasi ile otofaji indiiklenirken, besinin bol bulundugu
ortamda TOR proteini Atgl3 i fosforile ederek otofajiyi baskilamaktadir. Aglik
durumlarinda ise TOR proteinin inaktivasyonu ile Atgl3 defosforile hale gelir ve bir
serin treonin kinaz olan Atgl’e baglanir. Atgl aktivasyonu dogrudan otofajini
indiiklenmesi ile ilgilidir. Memelilerde bu kompleksin karsiligi ULK:Atg13: FIP200
(200 kDa fokal adezyon kinaz ailesi ile etkilesen protein) proteinleridir. Cok yakin
zamanda ULK1 ve ULK2 proteinlerinin mTOR kinaz ve AMPK (Adenozin
monofosfat ile aktive olan protein kinaz) ile direkt etkileserek ve memelilerde
otofajinin baslamasina eslik ettigi gosterilmistir (95). Bu durumun aksine Tor
yolaginda yer alan proteinlerden ribozomal S6 proteinin hedefi olan S6K proteinin

fosforilasyonu ise otofajinin baskilanmasinin bir isaretidir (96).
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Sekil 11. mTOR sinyal yolag (97).
1.7.3  Rapamisin

Rapamisin, diger adiyla sirolimus, 1975 yilinda Paskalya adasinda bulunan
toprak numunesinden elde edilen Streptomyces hygroscopicus adli bakteri ailesinden

izole edilmis bir peptittir. Kimyasal formiilii Cs;H79NO;3°diir. Orjinalinde antifungal
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rolii olan rapamisin, daha ¢ok organ transplantasyonlarinda T ve B lenfositlerinin
interlokin 2 (IL-2) ‘e karsi olusturduklari cevabi engelleyerek immiin baskilayici
olarak gorev yapmaktadir. Rapamisin ve analoglar1 hiicre dongiisii progresyonunda
G1 fazinda Gl'den S fazina kadar olan sinyal iletim yolaklarin1 diizenleyerek hiicre

proliferasyonunu engeller.

Rapamisinin hem in vitro hem de in vivo da kanser hiicrelerinin genis oranda
proliferasyonlarini inhibe ettigi gosterilmistir. Bu ajanin gilinlimiizde antikanser
tedavilerin klinik gelisiminde kullanildig: bilinmektedir. Insan kanser hiicrelerindeki
oncii klinik ¢aligmalar, rapamisinin prostat, kiiglik hiicreli akciger, glioblastoma, T
hiicreli 16semi, renal hiicre ve meme kanserleri tedavisinde etkili olabilecegini
gostermistir. Rapamisin FKBP 12 adli immunofilin ailesinden FK 506 baglayici
proteinlerden birine baglanarak serin/treonin kinaz yolaginin inhibisyonu ile

antiproliferatif etkiler sergilemektedir.

Sekil 12. Rapamisinin kimyasal yapisi.

Kanser olgularinda hiicre dongiisiiniin baskilanmasi énemli bir stratejik terapi
modelidir. Birgok faktor tarafindan etkilenen hiicre dongiisiinde AR’nin kontrol ettigi
hiicre proliferasyon mekanizmalar1 G1-S faz ilerlemesinin esas diizenleyicisi olarak
rol oynar, Gl siklin bagimli kinaz (CDK) aktivitesini yoneten sinyalleri uyarir,
retinoblastoma tiimdr supressor (RB) fosforilasyon ve inaktivasyonunu uyarir ve
dolayisiyla androjen bagimli proliferasyonu yonetir. Hiicre devri mekanizmasinin

birka¢ bilesenleri hiicre devri boyunca AR aktivitesini diizenler. Boylece AR ve
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hiicre devri yolaklar1 arasindaki karsilikli etkilesim androjene karsi mitojenik cevabi
diizenler. Androjen G1-S gecisinin kritik bir diizenleyicisidir. Bu agsamada aktif AR,
MTOR yoluyla Siklin D1’in birikimini uyarir, CDK4’ {i uyarir ve retinoblastoma

(RB) tiimor baskilayicinin fosforilasyonunu yonetir.

Androgen
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Sekil 13. Prostat kanser hiicrelerinde AR bagimh hiicre devri ilerlemesi
gosterilmistir. Aktif AR mTOR yoluyla Siklin D1’in birikimini uyarir, CDK4’ii
uyarir ve retinoblastoma (RB) tiimor baskilayicinin fosforilasyonunu yonetir.
AR ile uyarilmis p21Cipl ekspresyonu ve p27Kipl degredasyonu RB’nin
siklinD1/CDK4 ve cycE/CDK2 bagimh inaktivasyonu artirir ve siklin A (CycA)
gibi E2F hedef genlerin ekspresyonuna izin verir. Siklin A G1-S faz gecisini
harekete gecirmek icin CDK2 ‘yi aktive eder. Daha sonra hiicre devri
mekanizmasinin bilesenleri androjen cevabini diizenler. Yiikseltilmis siklin D1
AR aktivitesini azaltmak icin negatif feedback dongiisii gibi davramr, boylece
androjen aktivitesini ayarlar. G2 fazinda, CDK1 AR’nin aktivasyonunu ve
fosforilasyonunu yonetir. Fakat AR M fazinda indirgenir ve DNA replikasyonu
icin bir ‘lisans faktor’ olmasi amaclamir. AR fonksiyonunun baskilayan
bilesenler kirmiziyla gosterilmistir. AR aktivitesinin pozitif efektorleri ise yesille
gosterilmistir (98).

1.7.4  PI3K/Akt Sinyal yolag:

PI3BK/AKT sinyal iletim yolagi, hiicre ¢ogalmasini uyarmasi ve apoptozu
engellemesinden dolayr onkogenik transformasyonda onemli bir role sahiptir (99).
Bu yolagin farkli komponentleri insan kanserlerinin biiyiikk kisminda
diizenlenmesinin azaldigi bulunmustur. AKT serin/treonin kinaz ailesi son derece

korunmus {ii¢ tlyeye sahiptir: AKTI, AKT2 ve AKT3. AKT nin aktivasyonu
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membrana proteinin baglanmasini ve iki farkli bolgede fosforilasyonunu saglar. Bu
islemde, iki farkli kinaz vardir: PDK1 ve mTOR-Rictor kompleksi (100). Tamamen
aktif halde olan AKT plazma mebranindan ayrilir ve sitoplazma ve nukleusta yer
alan substratlar1 hedef alir. AKT yolaginin bilesenleri Sekil 11 de 6zetlenmistir. Aktif
haldeki Akt de TOR’u aktive ederek otofajiyi bloke etmektedir. Bir tiimor baskilayici
protein olan PTEN ise PI3K/Akt yolagi ile ters yonde c¢alisarak otofajinin
arttirilmasinda gorev yapmaktadir. Nitekim PTEN molekiiliinde meydana gelen

mutasyonlarin otofajiyi baskiladig1 gosterilmistir (101).
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Sekil 14. PI3K/AKT yolagi. Fosfotidilinositol fosfatin fosforilasyonu
fosfotidilinositol 3-kinaz tarafindan gergeklestirilir ve iki kinaz PDK1 ve

MTOR-Rictor kompleksi AKT aktivasyonu ve fosforilasyonu sonucunda olusur.
(102)

1.7.5  Otofaji ve Apoptotik Yolak Arasindaki Onemli Oyuncular: Bcl-2

ve Bcel-x

Otofaji ve apoptoz arasindaki iligski li¢ farkli durumda 6zetlenebilir. Otofaji
apoptozun baskilandig1 durumlarda, hiicrelerin 6liimiine neden olabilirken, apoptozu
baskilayarak hiicrenin hayatta kalmasini saglayabilir. Bir diger durum ise, apoptoz

i¢in 6n kosul olabilmesidir.
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Birer anti-apoptotik protein olan Bcl-2 ve Bcl-x. apoptozu inhibe edebildigi
gibi otofajiyi de otofagozom yapilarinin olugsumunda gorev alan proteinler ile
baglant1 kurarak inhibe edebilmektedir. Otofagozum yapilarini olusumunda 6nemli
gorevi olan Vps34 PI3K aktivasyonu, Atg6/Beclin tarafindan kontrol edilir. Bcl-2 ve
Bcl-x,, Beclin proteininin BH3 bolgesine baglanir ve boylece otofajiyi inhibe eder
(103). Bcl-x., JNK tarafindan tarafindan fosforile edildiginde inaktif forma geger ve
Beclin’e baglanmasi engellenir, otofaji aktif formda kalir. Beclin yaninda, Vps34
diizenleyici proteinlerden biri olan Bif-1 de hiicre 6limii ile iliskilidir. Bif-1, otofaji

yaninda, Bax/Bak aktivasyonu ile apoptozu da diizenlemektedir.

1.8 Amag

Bu calismanin amaci, mTOR sinyal yolaginin indirgendigi durumlarda, CDK
inhibitdrleri roskovitin ve purvalanol’iin terapotik etkilerinin androjene bagimli
LNCaP ve androjenden bagimsiz DU 145 ve PC3 prostat kanseri hiicre hatlarinda
hiicre sagkalim ve oliim ile iliskili olarak sinyal yolaklarinin irdelenemesidir. Bu
amagla tez ¢aligmasi kapsaminda, otofaji ve apoptoz ile iliskili anahtar molekiiller ve
mTOR sinyal yolag: ile iligkili hiicre sag kalim mekanizmasinde yer alan anahtar

oyuncularin ifade diizeyleri incelenmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

21 MATERYAL

2.1.1  Kullamlan Hiicreler ve Ozellikleri

LNCaP (ATCC CRL1740), birincil tiimorden tiirevlenen iyi farklilagsmis
prostat kanseri hiicre hattidir. Karakteristik biyokimyasal bir belirleyici olan, prostat
spesifik antijen salgilar ve buna bagli fonksiyonel androjen reseptdrii agisindan

olarak androjene duyarhdir. p53 ifadesi dogal tip olarak tanimlanmaistir.

DU 145 (ATCC HTB81), beyine metastaz yapan adenokarsinomlardan
tirevlenen ve kismen farklilasmis prostat kanseri hiicre hattidir. PC3 (ATCC CRL
1435) hiicre hatt1 gibi androjene duyarsizdir. PC3 hiicreleri p53 ve AR ifadesinden

yoksundur.

21.2 Kullanilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar EK A’da yer almaktadir.

2.1.3  Hiicre Kiiltiirii Donanimlari

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan materyaller Ek B’de yer almaktadir.

2.1.4  Kimyasal Maddeler

Caligma kapsaminda kullanilan kimyasal maddeler Ek C’de yer almaktadir.

2.1.5 Kullamlan Cozeltiler

Calisma kapsaminda kullanilan ¢ozeltiler Ek D’de yer almaktadir.

2.1.6  Kullanilan Antikor, siRNA ve Plazmidler

Caligsma kapsaminda kullanilan antikor ve plazmidler Ek E’de yer almaktadir.
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2.2 YONTEMLER

221 Hiicre Kiiltiirii

LNCaP (ATCC CRL 1740), DU 145 (ATCC HTB 81) ve PC3 (ATCC CRL
1435) prostat kanseri hiicreleri onerilen besiyerlerinde % 5 CO2 igeren nemli
37°C’lik etiivde RPMI1640 besiyerine % 10 fetal sigir serumu ve 100U/ml
Penisilin/Streptomisin eklenmesi ile elde edilen tam besiyerinde biiyiitiilmiislerdir.
Her 2-3 giinde bir, hiicre yogunluguna ve deneysel ihtiyaglara bagl olarak pasajlari
gergeklestirildi.

2.2.2  Hiicre Canlihginin Belirlenmesi (MTT testi)

3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir ile (MTT ayiract),
canli hiicrelerde mor renkli formazon tuzu olusturmasi sonucu kolorimetrik yontemle
hiicre canliligi belirlenmistir. 1x10* hiicre/kuyu 96 kuyucuklu petri kaplarinda
ekildikten sonra gece boyunca yapigmalart beklenir. Hiicreler 10 nM rapamisin
varhiginda veya yoksunlugunda, roscovitin/purvalanol (0-50 uM) ile 24 saat boyunca
muamele edildikten sonra, MTT tetrazolium tuzu (10 pl) ile 4 saat bekletilen
orneklerde olusan kesilmis formazan bilesikler canli hiicrelerin hiicre yiizeyinde
birikir. Daha sonra MTT ayiract eklenmis besiyeri hiicrelerden ¢ekilmis ve her
kuyucuga 100 pl DMSO eklenmistir. Ornekler karanlikta 5 dakika boyunca
bekletildikten sonra mikroplaka okuyucuda, ikili dalga boyunda 570 nm ve 655 nm’
de absorbans 6l¢iimii yapilmistir (104).

Etkin doz i¢in hiicre canlilifin1 indirgeyici doz izobologram egrisi araciligi ile
mTOR inhibitorii varliginda sinerjistik, antagonistik veya arttirici (additive) doz

olarak sunulmustur.

2.2.3  Kombinasyon Denemeleri i¢cin Veri Analizi

CDK inhibitorleri ve rapamycin i¢in kombinasyon dozu izobolografik analiz
ile gerceklestirilecektir. Bu amacla toksisite degerleri icin kombinasyon indeks
degeri (CI) degeri Ichite ve ark. tarafindan 6nerilen yontem ile hesaplanacaktir (105).

Eger CI degeri 1,3 ten biiyiik ise antagonistik, CI 1,1-1,3 arasinda ise 1limlh
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antagonizm, CI 0,9 ile 1,1 arasinda ise additive etki, CI 0,8 ile 0,9 arasinda ise az
sinerji, CI 0,6 ile 0,8 arasinda ise orta sinerji, CI 0,4 ile 0,6 arasinda ise sinerji ve 0,2

ve 0,4 arasindaki degerler kuvvetli sinerjistik etki olarak ifade edilecektir.

2.24  Hiicre Sagkalimi

Prostat kanseri hiicreleri her bir kuyucukta 1x10° hiicre olacak sekilde 12
kuyucuklu petrilere ekildi. Ilagc uygulamalarmi takiben belirlenen bu zaman
dilimlerine gore her 24 saatte bir olacak sekilde hiicrelerin sayimi iki tekrarli sekilde
gerceklestirildi. Bu amacla once 6rnekler PBS ile yikanir ve tripsin ile kaldirilir.
Santrifiij edilen hiicrelerin tizerine 50 pl 0.4 % ( w/v) Tripan Mavisi eklenir ve bu

karisimdan 10 pl ¢ekilerek Neubauer hemositometresinde sayildi.

2.25  Protein ifadesinin Belirlenmesi

2.2.5.1 Protein Izolasyonu

Toplam protein izolasyonu i¢in 5X10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyucuklu
petrilere ekildi. Tlag uygulamasini takiben hiicreler kaziyicilar ve 1X PBS yardimiyla
petri ylizeyinden kaldirilir. Soguk santrifiijleme islemiyle hiicre pelleti eide edilir.
Toplam protein igerigi eldesi i¢in hiicre 6ziitleme tamponu (Ek D) igerisine alinan
hiicreler 15 dakika oda 1s1sinda calkalayicida inkiibe edilir. 20 dakika 13200 rpm’de

+4°C’de santrifiijlenen orneklerin iist s1vis1 yeni bir tlipe alinarak -80°C’de sakland.

2.2.5.2 Bradford Yontemiyle Protein Miktar Tayini

Protein miktar analizi Bradford yontemi kullanilir (Bio-Rad). Burada proteinler
Coomassie brillant blue G-250 ye baglanir ve tayini bu sayede yapilir. Normalde
protone halde kirmizi/kahverengi renkte olan boya proteinle baglaninca mavi renkte
goriiliir. Bu degisim mikroplaka okuyucusu yada spektrofotometre ile 595 nm de
absorbans Olcerek belirlenir. BSA (Bovine Serum Albumin) 1,5 ug- 7,5 pg

araliginda alinarak standartlar olugturulur.
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Daha sonra orneklerde 1 ul olacak sekilde kuyucuklara eklenir ve iizerlerine
200 pl Bradford soliisyonu eklenip karanlikta 5 dakika beklendikten sonra 595 nm de

Ol¢tim yapilir.

2.2.5.3 SDS-PAGE Jel Hazirlanmast

SDS-Page (sodyum dodesil siilfat (SDS) poliakrilamid jel elektroforez)
proteinlerin  molekiiler biiyiikliigiini analiz etmek i¢in kullanilmaktadir.
Poliakrilamid jellerle yapilan elektroforez, ornekteki bilesenlerin daha iyi
ayrigsmalarina yol acar ¢linkii ayristm hem molekiiler ayrim hem de elektroforetik

harekete dayanir.

2.2.5.4 Protein Orneklerin Hazirlanmasi

Immunoblotlama ydntemi i¢in her bir 6rnekten alinan protein miktar1 Bradford
sonuglarina gore standart egriye gore protein Ornekleriyiikleme tamponu ilel:5

oraninda karistirilarak 95°C” de 5 dakika tutuldu ve buza alindi.

2.2.5.5 SDS-PAGE Jelin Yiiriimesi ve PVDF Membrana Transfer

Ornekler protein belirtegler ile birlikte 75 Volt’da 2,5 saat SDS iceren yiiriitme
tamponunda (Ek D) yiiriitiildii. Jel tizerinde olan protein 6rnekleri PVDF membrana
transferedildikten sonra(% 15 Metanol i¢eren 1X Transfer Tamponu), yagsiz siit tozu
ile 2 saat oda sicakliginda calkalandi. (100 ml %0,001 Tween-20 igeren Tris Tuz

Soliisyonu i¢in 5g siit tozu).

2.2.5.6 Immunoblotlama Icin Birincil ve Ikincil Antikorlarin Girilmesi ve

Sonucun Filme Fiksasyon Islemi

Uygun birincil antikorla (1:1000; antikor: % 5 siit soliisyonu) gece boyu +4°C
inkiibe edildi. 15’er dakikalik {i¢ kez TBS- T ile yikama sonrasinda uygun ikincil
antikorla (1:5000; antikor: % 5 siit soliisyonu) gece boyu +4°C inkiibe edildi. Daha
sonra uygulamalarin ardindan 15’er dakikalik TBS-T ile iki kez yikama ve 15

dakikalik TBS 1ile yikama sonrasinda Ornekler oda sicakligina getirilmis

41



kemiluminesans madde ile 1 dakika boyunca muamele edildiler. Daha sonra streg
filme sarilan membranlar, 151k gecirmez kasetlerde film iiretmek {iizere karanlik
odaya gotiiriildii. Gelistirici ve sabitleyici film ¢ozeltileri ile istenilen goriintii elde
edilinceye kadar yikanarak, en son asamada filmler soguk suda yikanarak kurumaya

birakildilar. Sonuglar B-aktin yiikleme kontrolii ile karsilastirilarak tartisildi.

2.2.6  Apoptotik hiicre éliimiiniin belirlenmesine yonelik yontemler

2.2.6.1 Floresan Problar Araciligi ile Hiicre Oliimiiniin Belirlenmesi

¢ Propidyum lodiir (PI)
Hiicrelere ila¢ uygulanmasindan 24 saat sonra hiicreler Smg/ml PI ile 370C de
30 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra invert floresan mikroskobunda Ex:536

nm/Em: 617 nm olacak sekilde inceleme yapilmistir.

¢ DIOC6
Hiicrelere ila¢ uygulanmasindan 24 saat sonra hiicreler 4 nM DiOCg ile 37°C
de 15 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra invert floresan mikroskobunda EXx: 488

nm/Em: 535 nm olacak sekilde inceleme yapilmistir.

e DAPI
Hiicrelere ilag uygulanmasindan 24 saat sonra hiicreler 5mg/ml DAPlile 37°C
de 10dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra invert floresan mikroskobunda Ex: 350

nm/ Em: 570 nm olacak sekilde inceleme yapilmistir.

e MitoTracker
Hiicrelere ila¢ uygulanmasindan 24 saat sonra hiicreler 100 nM Mito Tracker
Red ile370C de 5dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra invert floresan mikroskobunda

Ex: 579 nm/ Em: 599 nm olacak sekilde inceleme yapilmistir.
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2.2.6.2 DNA Fragmentlerinin Belirlenmesi

Hiicrelerde CDK inhibitdrleri igin secilen etken dozun apoptotik parametrelere
olan etkisinin gosterilebilmesi amaci1 ile, sitoplazmik histona bagli DNA
parcaciklarinin kantitatif belirlenmesi hedeflenmektedir. 1x10* hiicre/kuyu 96 gozli
petri kabina ekildikten sonra, uygun zaman ve konsantrasyonda roscovitin/purvalanol
uygulanacaktir. Hiicreler bir kere 1X PBS ile yikandiktan sonra steril pipet ucu ile
Oziitleme tamponunda Oziitlenir. Elde edilen 6rnekler biotin ile isaretlenmis anti-
histon antikoru ile bekletileceklerdir. Peroksidaz isaretli Anti-DNA antikorunca
taninan biotin ile isaretlenmis Ornekler substrat varliginda spektrofotometrik olarak

taranacaktir (Abs 405-480).

2.2.6.3 CDK Inhibitorlerinin Kaspaz Yolagi Uzerine Etkilerinin

Belirlenmesi

Roskovitin/Purvalanol i¢in seg¢ilen dozlar ile belirlenen zamanlarda tetiklenen
apoptotik yolagin kaspaza bagimli olup olmadigi, pan-kaspaz inhibitéri, (z-VAD-
FMK), kaspaz-3 inhibitorii, (z-DEVD-FMK), kaspaz-9 inhibitérii, (z-LEHD-FMK),
kaspaz-8 inhibitorii, z-IETD-FMK) ile 1 saat 6ncesinde hiicrelerin herbiri 20 uM
olmak tizere uygulama yapilmast sonucunda elde edilen MTT hiicre canlilig1 testine
gore belirlenecektir. Kontrol hiicrelere negatif kaspaz kontrolii (z-FA-FMK)
eklenerek sonugclar elde edilecektir. Boylece CDK inhibitorleri tarafindan tetiklenen
apoptoz mekanizmasinin mTOR ve poliamin biyosentezi 06zgiil inhibitorleri
varliginda kaspaz yolag: ile iligkisi irdelenecektir. Ayn1 zamanda, hiicrelerden elde
edilen total protein oOziitlerinde kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz 9 antikorlar ile

immunoblotlama yapilacaktir.

2.2.7  Poliamin Diizeylerinin Belirlenmesi

HPLC ile hiicrelerde poliamin iceriklerinin belirlenmesi:
Roskovitin/Purvalanol uygulamasi ve/veya inhibitor (rapamisin ve DFMO)
uygulamasina bagli olarak, prostat kanseri hiicrelerinde hiicresel poliamin igerigi ve
asetile-poliamin {irlinlerinin miktar1 yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)
kullanilarak belirlenecektir. Bu nedenle uygulama sonrasinda poliamin igerigi

benzoil kloriir (Sigma-Aldrich 240540) yontemi ile poliamin standartlar1 kullanilarak
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(Put, Spd, Spm) poliamin analizi yapilacaktir. I¢ standart olarak, 1,-7, diaminoheptan

(Fluka) belirlenecektir.

2.2.8  Otofajinin Irdelenmesi ile ilgili Yontemler

2.2.8.1 Otofajik Vakuollerin Monodansilkadaverin (monodansylcadaverine,
MDC) ile Isaretlenmesi

Hiicreler CDK inhibitorleri ve diger inhibitor maddeler uygulamasi sonrasinda
0,05mM MDC (PBS igerisinde) ile 10 dakika 37°C de bekletilir (Biederbick et al.,
1995). Otofajik vakuolleri MDC ile isaretleyebilmek icin hiicreler lamel iizerinde
biiyiitiildiikten sonra otofajik siirece tabi tutulurlar. Lameller dort kez 1 x PBS
yikamasini takiben ters bakish floresan mikroskopta vakuoller CCD kamera ile

incelenir.

2.2.8.2 LysoTracker® Red DND-99 ile Asidik Organellerin Belirlenmesi

Bir saat boyunca 0,1 nitrik asit i¢erisinde bekletilen ve ardindan %100 etanole
maruz birakilarak steril edilen ve 6 kuyucuklu petrilere yerlestirilen lamellerin
herbirinde, 5x10° DU 145 ve LNCap prostat kanseri hiicreleri olacak sekilde hiicre
ekimi yapilmistir. Yapisan hiicreler 2, 4 ve 8 saat boyunca, 10 uM rapamisin ile
muamele edilmistir. Her bir lamele 1 uM LysoTracker® Red DND-99 boyasi
eklenerek, 30 dakika etlivde inkiibasyon gerceklestirilmistir. Hiicreler 1X PBS ile
yikandiktan sonra lameller lam iizerine konulmus ve floresan mikroskobu ile goriintii

elde edilmistir.

2.2.8.3 GFP-LC3 Plazmit Eldesi ve Hiicre Lokalizasyonunun Analizi

e Kompotent Hiicre Hazirlanmasi

E. coli kompetent hiicresi (HB101) -80°C den ¢ikartilip buza alindiktan sonra 5
ml LB besi yerinde 37°C de gece boyu inkiibe edildi. Ertesi giin 100 ml LB besi yeri
iizerine eklenip orbital ¢alkalayicida 37°C de inkiibasyona devam edildi. Bakteri
yogunlugu spektrofometre yardimiyla OD (Optik Densite) 600nm de olgiildii ve
Olctim degeri 0,6 y1 astig1 anda 50 ml steril tiipe alinarak 10 dakika buzda bekletildi.
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Daha sonra hiicreler +4°C de 3200 rpm de 7 dakika santrifiij edildi. Daha sonra
peletlerin iizerine 10 ml soguk CaCl, eklendi ve 5 dakika 3200 rpm de santrifiij
edildi. Aymi islemi tekrarlanarak santrifiij yapmadan Ornekler 30 dakika buzda
beklemeye birakildi. Daha sonra santrifiijlenen hiicrelerin tizerine CaCl, eklenerek
-80°C kaldirlds.

¢ Transformasyon

Kompenent hale gelmis hiicreler ¢ikarilip eritildi ve saflastirilmis plazmit ile
karistirilarak 30 dakika buzda inkiibe edildi. Daha sonra tiip 42°C de 45 saniye
tutulup tekrar geri buza 2 dakikaligina alinir. Uzerine 80 ul SOC medya eklenip 1
saat 37°C de orbital calkalayicida inkiibe edilir. Daha sonra kiiltiirden segici
(Ampicilin eklenmis) LB agar petrilere aktarilir ve gece boyu 37°C de inkiibe edilir.

¢ Plazmid izolasyonu ve Miktar Tayini

LB agardan segilen tek bir koloni daha sonra giderek biiyiitiilen hacimlerde siv1
kiiltiirlere alinir. Sivi kiiltiirler uygun yogunluga erisince santrifiijle pelletler
coktiriilir ve QIAGENPIlasmid Mini Kit yardimi ile uygun protokol izlenerek
plazmid elde edilir. Daha sonra elde edilen plazmidin kantifikasyonu
spektrofotometrede Olgiiliir. 260/280 oranina bakilarak Plazmidin saflig1 belirlenir ve
konsntrasyonu; Kons=260 nm absorbans x dillisyon faktorii x 50 formiiliiyle

hesaplanir.

¢ Transfeksiyon

[Ik adim olarak hiicreler 6 kuyucuklu petri kaplarinda cam lameller i{izerine
5X10* olacak sekilde ekildi. Daha sonra hiicreler % 80 yogunluga ulasinca ekim
yapilmak iizere 100 pl toplam hacim olmak tizere 1 ng/kuyu GFP-LC3 plazmid, 3 pl
Fugene HD ve kalan hacim kadar besiyeri eklenerek ile bir kokteyl hazirlanarak 15
dakika boyunca bekletildi. Daha sonra bu karisim hiicrelere 1ml tam besiyeri ile
birlikte verilir. Ornekler 48 saat boyunca LC-3-GFP plazmidi ile muamele edildikten
sonra Onerilen ilaclar (CDK inhibitérleri, rapamisin varliginda ve yoksunlugunda) 24

saat boyunca uygulanda.
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2.2.9 sSIRNA Yontemi ile Gen Sessizlestirilmesi

2.2.10 Hiicrelerin Hazirlanmasi

2x10* LNCaP, DU 145 ve PC3 hiicresi 6 kuyucuklu petri kaplarina ekilerek bir
gece petri kabina yapismalar1 beklendikten sonra hiicrelere Beclin siRNA ve LC3
siRNA transfeksiyonu gergeklestirilmistir. Beclin SIRNA ve LC3 siRNA uygulamasi
48 saat gerceklestirildikten sonra 24 saat ilag uygulamasi takiben hiicre canliligi

tizerine etkileri MTT hiicre canlilig1 analizi ile incelendi.

2.2.11 siRNA Transfeksiyonu

30 nM LC3 ve Beclin 1 siRNA,1:6 oranda transfeksiyon ajan1 ileuygulanmistir.
LC3 ve Beclin siRNA FBS icermeyen besiyeri igerisinde belirtilen oranda hazirlanip,
15-20 dakika oda sicakliginda bekletilmesininardindan, hiicrelerin iizerinde bulunan
besiyeri lizerine damla damla eklenip, petri kabi halkasal hareketlerle nazikce
calkalanir. LC3 ve Beclin siRNA 48 saat boyunca uygulanmigtir. Bu siire sonunda

siRNA igeren besiyeri atilip, yukarida belirtilen oranlarda lag iceren besiyeri eklenir.

2.2.12 istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizlerin yapilabilmesi amaci le ile veriler Graph Pad programi
araciligr ile t-testi, coklu wveri analizi ANOVA ile degerlendirildi. Ayrica
immunoblotlama sonuclar1 Image J programu ile yiikleme kontrolii 6rneklerine gore
degerlendirildi. Tim test sonuglari ilgili sekillerin altinda istatistiksel anlamlilik

sinirlar ile birlikte sunulmaktadir.

46



3. SONUCLAR

3.1. Rapamisin AR (+) LNCaP, AR (-) DU 145 ve PC3 prostat kanseri

hiicre cogalmasimi inhibe etmektedir

Farkli genomik ozelliklere sahip LNCaP AR (+), DU 145 ve PC3 AR (-)
prostat kanseri hiicrelerine 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (0-100 nM)
rapamisin uygulanmistir. Rapamisin, LNCaP AR (+) hiicrelerinde ¢ogalmaya ket
vurmasinin yant sira 10 nM rapamisin % 20 oraninda hiicre canliliginda azalmaya
neden olmustur. Ancak DU 145 ve PC3 hiicrelerinde hiicre sayisinda anlamli bir

degisiklige neden olmamistir (Sekil 15).

1501
@ LNCaP

-B- DU145

100 = PC3

50

Relative Cell Viability (%)

0 L] T T 1 1 1 T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
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Sekil 15. Rapamisin’in (0-100 nM) AR (+) LNCaP, DU 145 ve PC3 AR (-)
prostat kanseri hiicre canlili@a etkisinin doza bagh olarak degisimi. Hiicreler 24
saat boyunca ila¢ dozlan ile inkiibe edildikten sonra 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-
2,5- difeniltetrazolium bromid (MTT) yontemi ile analiz edildi. Yapilan deney
gruplar 4 tekrarh 3 farkh deneyin ortalamasidir.

10 nM rapamisin literatlir verileri ile uyumlu olarak deneyler kapsaminda ele
alinmigtir. 10 nM rapamisin ayn1 zamanda Tablo 1 de yer alan CI verileri ile her bir
CDK inhibitorii tizerinde sinerjistik etki gosterdigi anlasilmistir. Bu nedenle en fazla

CDK inhibitdrlerine cevap veren LNCaP hiicrelerinde CI verilerinin sinerjistik etki
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gosterdigi 10 nM rapamisin dozu tercih edilmistir. Ek olarak 10 nM rapamisin
uygulamas1 LNCaP hiicrelerinde limit en az sitotoksisite gosteren rapamisin dozu
seklinde Sekil 16 da yer almaktadir. Diger hiicre hatlarinda 10 nM rapamisin hiicre
canliliginda anlamli bir degisiklige yol agmamaktadir. Prostat kanseri hiicre
hatlarinda her bir CDK inhibitoriiniin hiicre canlilig1 lizerine etkisi Sekil 16 de
gosterilmektedir. 0-50 uM arasinda 24 saat boyunca uygulama yapilan hiicrelerde
MTT hiicre canlilig1 analizi sonuglara gore, LNCaP AR (+), DU 145 ve PC3 AR (-)
prostat kanseri hiicrelerine uygulanan purvalanol (20 uM) LNCaP hiicre canliliginda
yaklagik olarak % 40, DU 145 ve PC3 hiicre canliliginda % 30 oraninda azalmaya
neden olmustur. Roskovitin (30 uM) LNCaP hiicre canliliginda yaklasik olarak %
50, DU 145 ve PC3 hiicre canliliginda yaklasik olarak % 40 oraninda azalmaya
neden olmustur (Sekil 16).

Ayrica roskovitin ve purvalanol icin belirlenen inhibitér konsanstrasyonlar ile
rapamisinin  kombine etkisi “Combination index (CI)” hesaplama yontemi ile
irdelenmistir. Bu amagcla ilaca hassasiyet gosteren LNCaP hiicre hatlarinda sinerjistik
etki saglayan dozlarin tiim hiicre hatlarina uygulanmasi1 gerektigi ilk asamada
onerildigi hali ile kalmigtir. Dolayist ile analizler % 50 hiicre canliligina ket vuran
purvalanol ve roskovitin dozlarinda sinerjistik etki olusturan rapamisin uygulamasi
hedeflenerek gerceklestirilmistir. Bu amacgla purvalanol ve roskovitin igin segili
dozlar 10 nM rapamisin ile kombine edilmis ve CI degeri elde edilmistir. CI
degerleri 1’den kiigiik olarak bulundugu i¢in etki sinerjistik olarak goriilmiistiir. DU
145 ve PC3 hiicrelerinde ise antagonist (>1) veya sadece PC3 hiicrelerinde

purvalanol i¢in sinerjistik (<1) etki olarak saptanmistir (Tablo 1).
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Sekil 16 CDK inhibitorleri hiicre canlihig: iizerine doza bagh olarak ket
vurucu etki gostermektedirler. LNCaP, DU 145 ve PC3 prostat kanseri hiicre
hatlar1 1X10" hiicre her bir kuyucukta olacak sekilde 96 kuyucuklu hiicre
petrisine ekildiler, ardindan 0-50 pM CDK inhibitorleri ile 24 saat boyunca
muamele edildiler. Degerler en az 5 tekrarla gercgeklestirilen ii¢c farkhh MTT
hiicre canlihg testinden elde edilen ortalama +st. hata verileridir.
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Tablo 1 Her bir hiicre hatt1 icin, CDK inhibitérlerinin rapamisin ile kombine uygulanmasi sonucunda elde edilen MTT hiicre

canhili@: verilerinin kombinasyon index (CI) yontemi ile incelenmesi.

LNCaP AR (+) prostat kanseri hiicreleri

Cl Cl
Tek ilag Rapamisin (5 nM) kombine Rapamisin (10 nM) kombine degeri degeri
Purvalanol | 54,46669 83 43 1,53 0,78
Roskovitin | 51,02075 60 42 1,19 0,83
DU 145 AR (-) prostat kanseri hiicreleri
Cl Cl
Tek ilag¢ Rapamisin (5 nM) kombine Rapamisin (10 nM) kombine degeri degeri
Purvalanol 69,04549 75 83 1,09 1,20
Roskovitin 62,51933 63 78 1,01 1,25
PC3 AR (-) prostat kanseri hiicreleri
Cl Cl
Tek ilag Rapamisin (5 nM) kombine Rapamisin (10 nM) kombine degeri degeri
Purvalanol |69,73368 53 61 0,76 0,87
Roskovitin | 57,60049 68 68 1,19 1,18
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3.2.Androjene duyarhh LNCaP hiicrelerinde CDK inhibitorleri ile kombine edilen

rapamisin apoptotik hiicre 6liimii iizerinde sinerjistik etki yaratmaktadir

Hiicre canliligr ve CI hesaplamalarindan yola ¢ikilarak, hiicre canliliginda uygulanan
doz ve kombine terapi modellerinde hiicre Oliimii parametreleri arastirilmistir. DNA
kiriklarinin  belirlenmesi yolu (ELIZA) ve hiicre akim sitometrisi ile purvalanol ve
roskovitinin hiicre canliliginda neden oldugu azalmaya bagli olarak apoptozu tesvik ettikleri
gosterilmistir. Purvalanol (20 uM) ve roskovitinin (30 uM) apoptotik etkisine ek olarak
rapamisinin (10 nM) mTOR yolagini baskilamasiyla hiicre 6liimiinde ne gibi degisikliklere
yol agacagi incelenmistir. Yapilan MTT hiicre canlilig1 analizi sonuglarina gore, LNCaP
prostat kanseri hiicrelerinde rapamisin (10 nM) hiicre canliligina yaklasik % 20 oraninda ket
vurmustur (Sekil 17). Hiicre canliligindaki azalmanin apoptotik mekanizma sonucu ile
gerceklestigini anlamak iizere yapilan DNA kiriklarint hiicrelerde belirlemeye yonelik
gerceklestirilen ELIZA sonuclarina gore rapamisin es uygulamasi hem purvalanoliin hem de
roskovitinin apoptotik etkinligini arttirmistir. Bu veriyi kontrol etmek iizere hiicrelerde
mitokondriyal membran potansiyeli (MMP) DiOC6 boyama ile fluoresan mikroskobu ve
fluorometre ile belirlenmistir. Purvalanol ve roskovitin sirasiyla % 50 ve % 40 oraninda
kontrole oranla MMP de azalmaya neden olmustur. Rapamisin 6zellikle roskovitin ile es

uygulama sonucunda MMP kaybinda daha fazla artisa neden olmaktadir (Sekil 17).

Fluoresan mikroskopi yontemi ile 4,6 —diamidino-2’-fenilindol (DAPI) ve Propidium
iyodiir (PI) boyalar1 ile hiicrelerde boyama gergeklestirildi. PI membran biitiinliigii bozulmus
(611) hiicrelere niifuz ederek 6lii hiicrelerin goriiniir hale gelmesini saglar. Yalniz purvalanol
ve roskovitin uygulamasi 6lii hiicre sayisinda artisa neden olmustur. Rapamisin ile CDK
inhibitorlerinin kombinasyonu daha once yapilan MTT hiicre canliligi analizi sonucunu
destekleyecek sekilde ¢ikmistir. Bir niikleik asit boyast olan DAPI hiicre nukleusunu belirgin
hale getirerek DNA kiriklarinin goriinlir hale gelmesini saglar. Purvalanol ve roskovitin
uygulamalar1 sonucu, bir ge¢ zamanli apoptoz belirteci olan DNA kiriklar1 goriiniir hale

gelmistir (Sekil 18-19).
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Sekil 17. Rapamisin, CDK inhibitorlerinin, purvalanol ve roskovitin, apoptotik
hiicre 6liimii mekanizmas iizerinde etkisinin modellenmesi. A. LNCaP AR (+) prostat
kanseri hiicre hatlarina 24 saat boyunca rapamisin (10 nM) ile purvalanol (20 pM) veya
roskovitin (30 uM) yalmz ve ya kombine edilerek uygulandi. MTT hiicre canlihig: testi
ile hiicrelerde ilaclarin etkisi gozlenmistir. Anlamhhk testi iki yonlii ANOVA testi ile
Bonferronni ¢oklu karsilastirma testi uygulanarak elde edilmistir (***p=0,0003
;**p=0,0087). Kolon grafikte yer alan sonuclar en az 5 farkh deney setinde yer alan 4
tekrari ortalam ve standart sapma olarak sunulmaktadir. B. ilaclarin her birisinin ya
da rapamisin ile kombine edilmesi yolu ile LNCaP hiicreleri iizerindeki 24 saalik
siiresinde apoptoz iizerine etkileri DNA fragmantlerinin belirlenmesi yolu ile (Cell
Death ELIZA) ile belirlendi. Her bir deney sonucu en az iki deney setinde yer alan 2
tekrarin ortalama ve standart sapmasi olarak ifade edilmektedir. Iki yonli Anova
uygulamasinda Bonferronni coklu karsilastirma testi ile elde edilen anlamhhk
sonuclaria gore * p= 0,012, **** p<0,0001. C. Rapamisin ile kombine edilen purvalanol
veya roskovitinin LNCaP hiicrelerinde mitokondri membran potansiyelinin
bozulmasina bagh olarak, hiicre canhhigindaki azalmaya olan etkisi DiOC6 boyama ile
en az 3 deney setinde yer alan 4 tekrarin ortalamasi ve standart sapmasi olarak
sunulmaktadir. Ornekler fluorometrede 485 — 538 nm’de saptanmustir.
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Sekil 18. Rapamisin ile kombine edilen CDK inhibitorlerinin LNCaP prostat
kanseri hiicrelerinde hiicre morfolojisi ve mitokondriyal membran potansiyeline olan
etkisinin 151k ve floresan mikroskobunda incelenmesi. CDK inhibitérleri, purvalanol (20
puM) veya roskovitin (30 uM), rapamisin (10 nM) varhginda veya yoklugunda 24 saat
boyunca LNCaP hiicrelerine uygulandi. DiOC6 (4 nM) ile boyanan hiicreler 151k veya
floresan mikroskobunda incelendi (x20-x40).

Rapamisin ile CDK inhibitérlerinin kombinasyonu ile AR(+) LNCaP hiicreleri kaspaza
bagimli apoptotik 6liim yolagini segmektedir. Rapamisin ile CDK inhibitérlerinin her birinin
LNCaP AR (+) prostat kanseri hiicrelerinde Pl ve DAPI boyama ile irdelenilen apoptotik etki
(Sekil 19), apoptoza 6zgii PARP, Kaspaz 3, Kaspaz 7, Kaspaz 2, Kaspaz 8 gibi molekiillerin
ifade diizeylerinin immunoblotlama yontemi ile belirlenerek incelendi. Rapamisin ile
purvalanol kombinasyonu kesilmis PARP oranini arttirirken, rapamisin roskovitin ile birlikte
ayni etkiyi gostermemektedir. Rapamisin 24 kDa PARP kesilmis fragmentine kendi basina da

LNCaP hiicrelerinde neden olmaktadir.
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Sekil 19. Rapamisin ile kombine edilen CDK inhibitorleri ile tetiklenen hiicre
oliimiiniin LNCaP prostat kanseri hiicrelerinde floresan problar ile belirlenmesi.
Rapamisin (10 nM) ile purvalanol (20 pM) veya roskovitin (30 uM) ile tek tek veya
kombine edilerek LNCaP hiicrelerine 24 saat boyunca hiicrelere uygulandi. Propidium
iyodiir (PI) ve DAPI ile boyanan hiicreler floresan mikroskobunda incelendi (x20-x40).
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Purvalanol veya roskovitin uygulamasina tabi tutulan hiicrelerde, Prokaspaz 7 ve 3’iin
Kaspaz 7 ve 3 fragmentine kesilmesine neden olmustur. Rapamisin ile kombine edilen CDK
inhibitdrleri ise benzer etkiyi Kaspaz 3 aktivasyonu i¢in gostermemislerdir. Benzer sekilde,
CDK inhibitorlerinin 6liim sinyal yolagini apoptozu tetiklemek i¢in Kaspaz 8 ve 2 yolu ile
aktive ettikleri Sekil 20°de goriilmektedir. Ozellikle roskovitin anlamli olarak Kaspaz-2
aktivitesine neden olmaktadir. Her iki CDK inhibitorii Kaspaz 8 i benzer oranlarda aktivite
etmekte ve rapamisin bu etkiyi arttirmaktadir. Her iki CDK i¢in elde edilen apoptotik veriler
ve MMP kaybu ile uyumlu olarak ilaglarin hiicrede tiim apoptotik yolaklari aktive edebildigini
diistindiirmektedir. Bu amagla hiicrelere 6n uygulama ile (1 saat) pan-kaspaz inhibitorii (z-
VAD-FMK) veya Kaspaz-9 inhibitérii (z-LEHD-FMK) uygulandi. Ardindan ilaglar tek tek
veya kombine olarak uygulandilar ve bu siirecte her bir kaspaz inhibitorii ilaglarin sitotoksik

etkisini onledigi belirlendi.
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Ancak bu Onleme mekanizmasi purvalanol ve roskovitin arasinda mekanizma
etkinliginde bir farklilik olabilecegini diisiindiirtmektedir. Ciinkii purvalanol kaspaz
inhibitorleri varliginda hi¢ etkin olamazken, roskovitin halen kontrol hiicrelere oranla kaspaz

inhibitorleri varliginda hiicre boliinmesini durdurma yoniinde etkili olmaktadir (Sekil 20).

Rapamisin (10nM) - + 2 : + +
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Sekil 20. Rapamisin ile kombine edilen CDK inhibitorlerinin kaspaza bagimh
apoptoz iizerinde etkisinin belirlenmesi. A. Rapamisin (10 nM) ile purvalanol (20
puM)/roskovitin (30 uM) yalmz veya kombine edilerek 24 saat boyunca hiicrelere
uygulandi. Total protein izolasyonunun ardindan 30 pg protein %12’ lik SDS-PAGE jel
ile ayrildi ve immunoblotlama yontemi ile PARP, kaspaz-2.3.7.8 protein ifadeleri
incelendi. B-aktin yiikleme kontrolii olarak uygulandi. B. Kombine ila¢ uygulamasinin
kaspaza bagimh yolak iizerindeki etkisini belirlemek iizere, genel kaspaz inhibitorii (Z-
VAD) ve kaspaz 9 inhibitorii (z-LEHD) ila¢ uygulamalarindan 1 saat énce 10 uM olacak
sekilde uygulandi. Kaspaz inhibitorlerinin hiicreler iizerindeki etkisi MTT hiicre
canlihig1 analizi ile incelendi. Kolon grafikte yer alan sonug¢lar 2 farkh deney setinde yer
alan en az 4 tekrarh sonuc¢larin ortalama ve standart sapmasi olarak sunulmustur.

Rapamisin varliginda veya yoklugunda purvalanol veya roskovitinin LNCaP hiicreleri
tizerindeki apoptotik etki mekanizmasinin anlagilmasina yonelik olarak, pro-apoptotik ve anti-
apoptotik Bcl-2 protein ailesi iiyelerinin ifade diizeyleri incelenmistir. Rapamisin LNCaP
prostat kanseri hiicrelerinde, Bim L ve S formlarini tetiklemis, Bak ifadesinin artmasina neden
olmus ve Mcl-1’in azalmasina neden olmustur. Bu veriler daha 6nce sunulmus oldugumuz

MTT hiicre canliligi ve MMP sonuglar ile uyumludur.
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Ayrica Bim kisa formlarinin olusmasi iizerinde purvalanol de benzer etki gostermis
ancak roskovitin sadece BImEL diizeyinde azalmaya neden olmustur. Her iki ilag Bak ve Bax
ifadelerini kaydadeger diizeyde arttirmistir. Bak ve Bax’ta goriilen bu artis her iki ilacin
mitokondri lizerinden apoptotik etkinlik gosterebileceklerine dikkati ¢ekmektedir. Bid ifade
diizeyi CDK inhibitorleri tarafindan azaltilmis ancak bu etki rapamisin kombinasyonunda
ortadan kalkmistir. Rapamisin bu anlamda oldukg¢a dikkat ¢ekici bir kombinasyon ajanidir.
Bak ifade diizeyi rapamisin ile CDK inhibitorleri kombine edildiginde kontrol hiicrelere
oranla hi¢ degismezken, Bax ifadesi 0zellikle roskovitin ile rapamisin kombine edildiginde
korunmus ancak rapamisin purvalanol ile beraber zit etkiye neden olup, Bax’in ifade
diizeyinin artmasini engellemistir. Pro-apoptotik Bcl-2 ailesinin gérevine benzer sekilde gorev
alan Apaf-1 apoptozom kompleks ile Kaspaz 9 varliginda aktive olmaktadir. Bu siiregte
purvalanol Apaf-1 ifade diizeyinde artisa neden olmustur. Ancak roskovitin zit etki gostermis
ve ancak rapamisin ile kombine edildiginde Apaf-1 ifade diizeyi artmistir. Pro-apoptotik
proteinlerin ifade diizeylerine bakildiginda her iki CDK inhibitoriintin farkli Bel-2 ailesi
iiyeleri ile interaksiyon gostererek apoptotik karara neden olduklar1 diisiiniilebilir. Ancak bu
verilere ragmen, antiapoptotik Bcl-2 ailesi {liyelerindeki uyumlu azalma, CDK inhibitorlerinin
anti-apoptotik tiyeler lizerinde baski mekanizmasi yolu ile hiicre 6liimiinde gorev aldiklarini

distindirtmektedir.

Bcl-2, Bel-x. ve Mcl-1 ifade diizeyleri CDK inhibitorleri varliginda anlamli diizeyde
azalmaktadir ve rapamisin koruyucu etki gostermemektedir. Survivin benzer sekilde apoptoz
inhibitor proteinleri (IAPler) gibi anti-apoptotik etkilere sahiptir. Kontrole oranla rapamisin
survivinin ifade diizeyini arttirmaktadir. Benzer sekilde CDK inhibitorleri de survivin ifade
diizeyini arttirmakta ancak rapamisin kombine edildiginde bu etki azalmaktadir. Dolayis: ile
CDK inhibitorlerine Bcl-2 ailesi iiyelerinin alt sinyal yolaklarinda bir diren¢ mekanizmasi
LNCaP hiicrelerinde olusabilir ancak Bcl-2 ailesi anti-apoptotik iiyelerinin baskilanmalari
hiicrelerde apoptoza neden olmaktadir (Sekil 21). Ayn1 deney diizenegi bu kez otofajik
belirteclerin taranmasina yonelik olarak kullanildi. Sekil 21°de sag panelde goriilen
immunoblotlama sonuglarma gore, Beclin-1, Atgl2 ve Atg3 rapamisin varliginda azalirken,
LC3-I/II ifadesi artmistir. Purvalanol Beclin-1 iizerine etki gostermemistir. LC3-1/11, Atg7 ve
Atg-3 ifadesi artmis ve p62 azalmistir. Bu veriler rapamisin kadar purvalanoliin de apoptoz

kadar otofaji iizerinde de etkili oldugunu gdstermektedir.
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Benzer sekilde roskovitin LC3-I/11, Atg5, Atgl2, Atg3 ifadelerini arttirmistir. Ancak her
iki ilacin etkinlik dereceleri bu mekanizmalar iizerine farkli zamanlarda yer almaktadir. Bu
nedenle toplam protein ifadesi lizerinden 24 saat uygulama sonuglart genel bir veri saglama
potansiyelindedir. Rapamisin ve purvalanol uygulamasi sonucunda Beclin-1 azalmis, LC3-1/11
ifade diizeyi sadece purvalanol uygulamasina gore azalmis, Atg-5, Atg7 ve p62 sadece
purvalanol uygulamasina gore artmistir. Bu nedenle rapamisin purvalanoliin otofaji iizerine
etkinligini daha erken otofagozom olusumu seklinde modifiye etmistir. Hiicre canliligi
azalmakta ve oOlim gerceklesmektedir ancak hiicre Oliminiin tipi rapamisin varliginda
purvalanol uygulamasi i¢in ayni zamanda otofajiyi de diislindiirtmektedir. Roskovitin
rapamisin ile kombine edildiginde ise Beclin-1 ifadesi degismemekte, Atg5 ve Atg7 ifade

diizeyleri sadece roskovitin uygulamasina gore artis gostermektedir.

Rapamisin ile kombinasyonun otofajik markirlar {izerindeki etkisini anlamak tizere
otofaji anahtar molekiillerine yonelik olarak susturma yolu ve monodansil kadaverin (MDC)
boyama ile otofajik yapilarin asamalari incelenmistir (Sekil 22-23). Rapamisin otofajik
yapilarda belirgin bir artisa neden olmustur. Yalniz purvalanol uygulamasi otofajik yapilarda
belirgin bir artisa neden olmazken, roskovitin purvalanole kiyasla daha ¢ok otofajik yapilar
olusmasina neden olmustur. Her iki ilacin rapamisin ile kombinasyonu otofagozom yapilarini

arttirmistir.
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Sekil 21. Rapamisin ile kombine edilen CDK inhibitérlerinin pro- ve anti-
apoptotik Bcl-2 ailesi (A), ve otofaji belirtecleri (B) iizerine etkileri immunoblotlama
yontemi ile belirlendi. Total protein izolasyonunun ardindan 30 pg protein her bir é6rnek
icin %10-12 SDS-PAGE ile ayrimlandirildi. Immunoblotlama islemlerinin ardindan
ilgili proteinlere ait bantlar kemiluminisans yontem ile belirlendi.
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3.3. Otofaji yolagimin farkh stratejilerle baskilanmasi ve CDK inhibitorlerinin
rapamisin ile kombinasyonu ile prostat Kkanseri hiicrelerinde etkinliklerinin

belirlenmesi.

Otofaji inhibitorii 3-MA ve Beclin-1/LC3 siRNA ile gergeklestirilen otofaji yolaginin
baskilanmasina yonelik olarak deney kurgularinda LNCaP hiicre canlilig1 ve bu hiicrelerde
MDC vesikiil boyamasi esas alinmistir. Rapamisin bir otofaji tetikleyici ajan olarak her hiicre
tipinde CDK inhibitdrlerinin terapotik etkinliginde farkliliklar gostermektedir. Sekil 22°de yer
aldig tizere her {i¢ strateji ile birlikte otofajinin indirgenmesi kontrol hiicrelerine oranla hiicre
canliligina ket vurucu etkiye neden olmaktadir. En anlamh etki LC3 siRNA veya Beclin-1
siRNA ile hiicrelerde otofajik sinyal yolagi baskilandigt zaman roskovitin ve
roskovitin+rapamisin kombinasyonu i¢in belirlenmistir (*p<0,05 her bir kosul i¢in; roskovitin
vs roskovitin+LC-3 siRNA, rapamycin+roskovitin vs LC3 siRNA veya Beclin-1 siRNA +).
Bu nedenle purvalanol ve roskovitinin LNCaP hiicrelerinde farkli hiicre yolaklarini hedef
aldiklart hipotezi gelistirilmistir. Ancak LNCaP prostat kanseri hiicrelerinde otofajinin
indirgenmesi ayn1 zamanda kontrol hiicrelerine oranla hiicre canliliginda negatif bir etkiye

neden olmustur (Sekil 22).
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Kontrol Rapamisin Purvalanol Roskovitin Purvalanol+ Roskovitin+
Rapamisin Rapamisin

Sekil 22. Androjene duyarh LNCaP prostat kanseri hiicrelerinde 3-MA, LC3
SiRNA veya Beclin-1 siRNA uygulamasi ile otofaji yolaginin baskilandigi durumlarda
CDK inhibitorleri ve rapamisinin etkisinin hiicre canlihig verileri ile irdelenmesi.
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3.4. PI3K/Akt yolag1 otofaji ile apoptoz arasindaki denge/gecis siirecini
etkilemektedir

Rapamisin ile CDK inhibitorleri ile kombinasyonunun PI3K/ Akt sinyal yolagi
tizerindeki etkisini belirlemek iizere immunoblotlama yontemi ile PI3K, PDK, Akt, p-FoxO3a
(T32 veya T24), GSK3a,p, mTOR, p-mTOR, p-p70S6K, Siklin D1 ve D3 ifade diizeyleri
incelenmistir (Sekil 3,8). Rapamisin PI3K p85, GSK3a ve p-FoxO1 (T24) ifade diizeylerini
arttirirken ve Akt ve p-FoxO1 (T32) ifade diizeylerini azaltmistir. Purvalanol, PI3K p85 ve
Akt ifadesinde belirgin bir etkiye neden olmamustir, fakat rapamisin ile kombinasyonu PI3K
ve Akt ifadesini azaltmistir. Roskovitin, tek basina PI3K p85 ifadesini azaltmistir. Rapamisin
ile kombine edildiginde P13k p85 ifadesindeki azalma yalniz roskovitin uygulandigindaki etki
ile ayn1 olmustur. Roskovitinin PI3K p85 ifadesini azaltmasi, ayn1 sinyal yolaginda bulunan
Akt ifadesinde de azalmaya neden olmustur. PI3K’in alt sinyal yolaginda yer alan PDK
ifadesinin fosforile diizeyi rapamisin varhiginda azalmaktadir. AKT, serin / treonin kinaz
fosfatidilinositol 3-bagimli kinaz 1 (PDK1) tarafindan fosforillenerek aktive olur. Buna goére
rapamisin varliginda p-Akt diizeyi de azalmistir. Purvalanol p-Akt diizeyinin baskilanmasinda
roskovitine kiyasla daha etkili olmustur.

Transkripsiyon faktorii olan Forkhead ailesi (FoxO) aktif formda iken hiicre siklusunun
durdurulmasi, apoptoz gibi tiimor baskilayic1 ozelliklere sahip bir protein ailesidir. Akt
tarafindan fosforile edildiginde hiicre canliliginin devam etmesine yol agmaktadir. Elde edilen
sonuglara gore, rapamisin p-FoxO3a ifadesini azaltmistir. Purvalanol ve roskovitin kontrol ile
kiyaslandiginda fosfo-FoxO3a ifade diizeyini azaltmistir. Her iki ilacin rapamisin ile
kombinasyonu p-FoxO3a ifadesinde daha etkili bir azalmaya neden olmustur. Bu etki hiicre
siklusunun durdurulmasinda gorev alan diger proteinleri etkilemistir. PI3k/ Akt sinyal
yolagmin etkiledigi ve hiicre ¢ogalmasi, apoptoz gibi metabolizmada 6nemli rolii olan
glikojen sentaz kinaz (GSK3) ifadesi purvalanol uygulamasi ile artmistir, rapamisin
kombinasyonu GSK3p ifadesinde azalmaya neden olmustur. Roskovitin kontrole ile
kiyaslandiginda GSK3a ve B ifade diizeylerinde azalma saptanmistir. Rapamisin ile CDK
inhibitorlerinin  kombinasyonu da ayn1 etkiye neden olmustur. Hiicrede enerji
metabolizmasinin diizenlenmesinde 6nemli rolii olan mTOR diizeyinin baskilanmasi hiicre
siklusunda gorev alan proteinleri etkileyerek hiicre proliferasyonunu engellemektedir.
Rapamisin mTOR inhibitorii olmasi nedeniyle mTOR ifadesini baskilamistir. Purvalanol ve
roskovitinin kontrole kiyasla mTOR ifade diizeyini azaltmasi CDK inhibitorlerinin hiicrede

enerji metabolizmasina ket vurdugunu gostermektedir. Purvalanol Serin 2448 bolgesinden
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fosforile olan mTOR ifadesini azaltmistir. Purvalanol ile PI3k/Akt/mTOR sinyal yolagi inhibe
edilmesiyle Siklin D1 ve Siklin D3 ifade diizeylerinde kaydadeger bir azalma goriilmiistiir.
Roskovitin kontrol ile kiyaslandiginda mTOR ve p-mTOR ifadesini azaltmistir; fakat bu etki
purvalanol ile kiyaslandiginda purvalanoliin daha etkili oldugu gériilmiistiir. mTOR alt sinyal
yolaginda translasyonel aktivasyonda goérevi olan p70S6K fosforile formu rapamisin
varliginda tamamen baskilanmistir. Bu sonuca benzer olarak, p-Akt diizeyinde oldugu gibi
purvalanol p-p70S6K ifadesi iizerinde roskovitinden daha etkili olmustur. Siklin D1 ifade
diizeyinin azalmasinda roskovitin daha etkili olurken, Siklin D3 ifadeleri ile kiyaslandiginda
purvalanol daha etkili olmustur. Bu etki her iki CDK inhibitoriiniin hiicre siklusunu farkli
noktalarda durdurduguna bir kanit olarak gosterilebilir. Her iki ilacin rapamisin ile
kombinasyonu mTOR ve p-mTOR ifade diizeylerini daha da azaltmistir. Rapamisin ile
purvalanol kombinasyonu Siklin D1 ve Siklin D3 ifadesinde de daha etkili bir azalma
saglamistir. Rapamisin ile roskovitin kombinasyonu, tek basina roskovitinin Siklin D1
ifadesinde yarattig1 etkiyi geri ¢ekerken; Siklin D3 ifadesinde daha kayda deger bir azalmaya
yol agmugstir (Sekil 23).
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Sekil 23. Rapamisin ile CDK inhbitorleri kombinasyonu PI3K/AKT/mTOR sinyal
iletiminde yer alan protein ekspresyon diizeylerini etkilemektedir. Total protein
izolasyonunun ardindan 30 pg protein %12 lik SDS-PAGE jel ile ayrildi ve
immunoblotlama yontemi ile PI3K p85, p-PDK, AKT, pAkt, GSK3, mTOR, p-mTOR,
p-p70S6K, p-FoxO3 (T32) protein ekspresyon seviyeleri incelendi.
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3.5. Rapamisinin CDK inhibitorleri ile es uygulanmas1i ODC’nin

baskilanmasini engelleyerek hiicre i¢i poliamin seviyesinin diismesini engellemektedir

mTOR sinyal yolagi enerji metabolizmasi ile hiicrede biiylime, ¢ogalma, protein sentezi
gibi yasamsal faaliyetleri diizenlemektedir. Bazi aminoasit tiirevlerinin eksikligi otofajiye
neden olarak hiicrenin stres kosullarinda 6liimden kagisini saglamaktadir. Bir amin tiirevi olan
poliaminlerin CDK inhibitorleri ile tetiklenen apoptotik/otofajik siirecte etkili olabilecegi
diistiniilmektedir. Bu etkiyi belirlemek iizere immunoblot yontemi ile ODC, PAO, SSAT
ifade diizeyleri incelendi (Sekil 24). Poliamin biyosentez enzimi olarak gorev alan ODC’nin
ifade diizeyi, purvalanol uygulamasi ile kayda deger br seckilde etkilenmemistir, fakat
roskovitin ODC ifadesini belirgin bir sekilde azaltmistir. Her iki ilacin rapamisin ile
kombinasyonu ODC seviyesinde artisa neden olmustur. Poliamin metabolizmasinda ODC’yi
baskilayan antizim (AZ) ifadesinde rapamisin varlifinda azalma goriilmiistiir. Antizim
inhbitorii (AZI) ifadesinde ise bu veriyi destekleyecek sekilde rapamisin varliginda artis
gozlenmistir. Rapamisin poliamin katabolizmasinda rol oynayan PAO ifadesinde belli bir
degisiklik yaratmamistir. Her iki CDK inhibitorii PAO ifadesini yliksek miktarda arttirmistir.
Bu sonugtan yola ¢ikarak purvalanol ve roskovitinin hiicre i¢i poliamin seviyesinde azalmaya
neden oldugunu gosterilmistir. Her iki ilacin rapamisin ile kombinasyonu PAO ifadesinde
purvalanol ve roskovitinin yarattigr etkinin geri ¢ekilmesine neden olmustur. Poliamin
katabolizmasinda rol oynayan bir diger enzim SSAT ifadesinde rapamisin uygulanmasiyla
azalma gergeklesmistir. Purvalanol SSAT ifadesini arttirmis; fakat roskovitin kontrolle
kiyaslandiginda SSAT ifadesinde azalmaya neden olmustur. Rapamisin kombinasyonu
purvalanoliin yarattig1 etkiyi geri c¢ekerek, SSAT ifadesinde azalmaya Sebep olmustur.
Rapamisin ile roskovitin kombinasyonu SSAT ifadesini kontrolle kiyaslandiginda azaltmistir.
Rapamisinin kombinasyonu ile poliamin katabolizmasinda gorev alan enzimlerin azalmasi
hiicrede poliamin katabolizmasi ile olusan reaktif oksijen tiirlerinde (ROS) azalmistir. ROS
seviyesindeki azalma apoptoz ile otofaji arasindaki denge/gecis siirecini etkileyen bir diger

veri olmustur.
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Sekil 24. Rapamisin ile CDK inhbitorleri kombinasyonu hiicre ici poliamin
seviyesini iizerinde etkili olmaktadir. A.Total protein izolasyonunun ardindan 30 pg
protein SDS-PAGE jel ile ayrildi ve immunoblotlama yontemi ile PAO, ODC, SSAT c-
Myc protein ifade diizeyleri incelendi. f-aktin yiikleme kontrolii olarak
gosterilmektedir. B. Kombine ila¢ uygulamalarindan sonra hiicre metabolizmasindaki
reaktif oksijen tiirlerindeki (ROS) degisim, DCFDH-DA (1 mM) floresan boyama
ardindan 485-530 nm de florometre ile dl¢iildii.

Bu arastirma kapsaminda hiicre sagkalim, apoptotik hiicre 6liimii arasindaki iligskinin
poliamin yolaginin hedef alinarak sorgulanmasi ile ilgili amaglar dogrultusunda putresin,
spermidin ve spermin igerikleri HPLC ile benzoilasyon yontemi sonucunda standart putresin,
spermidin ve spermin okumalara gore sirasi ile drneklerde belirlenmis ve toplam protein
diizeyinde hesaplanarak asagida yer alan Sekil 25’te sunulmaktadir. Tiim hiicreler igin
poliamin igerikleri ile ilgili deneyler en az iki farkli kiiltiir ortamindan elde edilen 2 tekrarli
orneklerde belirlenmis olup, halen calismalar laboratuvarlarimizda devam etmektedir.
Ozellikle poliaminlerin; spermidin ve spermin’in otofaji ve apoptotik mekanizmalar ile ilgili
iliskileri olduk¢a yeni tartisilmakta olan arastirma konularindan olup, ilgili dogal

poliaminlerin sentetik analoglarinin bu anlamda terapotik etkinlikleri umut vaadetmektedir.
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Bu nedenle tez ¢alismasi kapsaminda ODC ile birlikte ¢aligan c-myc, bir protoonkogen PI3K-
AKT-RAS sinyal ekseninin hedeflerinden bir tanesi olarak incelenmesi gerektigi
diistiniilmiistiir. Bu nedenle poliamin diizeylerinin irdelenmesi yolu ile poliaminlerin hem
biyosentez hem de katabolik yonden, hiicre sag kalim/apoptoz kararina katildiklar
gosterilmistir. Ek olarak, hiicre igerisinde biyosentezi kontrol eden AZl ve OAZ ifade
diizeylerine ek olarak bu donem igerisinde c-myc ODC ifadesi ile iligkili olarak
sorgulanmistir. Roskovitin ile rapamisin uygulanmasi sonucunda putresin diizeylerinde
goriilen degisim sadece rapamisine veya roskovitin uygulamalarina oranla anlamli diizeyde
degisime neden olmustur (Sekil 25. Bonferroni’nin ¢oklu Anova testine gore ** p=0,0016 vs

rapamisin, *** p=0,002 vs roskovitin).
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Kontrol Rapamisin Purvalanol Roskovitn ~ Purv+ Rosk.+
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Sekil 25 Rapamisin ile kombine edilen CDK inhibitorlerinin, purvalanol ve
roskovitin uygulamasinin LNCaP prostat kanseri hiicrelerinde hiicre ic¢i poliamin
diizeylerine etkisinin gosterimi. Kolon grafik 2 farkh kiiltiir ortamindan elde edilen 2
tekrarh orneklerin ortalama+tstandard hata olarak sunulmaktadir.
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3.6. DU 145 AR (-) Prostat Kanseri Hiicrelerinde Rapamisin, CDK

inhibitorlerinin hiicre canhih@inda yarattig: etkiyi geri cekmektedir

Rapamisin (10 nM) ile CDK inhibitorleri, purvalanol (20 pM) veya roskovitin (30 uM)
kombinasyonunun DU 145 AR (-) prostat kanseri hiicre canliligina olan etkisini belirlemek
iizere MTT hiicre canlilig1 testi ger¢eklestirildi. Rapamisin tek bagina hiicre canliligini anlaml
diizeyde etkilememistir. Purvalanol ile kombine edildiginde, purvalanoliin hiicre
canlilifindaki azalmaya olan etkisini geri ¢cekmistir. Roskovitin ile kombine edildiginde de
benzer sonuclar goriilmiistiir (Sekil 26A). Rapamisinin zamana bagl olarak hiicre canliliginda
olusturdugu etkiyi belirlemek iizere tripan mavisi ile hiicreler boyanarak haemositometrede
sayllmistir. Tripan mavisi boyamasi ile hiicrelerde 96 saat boyunca rapamisin varliginda hiicre
cogalmasi kontrol edilmistir. Tripan mavisi ile boyanan hiicreler toplam sayilan hiicreden
cikartilarak eksponential biiylime kinetigi egrisi elde edilmistir. DU 145 hiicreleri uygulama
yapilmadan stirekli boliiniirken, rapamisin varliginda boliinme indeksi baskilanmistir (Sekil
26B). Bu veri MTT hiicre canlilifindan elde edilen verilerle benzer sekilde
degerlendirilmigtir. Rapamisin hiicre canliligima ket vurmamakta ama hiicrelerin bdliinme
indekslerini  baskilayict etki gostermektedir. Rapamisin CDK inhibitorleri beraber
uygulandiginda, CDK inhibitorlerinin hiicre canliligina ket vurucu etkisini dnlemektedir.
Rapamisinin terapotik yetkinliginin sorgulanabilmesi amaci ile apoptotik siire¢ ile ilgili
iliskisini tartismak iizere DNA kiriklar1 Cell Death ELIZA testi ile belirlendi (Sekil 26C). DU
145 prostat kanseri hiicrelerinde purvalanol uygulamasi yaklasik 4,5 kat oraninda apoptotik
hiicre 6liimii tetiklerken, roskovitin hiicre 6liimiinti yaklasik 3 kat arttirmistir. Bu oran hig
uygulama yapilmayan kontrol hiicrelerine gore anlamli bir artis olarak belirlenmistir. DU 145
prostat kanseri hiicrelerinde rapamisin DNA kiriklarim1 24 saat uygulama sonrasinda
tetiklememekle birlikte, CDK inhibitdrlerinin apoptotik etkinligini degistirmemektedir (ns=
p>0,01 iki yonlii ANOVA Bonferronni coklu karsilastirma testi). Bu sonuglar her iki CDK
inhibitériiniin DU 145 prostat kanseri hiicrelerindeki apoptotik siireci farkli noktalarda
tetikledigini diisiindiirmektedir. Elde edilen bu bulgularin dogrulanmasi amaci ile MMP,
DiOC6 boyama ile florometre Olgiimleri ve floresan mikroskobunda goriintilleme ile
belirlenmistir (Sekil 26D). Rapamisin MMP kaybini1 her iki CDKi ile arttirmistir. Bu sonugtan
yola ¢ikilarak CDK inhibitorlerinin rapamisin ile kombinasyonu apoptozun intrinsik sinyal

yolag1 iizerinden hiicre 6liimiine neden oldugunu diisiindiirmektedir.
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Sekil 26. Rapamisin, CDK inhibitorlerinin, purvalanol ve roskovitin, apoptotik
hiicre 6liimii mekanizmasi iizerinde etkisinin modellenmesi. A. DU 145 AR (-) prostat
kanseri hiicre canliigis MTT testi ile hiicrelerde ilaclarin etkisi gozlenmistir. Anlamhilik
testi iki yonliit ANOVA testi ile Bonferronni ¢coklu karsilastirma testi uygulanarak elde
edilmistir (**p=0,0025 purvalanol vs. purvalanol+rapamisin ;**p=0,0016 roskovitin vs.
roskovitin+rapamisin). Kolon grafikte yer alan sonuclar en az S farkh deney setinde yer
alan 4 tekrarin ortalam ve standart sapma olarak sunulmaktadir. B. Tripan mavisi ile
boyama yontemi ile 6lii-canh hiicrelerin sayim ile gerceklestirildi. Cizgi grafik 3 farkh
deney diizeneginden elde edilen verilerin ortalama ve standart sapmasi olarak
sunulmustur. C. CDK inhibitorlerinin rapamisin varh@inda veya yoklugunda DNA
fragmantasyonu iizerine olan etkisi DNA kiriklarnin belirlenmesi yolu ile belirlendi. D.
Rapamisin ile kombine edilen purvalanol ve roskovitinin DU 145 hiicrelerinde
mitokondriyal membran potansiyelinin bozulmasina bagh olarak, hiicre canhhgindaki
azalmaya olan etkisi DIOC6 boyama ile en az 3 deney setinde yer alan 4 tekrarh
sonug¢larin ortalama ve standart sapmasi olarak yer almaktadir. Sonuclar florometrede
485 — 538 nm’de olciilmiistiir.

DU 145 prostat kanseri hiicrelerinin CDK inhibitorlerinin uygulanmasi sonucu
rapamisin varhiginda veya yokluginda 1sik mikroskobu goriintiileri incelenmistir. Isik
mikroskobu gozlemlerinde vakuol yapilarinin arttigi gézlenmistir. Ozellikle rapamisin es
uygulamalar1 sonucu bu yapilarda artma daha da belirgin hale gelmistir (Sekil 27). MTT
hiicre canlilig1 verileri rapamisin es uygulamast purvalanol veya roskovitinin hiicre
canlilifindaki azalmaya olan etkisini geri gekmesine ragmen, es uygulamanin hiicre canliligini
yaklagik % 20 oraninda azalttigi gosterilmistir. Bu verileri dogrulamak iizere, floresan
mikroskopi yontemi ile 4,6 —diamidino-2’-fenilindol (DAPI) ve propidium iyodiir (PI)
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boyalar1 ile DU 145 prostat kanseri hiicrelerinde boyamalar1 gergeklestirilmistir (Sekil 28). PI
membran biitlinliigi bozulmus (61i) hiicrelere niifuz ederek 6li hiicrelerin goriiniir hale
gelmesini saglamaktadir. Purvalanol ve roskovitin uygulamasi 6li hiicre sayisinda artisa
neden olmustur. Rapamisin ile CDK inhibitorlerinin kombinasyonu daha 6nce yapilan MTT
hiicre canlilig1 analizi sonucunu destekleyecek sekilde saptanmaktadir. Bir niikleik asit boyasi
olan DAPI hiicre nukleusunu belirgin hale getirerek DNA kiriklarinin goriiniir duruma
gelmesini saglamaktadir. Purvalanol ve roskovitin bir ge¢ zamanli apoptoz belirteci olan
DNA kiriklarinin olusuma neden olmaktadir.
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Sekil 27. Rapamisin ile kombine edilen CDK inhibitorlerinin DU 145 prostat
kanseri hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyeline olan etkisinin gosterilmesi.
CDK inhibitorleri, purvalanol (20 pM), roskovitin (30 puM) rapamycin (10 nM)
varhginda veya yoklugunda 24 saat boyunca uygulandi. DiOC6 (4 mM) ile boyanan
hiicreler floresan mikroskobunda incelendi (x20-x40).

DiOC6 boyama

Rapamisin
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Sekil 28. Rapamisin ile kombine edilen CDK inhibitorleri ile tetiklenen hiicre
olimiininm DU 145 prostat kanseri hiicrelerinde gosterimi. CDK inhibitorleri,
purvalanol (20 nM), roskovitin (30 pM) rapamisin (10 nM) varhginda veya yoklugunda
24 saat boyunca uygulandi. Propidium iyodiir (PI) (1 mM) ve DAPI (0,5 mM) ile
boyanan hiicreler floresan mikroskobunda incelendi (x20-x40).

3.7. Rapamisin Kaspaza Bagimh Apoptozu inhibe Etmektedir

Rapamisin ile kombine edilerek uygulanan purvalanol veya roskovitin’in apoptotik
etkinligi DU 145 AR (-) prostat kanseri hiicrelerinde apoptoza 6zgii PARP kesilimi, kaspaz 3,
kaspaz 7, kaspaz 2 proteinlerinin incelenmesi ile yolu ile irdelenmistir. Rapamisin tek basina
uygulandiginda DU 145 hiicrelerinde PARP’in fragmentlerine ayrilmasina neden
olmamaktadir. Purvalanol ve roskovitin PARP kesilimini kayda deger bir sekilde arttirmigtir.
Ancak rapamisin purvalanol tarafindan tetiklenen PARP fragmentlerini indirgerken,
roskovitinin etkinligini arttirmaktadir. Hernekadar Cell Death ELIZA sonuglari, rapamisinin
ilaclarin apoptotik etkilerini degistirmedigini gosterse de, PARP kesimi iizerinde rapamisin
purvalanol ve roskovitin kombinasyonu DU 145 prostat kanseri hiicre hatlarinda apoptoz
lizerinde farkli etkiler yaratmistir. Bunu desteklemek iizere kaspaz 7 ifade diizeyi
incelendiginde her bir CDK inhibitorii tek basina pro-kaspaz 7 ifade diizeyini azaltmistir. Bu

durum kaspaz-7 aktivasyonu olarak kabul edilmistir. Rapamisin ile CDK inhibitorlerinin
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kombinasyonu pro-kaspaz 7 ifade diizeyini azaltmistir. Rapamisin pro-kaspaz 3 iizerinde
belirgin bir degisiklige yol agmamustir. Purvalanol pro-kaspaz 3 ifade diizeyini azaltmistir.
Purvalanol DU 145 prostat kanseri hiicre hatlarinda apoptozu kaspaza bagimli bir sekilde
gerceklestirdigi gosterilmistir. Roskovitin ise pro-kaspaz 3 ifade diizeyini degistirmemistir.
Rapamisin kombinasyonu her iki CDK inhibitorii i¢in pro-kaspaz 3 diizeyinde belirgin bir
degisiklik meydana getirmemistir. CDK inhibitdrlerinin 6liim domeni (DD) yolagini apoptozu
tetiklemek tizere segerek Kaspaz 2 aktivasyonunda belirgin bir degisiklige neden olmamustir.
Rapamisin pro-kaspaz 2 ifade diizeyini kontrol ile kiyaslandiginda arttirmistir. Rapamisin ile
roskovitin es uygulamasi pro-kaspaz 2 ifade diizeyini azaltmistir (Sekil 29). Bu sonuglardan

yola ¢ikarak DD yolaginin CDK inhibitorlerinin segilen dozlar ig¢in primer bir yolak olmadigi

anlagilmistir.
A. B.
Rapamycin (10 nM) -+ . +
Purvalanol0pM) - - + - + -
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Sekil 29. Rapamisin ile kombine edilen CDK inhibitorlerinin kaspaza bagimh
apoptoza etkisi. A. Total protein izolasyonunun ardindan 30 pg protein %12’ lik SDS-
PAGE jel ile ayrildi ve immunoblotlama yontemi ile PARP, Kaspaz-2.3.7, protein
ifadeleri incelendi. B. Kombine ila¢ uygulamasinin kaspaza bagimh yolak iizerindeki
etkisini belirlemek iizere, genel kaspaz inhibitorii (Z-VAD) ve kaspaz 9 inhibitorii (z-
LEHD-fmk) ila¢ uygulamalarindan 1 saat 6nce 10 pM olacak sekilde uygulandi. Kaspaz
inhibitorlerinin hiicreler iizerindeki etkisi MTT hiicre canlilig1 analizi ile incelendi.
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Her iki CDK inhibitoriiniin rapamisin ile es uygulamasiyla DU 145 prostat kanseri
hiicreleri lizerinde apoptotik mekanizmalar farkli yonde etkiledikleri belirlenmistir. Bu veriyi
desteklemek tizere hiicrelere 6n uygulama ile (1 saat) pan-kaspaz inhibitorii (z-VAD-FMK)
veya kaspaz-9 inhibitorii (z-LEHD-FMK) uygulandi. Ardindan ilaglar tek tek veya kombine
olarak uygulandilar. Bu siirecte kaspaz inhibitorlerinin etkisi MTT hiicre canliligr tespiti ile
incelendi. Elde edilen sonuglara gore, kaspaz inhbitorleri uygulandiginda ilaglarin sitotoksik
etkilerinin devam ettigi gosterilmistir. Purvalanol ile pan-kaspaz inhibitorii 6n uygulamasi
yapilan hiicrelerde canli hiicre sayisinda artis goézlenmistir. Purvalanol ve roskovitin hiicre
canliligin1 farkli mekanizmalar {izerinden inhibe etmektedirler (Sekil 29B). Rapamisin her iKi

CDK inhibitoriiniin hiicre canliligini baskilayic etkisini ortadan kaldirmustir.

Rapamisin varliginda veya yoklugunda purvalanol veya roskovitinin DU 145 hiicreleri
tizerindeki apoptotik etkisinin anlasilmasina yonelik olarak, pro-apoptotik ve anti-apoptotik
Bcl-2 protein ailesi iiyelerinin ifade diizeyleri incelenmistir. Rapamisin BimEL ifade
diizeyinde belirgin bir etki yaratmamistir. Bunun tersine, CDK inhbitorleri; purvalanol ve
roskovitin BimEL ifade diizeyini anlamli diizeyde azaltmistir. Rapamisin kombinasyonu
BimEL diizeyinde purvalanol ve roskovitinin olusturdugu etkiyi bir miktar geri ¢ekmistir.
Yine rapamisin ile kombine edilen herbir CDK inhibitoriiniin DU 145 hiicrelerine
uygulanmasi sonucunda Bad ifade diizeyi azalirken, p-Bad artmigtir. Rapamisin ile roskovitin
es uygulamasi p-Bad ifade diizeyini PARP ve kaspaz 7 kesilimi ile benzer sonucu vererek
arttirmigtir. Mitokondriyal membran permeabilizasyonunda onemli gorevi olan Bak ifade
diizeyi rapamisin ile kontrol hiicrelere oranla artmis, ancak her iki CDK inhibitorii Bak ifade
diizeyini belirgin bir sekilde arttirmistir. Rapamisin ile CDK inhibitérlerinin kombinasyonu

Bak ifade diizeyini arttiric etki gdstermektedir (Sekil 30).

Bax ifade diizeyi purvalanol ve roskovitin uygulamasi sonucunda kontrol hiicrelere gore
kayda deger diizeyde artarken, rapamisin kombinasyonu ile bu etki ortadan kalkmigtir. Bid
ifade diizeyinde belirgin bir degisiklik saptanmamistir. Bak/Bax ile iletisim halinde oldugu
bilinen Puma ifadesi her bir CDK inhibitdriiniin rapamisin kombinasyonu sonucunda tek tek
ilag uygulanmasina gore artis gostermektedir. Bu sonuca benzer sekilde, kaspaz 9 ile
etkilesim halinde olan Apaf-1 ifade diizeyi her bir CDK inhibitorii tarafindan arttirilmis ve
rapamisin es uygulamasi bu etkiyi arttiric1 etkinlik gostermistir. Puma gibi p53 tarafindan

transkripsiyonu gerceklestirilen Noxa ifade diizeyi purvalanol ile artmistir. Roskovitininin
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etkisi ise purvalanole gore daha az olarak saptanmistir. Ancak her iki ilacin etkisi rapamisin
kombinasyonu ile azalmistir. Tim bu sonuglardan yola ¢ikarak, pro-apoptotik proteinlerin
ifade diizeyleri incelendiginde her iki CDK inhibitoriiniin farkli Bcl-2 ailesi iiyeleri ile
etkilesime girerek apoptotik karar iizerinde etkili olduklar1 ileri siiriilebilir. Ozellikle
roskovitin ile rapamisin kombinasyonu, purvalanol ile rapamisin kombinasyonuna gore
apoptotik mekanizma tizerinde daha etkili olmaktadir. Ancak Bcl-2 ailesi tiyeleri arasindaki
dengenin anlasilabilmesine yonelik olarak ayrica anti-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerinin ifade
diizeyi ayni deney diizeneginde incelenmistir. Bcl-2 ve Bcl-x, ifade diizeyleri CDK
inhibitorleri tarafindan azaltilmis ve rapamisin bu etkiyi arttirmistir. Ancak CDK
inhibitorlerinin Mcl-1 tizerindeki baskilayici etkisi rapamisin ile kombine edildiginde her bir
ilag i¢in farkli etkilesime neden olmustur. Rapamisin roskovitin ile es uygulandiginda Mcl-1
ifadesini daha fazla azaltmakta ancak purvalanol {izerinde boyle bir etki gostermemektedir.
Anti- apoptotik mekanizma ile iligkili olarak rol alan survivin ifade diizeyi her iki CDK
inhibitorii uygulamasi sonucunda azalmigtir. Rapamisin es uygulamasi purvalanoliin survivin
tizerindeki etkisini azaltmistir. Roskovitin ile rapamisin kombinasyonu survivin ifade

diizeyinin daha da azalmasina yol agmistir (Sekil 30A).

Purvalanol veya roskovitinin DU 145 prostat kanseri hiicrelerinde apoptotik mekanizma
iizerindeki etkinliklerinin daha iyi tartigilabilmesi icin dogal bir otofaji indiikleyicisi olan
rapamisin ile kombine edilen ilaglarin otofajik regiilasyon iizerindeki rollerinin incelenmesine
karar verilmistir. Bu amagla, otofajik yapilarin olugsmasinda gorev alan markirlarin; Beclin-1,
LC3I/II, AtgS, Atgl2, Atg7, Atg3, p62 ifade diizeyleri immunoblotlama yontemi ile
incelenmistir. Beclin-1 ifade diizeyi her iki CDK inhibitorleri uygulanmasi durumunda bir

degisiklik gostermemistir.

Rapamisin ile es uygulama sonucunda CDK inhibitérleri Beclin-1 ifade diizeyini
azaltmistir. LC3I kesilimi purvalanol ile azalirken, roskovitin uygulamasi ile artmigstir. Her 1ki
CDK inhibitdriiniin rapamisin ile kombinasyonu LC3I kesilimini arttirmistir. Otofagozom
yapilarinin olusumunda LC3 ile etkilesim i¢inde olan Atg5 ifade diizeyi rapamisin es
uygulamasi ile artmistir (Sekil 30). Atg5 ifade diizeyi purvalanol ile tetiklenirken roskovitin
ile herhangi bir degisiklige ugramamistir. Ancak rapamisin kombinasyonu sonucunda CDK
inhibitorlerinin Atg5 ifade diizeyini daha da azaltmasina neden olmustur. Atgl2 ifadesi CDK
inhibitorleri ile azalmigtir. Rapamisin ile roskovitin kombinasyonu Atgl2 ifade diizeyini

arttirmigtir. Atgl2 ile etkilesim halinde olan Atg7 diizeyi rapamisin kombinasyonu ile artis
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gostermistir. Atg3 ifadesi rapamisin ve purvalanol ile azalmistir. Roskovitin kontrol ile
kiyaslandiginda belirgin bir etki yaratmamstir. Purvalanol ve roskovitin kombinasyonu Atg3
ifadesini kontrol ile kiyaslandiginda degistirmemistir, fakat roskovitin ile rapamisin es
uygulamasi1 Atg3 ifadesini ortadan kaldirmistir. p62 ifadesi rapamisin ve purvalanol ile
azalmistir. Roskovitin p62 ifade diizeyini daha belirgin bir sekilde azaltmistir. Her iki CDK
inhibitorl rapamisin ile kombine edildiginde p62 ifadesini etkili sekilde azaltmistir. Bu veri
ile otofaji indiiklendigi zaman p62 seviyesinde azalmaya neden oldugu sonucuna varilmistir
(Sekil 30). Bu nedenle roskovitinin hem apoptotik hem de otofajik mekanizma {izerinde son

derece kuvvetli bir ajan oldugu ortaya ¢ikmistir.

Ayrica rapamisin es uygulamasi sonucunda CDK inhibitdrlerinin otofajik markirlar
izerindeki etkisini anlamak iizere monodansil kadaverin (MDC) boyama gerceklestirilerek
otofajik yapilar incelenmistir. Rapamisin otofajik yapilarda belirgin bir artisa neden olmustur.
Sadece purvalanol veya roskovitin uygulamasi DU 145 prostat kanseri hiicrelerinde otofajik
yapilarda belirgin bir artisa neden olmazken, her iki ilacin rapamisin ile kombinasyonu
otofagozom yapilarinm arttirmistir (Sekil 31). Bu veriler daha dnce elde edilen 151k mikroskobu

morfolojik incelemeleri ile uyumluluk gostermektedir.
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Sekil 30. Rapamisin es uygulamasinin CDK inhibitérlerinin apoptotik ve otofajik
markirlar iizerine etkisinin modellenmesi. Total protein izolasyonunun ardindan 30 pg
protein immunoblotlama yontemi ile yukarida gosterilen proteinler icin incelenmistir.
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Sekil 31. MDC boyama sonucunda asidik vesikiillerin DU 145 prostat kanseri hiicrelerinde gosterimi. Secilen resimler 400x
biiyiitme ile gosterilmektedir.
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DU 145 prostat kanseri hiicre hatlarinda tiim ajanlar ve tiim otofaji mekanizmasin
baskilayan uygulamalar kontrole kiyasla hiicre canliligini azaltmaktadir (*** p<0,001 vs
kontrol, her ajan i¢in). DU 145 prostat kanseri hiicrelerinde rapamisin CDK inhibitorlerinin
apoptotik etkinligi iizerinde herhangi bir arttiric1 etki gostermezken, otofaji yolaginin
rapamisin tarafindan tetiklendigi anlasilmaktadir (Sekil 31). DU 145 androjen hormonuna
duyarsiz prostat kanseri hiicrelerinde, rapamisin kendi basina uygulandiginda otofajik vesikiil
sayisint arttirmigtir (Sekil 31). Ancak rapamisin CDK inhibitorlerinin her birisi ile birlikte
uygulandiginda ise, hiicre morfolojisinde belirgin bozunmaya neden olmaktadir (yuvarlak ve
morfolojik degisim). 3-MA uygulamasi kendi basina rapamisin (10 nM) uygulamasinin
tetiklemis oldugu vesikiil olusumunu engellemekte olup, benzer etki Beclin-1 siRNA 6n
uygulamasi gergeklestirilmis hiicrelerde rapamisin uygulamasi sonrasinda da goriilmiistiir

(Sekil 32).

DU 145

- -
3-MA+

R LC-3 siRNA+
Bedin-1 siRNA

Hucre Canliligi Abs. 595 nm)

Kontrol Rapamisin Purvalanol Roskovitin Purvalanol+ Roskovitin+
Rapamisin Rapamisin

Sekil 32. Androjene duyarsiz DU 145 prostat kanseri hiicrelerinde 3-MA, LC3
SiRNA veya Beclin-1 siRNA uygulamasi ile otofaji yolaginin baskilandigi durumlarda
CDK inhibitorleri ve rapamisinin etkisinin hiicre canlili@: verileri ile irdelenmesi. Kolon
grafik dort tekrarhh deney sonuclarimin ortalamatstandard hata sunumu seklinde yer
almaktadr.

Literatiirde rapamisinin LC3-I den LC-31I e doniisiimii tetikleme potansiyeli yiiksek bir
ajan olduguna dikkati ¢cekmektedir. Ancak LC3 siRNA ile rapamisin uygulanan hiicrelerde
vesikiil sayisinda rapamisine oranla bir degisim saptanmamustir (Sekil 32). Bu durumda DU
145 hiicrelerinde ya LC3 siRNA kayda deger bir etki gdstermemis (siRNA optimizasyonu

gerekmekte) ya da rapamisin tarafindan tetiklenen otofajik regiilasyon agisindan LC3den
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bagimsiz bir otofajik diizenlenme olabilecegi diistiniilmiistiir. LC3 kesiliminin rapamisin ile
baskilanan mTOR yolagina bagli olarak otofajik yolaktaki rolii ileride yeniden zamana bagli

rapamisin uygulamasi ile irdelenmesi gerekliligi ortaya ¢ikmistir.

Rapamisine benzer sekilde CDK inhibitorleri, purvalanol veya roskovitine uygulanan
DU 145 prostat kanseri hiicrelerinde de vesikiiller gézlenmis ve 3-MA veya Beclin-1 siRNA
uygulamasi ile hiicrelerde vesikiill sayisinda azalma, hiicre morfolojisinde bozunma
saptanmistir. Bu nedenle her iki CDK inhibitoriin hem apoptotik hem de otofajik yonde etki
gosterebilecegi sonucuna varilmistir. Bu noktada LC3 siRNA kendi basina uygulandiginda
herhangi bir hiicre morfolojisinde degisiklie neden olmamakla birlikte, MDC boyama ile
CDK inhibitorleri tarafindan tetiklenen vesikiil olusumu LC3 siRNA ile indirgenmemistir,

ancak bu durumun tersine hiicresel morfoloji bozunmustur.

Otofajik diizenlenmenin son evresi olan otofajik vesikiillerin lizozomlar ile birleserek
otolizozomlar1 olusturma evresi oldugu i¢in hiicre i¢i toplam lizozom etkinliginin artmasina
yonelik olarak lysotracker kirmizisi ile boyama gerceklestirilmistir. Sekil 7°de gorildigi
iizere aktif lizozomlar kirmizi renkte goriillmektedir. DU 145 hiicrelerine rapamisin,
purvalanol veya roskovitin uygulanmasi sonucunda aktif lizozomlar gosterilmistir. Rapamisin
ile purvalanol es uygulamasi sonucunda yesil renkli vesikiillerde artis goriilmiistiir. Rapamisin

ile roskovitin kombinasyonu kirmizi lizozomal vesikiillerde artisa neden olmustur (Sekil 33).
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Sekil 33. CDK inhibitorleri ile kombine edilen rapamisinin DU 145 AR (-) prostat
kanseri hiicrelerinde asidik vakuol olusumuna etkisi. 1x10* hiicre/kuyu lamel iizerine
ekildi. CDK inhibitorleri, purvalanol (20 pM), roskovitin (30 uM) rapamisin (10 nM)
varhginda veya yoklugunda 24 saat boyunca uygulandi. Lysotracker kirmizis1 (1 mM)
ile 30 dk inkiibe edildi. Floresan mikroskobunda 100x ile goriintiilendi.

3.8. Rapamisin ile Kombine Edilen CDK Inhibitorlerinin Apoptotik/Otofajik
Mekanizma Uzerine Etkisinin Irdelenmesi Amaci ile PI3K/Akt Sinyal Yolagmn

incelenmesi

Rapamisin ile CDK inhibitorlerinin PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagma etkisini
belirlemek tizere immunoblot yontemi ile PTEN, PI3K p85, Akt, p-Akt, Gsk3, p-Gsk3p, p-
MTOR, p-p70S6K, Siklin D1, Cdc2, p-Rb (S780), Rb4H1 ifade diizeyleri incelendi.
PTEN(+/+) olan DU145 hiicrelerinde PTEN fosforilasyonu purvalanol tarafindan kayda deger
sekilde artmistir, fakat ayni etki roskovitin ile olusmamistir. PTEN fosforilasyon diizeyi her
iki CDK inhibitorii ve rapamisin kombinasyonu ile etkili sekilde artis gostermistir. Her iki
CDK inhibitori DU 145 prostat kanseri hiicrelerinde PI3K p85 ifadesini azaltmistir.
Rapamisin tek basina PI3K p85 ifadesini degistirmezken, CDK inhibitorleri ile kombine
edildiginde PI3K p85 ifadesinde CDK inhibitdrlerinin etkisine ket vurmustur. Benzer sekilde
Akt ifade diizeyi rapamisin, purvalanol veya roskovitin uygulamasi sonucunda azalmstir.
Rapamisin es uygulamasi1 CDK inhibitdrlerinin etkisini degistirmemistir. CDK inhibitorleri p-

Akt diizeyini baskilamus; fakat rapamisin kombinasyonu ile p-Akt diizeyi artig gostermistir.
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Sekil 34. Rapamisin ile CDK inhbitorleri kombinasyonu PI3K/AKT/mTOR sinyal
iletiminde yer alan protein ekspresyon diizeylerini etkilemektedir. Total protein
izolasyonunun ardindan 30 pg protein % 12 lik SDS-PAGE jel ile ayrildi ve
immunoblotlama yontemi ile PTEN, PI3K p85, Akt, p-Akt, GSK3, p-GSK3p, p-mTOR
(S2448), p-p70S6K (T389), Siklin D1, Cdc2, p-Rb (780), Rb4H1 protein ekspresyon
seviyeleri incelendi. p-aktin yiikleme kontrolii amaciyla kullamldi.
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Akt alt sinyal yolaginda yer alan ve PTEN’nin fosforilasyonu diizenleyerek hiicre sagkalim
yolaklarinda 6nemli gorevi olan GSK3f diizeyi purvalanol ve roskovitin ile artig gosterirken,
rapamisin kombinasyonu bu etkiyi arttirmistir. Hiicrede enerji metabolizmasi, protein sentezi
gibi 6nemli rolleri olan mTOR ifade diizeyi rapamisin ile baskilanmistir. CDK inhibitorlerinin
de p-mTOR ifadesini baskilamasi, hiicre g¢ogalmasinin engellenmesinde enerji
metabolizmasini baskilanmasi gerektigini diisiindiirmiistir.

Rapamisin ile es uygulama her iki CDK inhibitoriiniin mTOR fosforilasyonunda artiga
neden olmustur. mTOR proteinin alt sinyal yolaginda hiicre ¢ogalmasi ile ilgili proteinlerin
sentezinde gorev alan p70S6K ifadesi rapamisin varhi§inda tamamen baskilanmistir. Bu
durumda mTOR’un alt yolaklarinin rapamisin varliginda baskilandig1 ve uygulanan 10 nM
rapamisin dozunun hiicrelerde istenilen etkinin modellenmesi igin yeterli oldugu goriisiine
vartlmistir. Hiicre siklusunun devami igin onemli bir rolii olan Siklin D1 ifadesi rapamisin
varliginda tamamen azalmistir. Her iki CDK inhibitéri Cdc2 ifadesini etkilememistir,
rapamisin varliginda ise Cdc2 ifadesi azalmistir. Rapamisin varliginda, p-Rb S780 ifadesi
Siklin D1 ile uyumlu olarak azalmistir. Purvalanol kontrole oranla p-Rb S780 ifadesini
arttirmistir. Benzer etkiler Rb4H1 ifadesinde de gozlenmistir. Bu sonuglara gére rapamisin ile
birlikte uygulanan CDK inhibitdrlerinin PI3K/Akt/mTOR sinyal yolagina etki ederek hiicre
siklusunu baskiladigi diisiiniilmektedir (Sekil 34).

3.9. Rapamisin CDK Inhibitérlerinin Poliamin Katabolizmasina Olan Etkisini
Geri Cekmektedir

Poliaminler hiicre proliferasyonunda 6nemli rolleri olan kiigiik alifatik polikatyonlardir.
Poliaminlerin hiicrelerde ¢ok miktarda bulunmasi, bozulan biyosentez yolagi, iyi ¢alismayan
katabolik mekanizma, hiicre membraninda alma/atma pompalarinda diizensizlikle birlikte
kanser progresyonu ve gelisiminde etkili olmaktadir. Ozellikle prostat hiicreleri diger
hiicrelere oranla en fazla poliamin igerigine sahiptirler. Bu nedenlerle poliaminler kanser
terapisinde 6nemli hedef haline gelmislerdir. CDK inhbitorleri poliamin katabolizmasinda
gorev alan PAO protein ifadesini arttirmaktadir. Rapamisin kombinasyonu CDK
inhibitorlerinin PAO {izerindeki etkisini degistirmemistir. Ancak SSAT protein ifadesi
rapamisin varliginda CDK inhibitorleri tarafindan arttirllmistir. Poliamin birincil biyosentez
enzimi ODC ifadesi ilag uygulamalari ile artmistir (Sekil 35).

Ancak rapamisin es uygulamasi soncunda CDK inhibitorleri tarafindan c-myc ifade

diizeyi azaltilmistir. ODC nin 6nemli bir transkripsiyon faktorii olan c-myc yoksunlugunda
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ODC diizeyinin de8ismemesi yine yikimi ile ilgili bir koruma mekanizmasini
diisiindiirtmektedir. Bu nedenle AZ ve AZI sonuglari 6nem arz etmektedir. c-myc sinyal
yolagindaki azalma ayrica c-jun ve c-fos ifade diizeyleri ile uyumlu olarak goriilmiistiir. CDK
inhibitorleri hernekadar c-myc, c-jun ve c-fos tizerinde arttirici etki gosterseler de, rapamisin
bu yolagin baskilanmasina neden olmaktadir. Ayrica DFMO, ODC’nin 6zgiil inhibit6rii olup
hiicrelerde 96 saat uygulandiktan sonra etki gostermektedir. DFMO varliginda CDK
inhibitorleri tarafindan tetiklenen apoptoz orani azalmistir. Bu noktada hiicre i¢i poliamin
iceriklerinin hiicre oliimii ile ilisikili olarak PAO enzim aktivitesi i¢in belirleyici oldugu
sonucuna varilmistir. PAO artis1 hiicrelerde H,O,’nin artmasina neden olmaktadir. Bu nedenle
hiicrelerde ROS belirlenmesine yonelik olarak DCFDH-DA ile boyama yapilmistir.
Rapamisin, ROS olusumunu azaltmasina ragmen, her iki CDK inhibitoriiniin meydana
getirdigi ROS miktarinda artisa neden olmaktadir (Sekil 35). Bu nedenle olusan ROS’larin
giiclii bir otofajik ajan varliginda (rapamisin) CDK inhibitorleri tarafindan tetiklenen otofaji

ve apoptoz gecis/denge siirecini etkiledigi diistiniilmektedir.
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Sekil 35. Rapamisin ile CDK inhbitorleri kombinasyonu hiicre i¢i poliamin
miktarlarinin diizenlenme mekanizmasi iizerinde etkili olmaktadir. Total protein

izolasyonunun ardindan 30 pg protein SDS-PAGE jel ile ayrildi ve immunoblotlama
yontemi ile PAO, SSAT, c-Myc, ODC, c-Jun, c-Fos proteinlerinin ifade diizeyleri
incelendi. B, 96 saat DFMO uygulamsinin ardindan 24 saalik purvalanol ve roskovitin
uygulamasinin DNA fragmantasyonu iizerine olan etkisi Cell Death ELIZA yontemi ile
belirlendi. C, Kombine ila¢ uygulamalarindan sonra hiicre metabolizmasindaki reaktif
oksijen tiirlerindeki (ROS) degisimi, DCFDH-DA (1 mM) floresan boyama ardindan
florometre (485-538 nm) ile dlciildii.

DU 145 prostat kanseri hiicrelerinde elde edilen poliamin diizeyleri ele alindiginda,
sadece roskovitin uygulamasi putresin seviyesinde artisa neden olmaktadir (Sekil 36. ***
p<0,001 vs kontrol, Bonferroni’s ANOVAZ2-way test). Bu etki rapamisin varliginda da devam
etmektedir (*** p<0,001, rapamisin+roskovitin vs rapamisin, ns: rapamisin+roskovitin vs
roskovitin). Spermidin ve spermin diizeylerinde benzer veriler elde edilmemistir. Purvalanol
veya rapamisin veya iki ajanin kombinasyonu poliamin igeriginde anlamli bir degisiklige

neden olmamaktadir (Sekil 36).
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Sekil 36. Rapamisin ile kombine edilen CDK inhibitorlerinin, purvalanol ve
roskovitin uygulamasinin DU 145 prostat kanseri hiicrelerinde hiicre poliamin
diizeylerine etkisinin gosterimi. Kolon grafik 2 farkh kiiltiir ortamindan elde edilen 2
tekrarh orneklerin ortalamatstandard hata olarak sunulmaktadir.

3.10. Androjene duyarsiz PC3 Prostat Kanseri Hiicrelerinde CDK

Inhibitérlerinin Terapotik Etkisinin Arastirlimasi

Rapamisin PC3 AR (-) prostat kanseri hiicre canliliginda kontrol hiicrelere oranla
belirgin bir etki gostermemistir. Purvalanol ile kombine edildiginde, purvalanoliin tek bagina
yarattig1 etkiyi arttirarak hiicre canliligini yaklagik % 40 oraninda azaltmistir. Roskovitin ile
kombine edildiginde ise hiicre canliligini yaklasik % 35 oraninda azaltarak, roskovitinin tek
basina hiicre canliligina olan etkisini bir miktar geri ¢ekmistir (Sekil 37A). Rapamisin
hiicreler tizerindeki etkisini anlamak iizere sagkalim analizi gergeklestirilmistir. Rapamisin
hiicrelerin bdliinme indekslerine ket vurmakta ancak sitotoksik bir etkiye neden olmamaktadir
(Sekil 37B). Rapamisin kombinasyonunun hiicre canliliginda yarattig1 etkinin MMP kayb ile
iliskisi, DIOC6 boyama ile floresan mikroskobu ve florometre Ol¢limii ile belirlendi.
Purvalanol ve roskovitin MMP kaybimi sirasiyla % 40 ve % 20 oraninda arttirmustir.
Rapamisin tek basina MMP kaybina neden olmazken her iki CDK inhibitori ile
kombinasyonu MMP kaybinda artis1 ortaya koymustur (Sekil 37C).

Isik mikroskobu goriintiileri incelendiginde, purvalanol uygulamasi ile hiicre yapisi
kiiclilmiistiir, roskovitin uygulamas: ile bu etkiye ek olarak hiicrede vakuol yapilarinin arttig1
gozlenmistir. Rapamisin ile CDK inhibitorlerinin kombinasyonu ile vakuolizasyon artmistir

(Sekil 38). Hiicre oliimiiniin daha iyi anlasilabilmesi amaci ile PC3 prostat kanseri hiicreleri
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DAPI ve Pl boyalar1 ile boyanarak floresan mikroskobu ile goriintiillendi. PI membran
biitiinliigli bozulmus (6li) hiicrelere niifuz ederek 6li hiicrelerin goriinlir hale gelmesini
saglamaktadir. Sadece purvalanol ve roskovitin uygulamasi 6lii hiicre sayisinda artisa neden
olmustur. Rapamisin ile CDK inhibitdrlerinin kombinasyonu daha 6nce yapilan MTT hiicre
canlilig1 analizi sonucunu destekleyecek sekilde ¢ikmistir. Bir niikleik asit boyasi olan DAPI
hiicre nukleusunu belirgin hale getirerek DNA kiriklarimin - goriiniir  hale gelmesini
saglamaktadir. Rapamisin DNA kiriklarinda belirgin bir artisa neden olmazken, purvalanol ve
roskovitin uygulamalari sonucu, bir ge¢ zamanli apoptoz belirteci olan DNA kiriklarini

gortiniir hale getirmistir. Rapamisin kombinasyonu ile DNA kiriklar1 gézlenmistir (Sekil 39).
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Sekil 37. Rapamisin, CDK inhibitorlerinin, purvalanol ve roskovitin, apoptotik
hiicre 6liimii mekanizmasi iizerinde etkisinin modellenmesi. A MTT hiicre canhhg testi
ile hiicrelerde ilaglarin etkisi gozlenmistir. Anlamhlik testi iki yonli ANOVA testi ile
Bonferronni coklu Kkarsilastirma testi uygulanarak elde edilmistir (purvalanol vs
purvalanol+rapamisin *p=0,0252; roskovitin vs roskovitin+rapamisin *p=0,0116).
Kolon grafikte yer alan sonuclar en az 5 farkh deney setinde yer alan 4 tekrarin
ortalami ve standart sapma olarak sunulmaktadir. B. Tripan mavisi ile 6lii hiicrelere
toplam hiicre sayisindan cikartilarak sag kalim grafigi her 24 saatte bir alinan sonuglar
ile birlikte 96 saat siiresi icin cizilmistir. Her bir deney sonucu en az iki deney setinde
yer alan 2 tekrarin ortalama ve standart sapmasi olarak ifade edilmektedir. C. DiOC6
boyama ile en az 3 deney setinde yer alan 4 tekrarin ortalamasi ve standart sapmasi
olarak sunulmaktadir. Sonuclar florometre 485 — 538 nm’de olciilmiistiir.
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Sekil 38. Rapamisin ile kombine edilen CDK inhibitérlerinin PC3 prostat kanseri
hiicrelerinde mitokondri membran potansiyeline olan etkisinin gosterilmesi. CDK
inhibitorleri, purvalanol (20 pM), roskovitin (30 pM) rapamisin (10 nM) varhginda veya
yoklugunda 24 saat boyunca uygulandi. DiOC6 (4 mM) ile boyanan hiicreler floresan
mikroskobunda incelendi (x20-x40)

3.11. Rapamisinin CDK inhibitorleri ile kombinasyonu PC3 hiicrelerinde

kaspaza bagimh hiicre éliimiine etkisinin gosterimi

Rapamisinin kaspaz yolag: ile iligkili olarak CDK inhibitorleri ile kombine edildigi
zaman PC3 hiicreleri iizerindeki etkileri belirlemek {izere immunoblotlama yontemi ile
kesilmis PARP, kesilmis kaspaz 7, kaspaz 3, kaspaz 2 ve kesilmis kaspaz 8 ifade diizeyleri
incelendi (Sekil 40). Rapamisin kesilmis PARP ve kesilmis kaspaz 7 ifadesini arttirirken,
kaspaz 3 ifadesinde belirgin bir degisiklie neden olmamistir. Purvalanol ve roskovitin
kesilmis PARP, kesilmis kaspaz 7 ifadesini arttirmakla birlikte, pro-kaspaz 3 ifadesini
azaltmasi apoptotik hiicre Oliimiini arttirmistir. Purvalanol ve roskovitin pro-kaspaz 2 ve
kesilmis kaspaz 8 ifadesinde belirgin bir degisiklik yaratmamistir. Bu sonug¢ purvalanol ve
roskovitinin PC3 prostat kanseri hiicrelerinde 6liim domeni yolaginda etkili olmadigt
sonucunu ortaya koymaktadir. Rapamisin ile purvalanol kombinasyonu, kontrol ile
kiyaslandiginda kesilmis PARP ve kesilmis kaspaz 7 ifadesini arttirmistir; fakat purvalanoliin
tek basina yarattig1 etki rapamisin kombinasyonu ile geri ¢ekilmistir.
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Sekil 39. Rapamisin ile kombine edilen CDK inhibitorleri ile tetiklenen hiicre
oliimiiniin PC3 prostat kanseri hiicrelerinde gosterimi. CDK inhibitorleri, purvalanol
(20 pM), roskovitin (30 pM) rapamisin (10 nM) varhginda veya yoklugunda 24 saat
boyunca uygulandi. Propidium iyodiir (PI) (1 mM) ve DAPI (0,5 mM) ile boyanan
hiicreler floresan mikroskobunda incelendi (x20-x40).
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Rapamisin ile purvalanol es uygulamasi pro-kaspaz 3 ifadesini azaltmustir, pro-kaspaz 2
ifadesini  degistirmemistir. Kesilmis kaspaz 8 ifadesi ise artmistir. Rapamisin
kombinasyonunun hiicrede farkli 6liim yolaklarina etki ettigi diisiiniilmektedir. Roskovitin ile
rapamisin kombinasyonu kesilmis PARP ve kesilmis kaspaz 7 ifadesini azaltmistir. Pro-
kaspaz 3 ve pro-kaspaz 2 ifadeleri azalirken, kesilmis kaspaz 8 ifadesinin artmasi roskovitin
ile rapamisin es uygulamasinin hiicrede tiim kaspaz yolaklarina etki ettigini diistindiirmektedir
(Sekil 40A). Rapamisinin her bir CDK inhibitorii ile kaspaza bagli apoptotik hiicre 6liimiinde
farkli cevaplar yaratmasi her iki ilacin hiicre 6liimiinii farkli yolaklar iizerinden tetikledigini
gostermektedir. Bu veriyi dogrulamak iizere, hiicrelere 6n uygulama ile (1 saat) z-VAD-FMK
veya z-LEHD-FMK uygulandi. Ardindan ilaglar tek tek veya kombine olarak uygulandilar.
Bu siirecte kaspaz inhibitorlerinin etkisi MTT hiicre canlilig1 testi ile incelendi. Elde edilen
sonuglara gore, kaspaz inhbitorleri uygulandiginda ilaglarin sitotoksik etkilerinin devam ettigi

gosterilmistir (Sekil 40 B).
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MTT hiicre canlilig1 analizi sonucunda, z-LEHD-FMK 6n uygulamasi purvalanol ve
roskovitin ile rapamisin kombinasyonlari, yalniz purvalanol ve roskovitin uygulamalar ile
kiyaslandiginda hiicre canliliginda artisa neden olmustur. Diger dikkat ¢eken sonug ise; pan-
kaspaz inhibitorii uygulandiginda hiicre canliliinda azalmanin gergeklesmesidir (Sekil 40B).
Bu sonuca gore, rapamisin kombinasyonunun CDK inhibitorleri ile mitokondri tiirevli hiicre
yolaginin tetiklenmesinin  yanisira aymi zamanda baska apoptotik hiicre Sliimi

mekanizmalarinin tetiklenmesine de neden oldugu diistiniilmektedir.

Rapamisin varliginda ve yoklugunda purvalanol veya roskovitinin PC3 hiicreleri
iizerindeki apoptotik etki mekanizmasinin agiklia kavusturulmasina yonelik olarak, pro-
apoptotik ve anti-apoptotik Bcl-2 protein ailesi iiyelerinin ifade diizeyleri incelenmistir (Sekil
41). Apoptotik siirecin baslatilmasinda 6nemli bir rolii olan Bad ve p-Bad rapamisin ve
purvalanol uygulamalari ile aktive olurken, roskovitin ve rapamisin kombinasyonlar1 benzer
sonuglar gostermemistir. MMP i¢in lider molekiiller olan Bax/Bak protein ifadeleri rapamisin

ve purvalanol ile artmistir.

Roskovitin Bax proteininin ifade diizeyini tetiklerken, Bak ifadesinde lizerinde bir
degisiklige neden olmamaktadir. Rapamisin ile purvalanol kombinasyonu Bak ifadesini
baskilamis, Bax ifadesinde ise artisa neden olmustur. Rapamisin ile roskovitin ise tam zit etki
gostermistir. Rapamisin her bir CDK inhibitoriinlin apoptotik siiregte etki ettigi
mekanizmalarda farkliliga neden olmaktadir. Kaspaz 8 in alt sinyal yolaginda bulunan Bid
proteini, mitokondriyal membran gecirgenliginin arttirarak sitokrom c nin salinimi arttiran
onemli bir faktordiir. Buna gore Bid ifadesi kaspaz 8 ifadesi ile uyumlu sonuglar vermistir.

Bid fragmentasyonu rapamisin, purvalanol ver roskovitin uygulamalari ile artmistir.
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Sekil 40. Rapamisin ile kombine edilen CDK inhibitorlerinin kaspaza bagimh apoptoza etkisinin modellenmesi. A. Rapamisin (10
nM) ile purvalanol (20 uM), roskovitin (30 uM) yalmz veya kombine edilerek 24 saat boyunca uygulandi. Total protein izolasyonunun
ardindan 30 pg protein %12’ lik SDS-PAGE jel ile ayrildi ve immunoblotlama yéntemi ile kesilmis PARP, kaspaz-2,3,7, 8 protein
ifadeleri incelendi. B. Kombine ila¢ uygulamasimin kaspaza bagimh yolak iizerindeki etkisini belirlemek iizere, genel kaspaz inhibitorii
(Z-VAD) ve kaspaz 9 inhibitorii (Z-LEHD) ila¢ uygulamalarindan 1 saat 6nce 10 uM olacak sekilde uygulandi. Kaspaz inhibitorlerinin
hiicreler iizerindeki etkisi MTT hiicre canlihi@: analizi ile incelendi.
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Apoptotik tetikleme mekanizmasinin aktif oldugunun bir diger gostergesi Puma o ve 3
fragmentleri arasindaki degisimdir. Buna goére rapamisin varliginda Puma o ifadesi artarken
Puma P ifadesi azalmistir. Ozellikle purvalanol uygulandiginda Puma ifadesinde artisa neden
olmustur. Roskovitin de benzer bir etkiye neden olmus ama etkisi purvalanole kiyasla daha az
olmustur. Noxa ifadesinin Puma ile benzer oOzellik gostermesi beklenirken, rapamisin
varliginda Noxa tiizerindeki etki azalmistir. Sadece purvalanol veya roskovitin uygulamasi
PC3 hiicrelerinde Noxa ifadesini etkili sekilde arttirmistir. Apoptozom kompleksinin
olusumunda gorev alan Apaf-1 proteini ifade diizeyi rapamisin ve purvalanol es
uygulamasinda sadece purvalanol uygulamasina oranla artisa neden olmustur. Benzer sekilde

roskovitin ve/veya rapamisin Apaf-1 ifade diizeyini kontrole oranla arttirmistir (Sekil 41A).

Anti-apoptotik Bcl-2, Mcl-1, Bcl-x. ve survivin proteinlerinin ifade diizeyleri CDK
inhibitorleri tarafindan baskilanmig ve bu etki rapamisin varliginda artmistir. Elde edilen
sonuglar 24 saat boyunca CDK inhibitorlerinin uygulandigi siirecte apoptotik karar
mekanizmasinin hiicrelerde aktif oldugunu gostermektedir. Ayrica, rapamisin es uygulamasi
her bir CDK inhibitoriiniin kaspazlar ve pro-apoptotik protein ifadelerinde farkli cevaplar
olugturmasma neden olmaktadir. Ancak rapamisinin diger hiicrelerde oldugu gibi PC3
hiicrelerinde de anti-apoptotik proteinlerin daha da baskilanmasina neden olarak apoptotik
siirecte destekleyici rol aldigr diisiiniilmektedir. Ancak bu siire¢ icerisinde farkli sinyal
yollarin1 aktive etmekte ve primer olarak otofajik diizenlenmenin ne kadar rol aldig1 sorusu
otofajik markirlarin incelenmesi yolu ile cevaplanmaya calisilmistir. Beclin-1 ifadesi 6zellikle
roskovitinin rapamisin varliginda veya yoklugunda uygulandigi durumda azalmakla birlikte,
rapamisin purvalanol’iin Beclin-1 {izerindeki baskilayict etkisini arttirmistir. Bu nedenle
roskovitin Beclin-1 ifadesinin baskilanmasinda purvalanole gore daha etkilidir. Atg5 ifadesi
ise her iki CDK inhibitorii ile artarken rapamisin varliginda, bu etki ¢cok anlamli olmamakla
birlikte geriye ¢ekilmistir. Ancak kontrol ile kiyaslandiginda tiim ilag uygulamalar1 sonucunda
Atg5 ifadesinin arttifi gozlenmistir. Atgl2 ifadesi Beclin-1 ifadesi ile benzer sonuglar
vererek, rapamisin varliginda daha etkili sekilde baskilanmistir. Atg7 ifadesinde purvalanol
ile artig gézlenmekle birlikte rapamisin varliginda Beclin-1 ve Atgl2 ile benzer sonuglar elde
edilmistir (Sekil 41B).
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Sekil 41. Rapamisin Es Uygulamasi Ile CDK inhibitérlerinin pro- ve anti apoptotik
Bcl-2 ailesi iiyeleri, otofaji markirlar iizerindeki etkisinin immunoblotlama yontemi ile
gosterimi.

Rapamisin ile CDK inhibitorlerinin es uygulanmasinin otofajik markirlar tizerindeki
etkisini daha iyi anlamak {izere MDC boyama ile otofajik yapilar incelenmistir. Rapamisin
otofajik yapilarda belirgin bir artisa neden olmustur. Yalnizca purvalanol veya roskovitin
uygulamasi otofajik yapilarda belirgin bir artisa neden olmazken, her iki ilacin rapamisin ile

kombinasyonu otofagozom yapilarini anlamli diizeyde arttirmistir (Sekil 42).
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Sekil 42 MDC boyama sonucunda asidik vesikiillerin PC3 prostat kanseri hiicrelerinde gosterimi. Secilen resimler 400x biiyiitme
ile gosterilmektedir.
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PC3 androjen hormonundan bagimsiz proliferasyon gdsteren prostat kanseri
hiicrelerinde ise rapamisin CDK inhibitorlerinin apoptotik etkisini anlamli diizeyde
arttirmamakta, ancak otofajik diizenlenme konusunda aktivite gostermektedir. Hiicre
canliligt testi ve MDC boyamasi otofajinin sorgulanabilmesi agisindan
gerceklestirilmistir (Sekil 42). Bu amagla, LC3 siRNA ve 3-MA ile CDK
inhibitorlerinin her birisi rapamisin varliginda ve yoksunlugunda uygulanmistir.
Dolayist ile MDC boyamasinin LC3 siRNA nin etkinliginin gosterilebilmesi

acisindan farkli bir yontem ile dogrulanmasina karar verilmistir (Sekil 43).

Sekil 43. Androjene duyarsiz PC3 prostat kanseri hiicrelerinde 3-MA, LC3

PC3

~1.5-
= - -
e
0 3-MA+
" 1.0- @8 LC-3 siRNA+
= Beclin-1 siRNA
E
5 0.5-
@)
2
Q
':U_‘:_‘:
0.0-
Kontrol Rapamisin Purvalanol Roskovitin Purvalanol+ Roskovitin+
Rapamisin Rapamisin

SiRNA veya Beclin-1 siRNA uygulamasi ile otofaji yolagimin baskilandig
durumlarda CDK inhibitorleri ve rapamisinin etkisinin hiicre canlih@: verileri
ile irdelenmesi. Kolon grafik dort tekrarh deney sonuclarimin
ortalamaxstandard hata sunumu seklinde yer almaktadir.

Bu verilere ek olarak PC3 hiicrelerinde rapamisin uygulamasimnin otofaji
anahtar hedefleri ve 6zellikle Beclin-1 ile interaksiyonu bulunan anti-apoptotik Bcl-2
ailesi liyelerinin zamana bagh ifade diizeylerindeki degisiklikler belirlenmistir (Sekil
44). Beclin-1 24 saat rapamisin uygulamasi sonucunda ifade diizeyinde azalma
gosterirken, p62 ifadesindeki 24. saat uygulama sonrasindaki artis dikkati ¢ekmistir.
Bu durum rapamisin (10 nM) uygulamasinin 24 saat uygulama siirecinde otofaji
yolagini basarili bir sekilde aktive ettigini gostermektedir. Ancak anti-apoptotik

molekiillerden Bcl-2 ifadesinde azalma 72 saat rapamisin uygulmasi sonrasinda
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gozlenirken Mcl-1 ifadesi kayda deger sekilde artis gostermistir. Bu nedenle
rapamisinin apoptotik mekanizmay1 aktive etmekten ¢ok hiicre enerji yolagi lizerinde

etkili olarak hiicrelerde acliga neden oldugu diisiiniilmektedir.

PC3 (Rapamisin uygulamasi)

0 1 2 4 8 24 48 72
Mcl-1 (40 kDa)

Bcl-2 (26 kDa)

Beclin-1 (60 kDa)

p62 (60 kDa)

B-actin (45 kDa)

Sekil 44. PC3 prostat kanseri hiicre hatlarinda zamana bagh rapamisin
uygulanmasinin ardindan Bcl-2, Mcl-1, Beclin-1 ve p62 ifade diizeylerinin
immunoblotlama yontemi ile belirlenmesi. p-aktin yiikleme kontrolii olarak yer
almaktadir.

Bu bulgular1 desteklemek amaci ile, ayn1 deney diizeneginde lizozomal bir
belirte¢ olarak lysotracker kirmizisi kullanilarak otolizozom yapilar1 floresan
mikroskobu ile goriintiilendi. Aktif lizozomlar kirmizi renkte goriilmektedir.
Rapamisin, purvalanol ve roskovitin ayri ayr1 uygulamalarinda aktif lizozomlar
belirlenmistir. Rapamisinin her iki CDKi ile kombinasyonu kirmizi lizozomal

vesikiillerde artisa neden olmustur (Sekil 45).
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Sekil 45. CDK inhibitorleri ile kombine edilen rapamisinin androjen
bagimsiz PC3 prostat kanseri hiicrelerinde asidik vakuol olusumuna etkisi.
1x10* hiicre/kuyu lamel iizerine ekildi. CDK inhibitorleri, purvalanol (20 pM),
roskovitin (30 uM) ve/veya rapamisin (10 nM) ile 24 saat boyunca uygulandi.
Lysotracker kirmizis1 (1 mM) ile 30 dk inkiibe edildi. Ornekler floresan
mikroskobunda x1000 ile goriintiilendi.

Otofajik vezikiil zar uzamasinda rol oynayan LC3 proteininin yesil floresan
proteini ile isaretlenerek hiicrelere (GFP-LC3), PC3 hiicrelerine transfekte edilmis ve
daha sonra PC3 hiicreleri ilaglar ile muamele ettikten sonra sonuglar floresan
mikroskobu altinda goriintiilenmistir. GFP-LC3, otofaji uyarimi sonrasi hiicre ici
yaygin yayilimdan noktasal yerlesime gegerek, mikroskop altinda Sekil 46°daki gibi
bir gorlintii olusturmustur. Rapamisin yoklugunda noktasal (puncta) yapilar
gdzlenmezken, rapamisin varliginda artan noktasal yapilar gdzlenmistir. Ozellikle
rapamisin ile roskovitin es uygulamasinda otofajik yapilar dikkat ¢cekmektedir. Diger
verilerimiz ile uyumlu olarak roskovitin PC3 hiicre hatlarinda apoptotik mekanizma
tizerinde etkili oldugu kadar otofajik siirecte de aktif rol oynamaktadir. GFP-LC3
plasmid aktarilan hiicrelerde roskovitin yesil noktasal kisimlara kendisi de neden

olmaktadir.
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Rapamisin
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Sekil 46. PC3 prostat kanseri hiicrelerinde, purvalanol ve roskovitinin
apoptotik etkisinin yam sira rapamisin kombinasyonu, otofaji belirteci olan
otofagozom yapilarnmn da olusmasina neden olmaktadir. 1x 10° hiicre/kuyu
ekildikten 24 saat sonra 1 pg yesil floresan protein GFP-LC3 (GFP-LC3), 6 nl
lipozom tiirevli transfeksiyon ajani ile hiicrelere transfekte edildi. 24 saat
boyunca hiicreler bekletildikten sonra rapamisin (10 nM) ve/veya, purvalanol
(20 uM) veya roskovitin (30 pM) iceren yeni besiyeri ile plazmid iceren besiyeri
degistirildi. Ornekler ilaglarla 24 saat muamele sonucunda floresan
mikroskobunda x40 biiyiitme ile incelendi.

PC3 hiicrelerinde roskovitin uygulanmasi sonucunda putresin ve spermin
diizeylerinde anlaml diizeyde artis saptanmustir (Sekil 47. sirasi ile ***p<0,001 ve
**p=0,0080 vs kontrol, Bonferroni’s Anova 2-way test). Purvalanol kendi basina
spermin diizeylerinde etki gostermemesine karsin, rapamisin ile kombine edildigi
zaman anlamh diizeyde azalmistir (*p=0,0106 purvalanol+rapamisin vs
purvalanol).Rapamisin uygulamasi ayni zamanda spermin miktarlarinda azalmaya
neden olmus ve roskovitinin etkisini arttirmistir (** p=0,041 rapamisin+roskovitin vs

roskovitin).
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Sekil 47. Rapamisin ile kombine edilen CDK inhibitorlerinin, purvalanol ve
roskovitin uygulamasimin PC3 prostat kanseri hiicrelerinde hiicre poliamin
diizeylerine etkisinin gosterimi. Kolon grafik 2 farkh Kkiiltiir ortamindan elde
edilen 2 tekrarh orneklerin ortalamatstandart hata olarak sunulmaktadir.
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4, TARTISMA

Kanser vakalar1 son yiizyil igerisinde 6lim nedenleri arasinda yiikselen bir
siralama ile saglik alaninda yer alan tiim birimler icin asilmasi gereken bir problem
olarak ortaya c¢ikmaktadir. Yapilan istatistiksel aragtirmalara gore 2050 yilinda 17
milyon kisi i¢in kanser teshis edilecegi dngoriilmekte olup, kanser baglh oliimlerde
mortalite oranlar1 teshis ve tedavide goriilen yeniliklere ragmen anlamli diizeyde
artmaktadir. Bu nedenle kanserin tanimlanmasi, tedavisi ve izlenmesi asamalarinda

malin hiicrelerin genomik ve molekiiler diizeyde tanimlanmalar1 6nem tagimaktadir.

Prostat kanseri, prostat bezindeki hiicre proliferasyonu ve hiicre olimii
arasindaki dengenin bozularak, organ hacminin biiylimesi olarak tanimlanabilir.
Diinyada 55 yas ve tizeri erkeklerde akciger kanserinden sonra en sik rastlanan
kanser tiriidiir ve yiiksek oranda mortaliteye Sebep olmaktadir. Prostat kanseri
hastaligina neden olan epidemiyolojik faktorler, hormonal faktorler, diyet, cevresel

faktorler ve genetik faktorler olarak siralanabilir.

Prostat kanserinde hiicrelerin canliliklarini siirdiirebilmeleri ve biiylimeleri
androjelerden gelen sinyallerin varligina baglidir. Bununla iliskili olarak androjen
baskilanmasi ile yapilan tedaviler olumlu yanit vermislerdir. Fakat uzun siireli
androjen baskilanmasi tedavilerinde prostat kanseri hiicreleri farklilasmaya
ugrayarak androjenden bagimsiz bir baska ifade ile androjene duyarsiz hale
gelmektedirler. Prostat kanseri tedavilerinde en biiyiik sorun haline gelen bu durum

yeni terapi modellerinin gelismesine gereklilige sebep olmustur.
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CDK inhibitérleri olan purvalanol ve roskovitin gii¢lii apoptotik ajanlar olup,
hiicre i¢inde CDK'’lar ile yarisa girerek siklinler ile etkilesime girerler ve hiicre
siklusunu baskilayip hiicre 6liimiinii indiiklemektedirler (106). Kanser hiicrelerindeki
metabolik farkliliklardan dolay1 purvalanol ve roskovitinin her kanser hiicresindeki
etkileri ayn1 degildir. Bu ¢alismada purvalanol ve roskovitinin, AR (+) ve AR (-)
prostat kanseri hiicrelerinde apoptozun indiikleyip hiicre canliliginda azalmaya neden
oldugu gosterilmistir. Purvalanol (20 uM) ve roskovitin (30 uM) AR(+) LNCaP
hiicre canliligini sirasiyla % 45 ve % 50 oraninda azaltmistir. AR(-) DU 145 hiicre
hattinda ise sirastyla % 30 ve % 40 oraninda ve AR (-) PC3 hiicrelerinde sirasiyla %
30 ve % 45 oraninda hiicre canliliginda azalma saptanmistir. Bu sonuglara bakilarak
AR (+) LNCaP hiicrelerinin AR (-) DU 145 ve PC3 hiicrelerine gore CDKi’lere karsi
daha duyarli oldugu ortaya konulmustur. Her iki CDKi ‘nin de hiicreler tizerindeki
etkisinin farkli oldugu sonucuna varilmigtir. CDKi’lerin yanisira son zamanlarda
kanser tedavilerinde de kullanilan mTOR inhibitorii rapamisin kombinasyonu ile
kanser hiicre tiirlerine bagimli olarak hiicre 6liimii iizerinde sinerjistik bir etki
saglanmistir. Rapamisinin kanser hiicrelerindeki terapotik etkisi hiicre siklusu ile
iliskilidir. Rapamisin ve onun bir tiirevi olan RAD0O01 meme kanseri hiicrelerinde
Siklin D1 ifadesini azaltmis hatta tamamen inhibe etmistir. Diger siklinler tizerinde
etkisi olmakla birlikte meme kanseri hiicrelerinde Siklin D3 ifadesini de inhibe
etmistir (107). Yalniz rapamisin (10 nM) uygulamast AR (+) LNCaP hiicre
canliligin1 yaklasik % 20 oraninda azaltirken, AR (-) DU 145 ve PC3 prostat kanseri
hiicre canliliginda belirgin bir azalmaya neden olmamistir. Rapamisin ile CDKi
kombinasyonu AR(+) LNCaP prostat kanseri hiicrelerinde sinerjistik etki
gostermistir. AR(-) PC3 ve DU 145 prostat kanseri hiicrelerinde antagonist, fakat
PC3 hiicrelerinde purvalanol igin sinerjistik etki saptanmistir. Kombinasyonun
etkinligi kanser tipine ve ayn1 zamanda her bir CDKi ‘ye gore degismektedir. Meme
kanseri hiicreleri ile yapilan bir c¢alismada sisplatin, doksorubisin, etoposid,
paklitaksel, gemsitabin gibi paklitaksel tiirevli sitotoksik ilaglarin anti-karsinojenik
kemoterapotik etkisini arttirmak {izere rapamisin ile kombine edilmesi her bir ajan ile
farkli bir yanit olusturmustur. Elde edilen sonuglara gore etoposid ile rapamisin
kombinasyonu 5 farkli hiicre hatti i¢in, doksorubisin ile 4 hiicre hatt1 igin sinerjistik
bir yanit olusturmakla birlikte, paklitaksel ile rapamisin kombinasyonu 4 hiicre hatti
i¢in, sisplatin ile rapamisin kombinasyonu ise 5 hiicre hatt1 i¢in antagonist bir yanit

olusturmustur (108). Kanser terapi modellerinde kombinasyonal terapinin avantajlari
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olmakla birlikte, farkli kanser hiicre tiplerinde uyumluluk sorunu yasanmaktadir. Bu
nedenle kombine ¢alismalar bir¢ok kanser hiicre tipleri tizerinde yapilmalidir. AR (-)
DU 145 hiicrelerinde CDKi’ler tarafindan olusturulan hiicre canliligindaki
azalmanin, rapamisin varliginda hiicre i¢inde farkli sagkalim mekanizmalarinin

indiiklenmesi ile baskilandig1 diistiniilmektedir.

Zamana bagli olarak tek basina uygulanan rapamisinin DU 145 hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi gozlenirken PC3 hiicre hattinda daha ¢ok sitostatik bir
etki yaratarak hiicre ¢cogalmasini engellemistir. U937 16semi hiicre hattinda zamana
bagli olarak uygulanan rapamisinin toksik bir etkisine rastlanmamistir (109). Protein
kinaz C inhibit6rii olan UCN-01 (100 nM) ile kombinasyonu apoptozu etkili bir

sekilde arttirarak hiicre 6liimiinii tetiklemistir (109).

Rapamisinin purvalanol ve roskovitin ile kombinasyonu tarafindan tetiklenen
hiicre canliligindaki azalmanin apoptotik hiicre 6liimiinden  kaynaklanip
kaynaklanmadigini anlayabilmek i¢in apoptotik belirtegler arastirilmistir. Oncelikle
hiicreler 1s1k mikroskobunda incelenmis her ii¢ hiicre hattinda da membran
yapisindaki bozulmalar tespit edilmistir. Bunu takiben tiim hiicre hatlarina rapamisin
varliginda ve yoklugunda purvalanol ve roskovitin uygulanarak mitokondriyal
membran potansiyelindeki (Aym) degisim floresan ve florometrik oOlglimler ile
incelenmistir. LNCaP hiicre hattinda A,,’de olusan kaybin rapamisin ile roskovitin
kombinasyonunun mitokondriyal yolak {izerinden apoptozu tetikledigi; fakat
purvalanoliin florometrik Olglimleri sonucu ayni yaniti olusturmadigint ortaya
koymustur. A, kaybi, genellikle mitokondri zarlar1 arasinda bulunan ve elektron
transport zinciri liyesi olan sitokrom c’nin sitoplazmaya ¢ikisini tetiklemektedir.
Sitokrom ¢’ nin sitoplazmaya ¢ikist mitokondriyal yolagin aktive oldugunun isareti
olarak gosterilmektedir. LNCaP hiicrelerinde purvalanol ve roskovitin uygulamasi
sonucu sitokrom c sitoplazmada artmaktadir (110). DU 145 hiicre hattinda hiicre
canliligr analizini destekleyecek veriler ¢ikmakla birlikte, dikkati ¢ceken bir diger
sonug; DU 145 hiicrelerinin 151k mikroskobu goriintiilerinde hiicre igerisinde vakuol
yapilarinin ilag uygulamalari ile artmis oldugudur. Rapamisin kombinasyonu ile DU
145 hiicre hatlarinda hiicre 6liim oranindaki geri ¢ekilmenin nedeninin olusan vakuol
yapilart ile ilgisi oldugu sonucuna varilmistir. PC3 hiicre hatlarinda A, deki

bozulmalarin sonucu apoptozun mitokondriyal yolak araciligr ile tetiklendigi
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diistiniilmiistiir. Bir diger apoptoz belirteci olan DNA kiriklarinin olusumu, ELIZA
yontemi ile her {i¢ hiicre hattinda incelenmistir. Rapamisin varliginda LNCaP
hiicrelerinde, DU 145 ve PC3 hiicre hatlarina gére daha fazla DNA kiriklarinin
olustugu gozlenmistir. DU 145 hiicre hattinda rapamisin, purvalanol ve roskovitinin
neden oldugu DNA kiriklar1 olusumuna arttirici bir etki yaratmamistir. Vakuol
yapilariin bu sonucuna neden oldugu diisiiniilmiistiir. Serviks kanseri hiicresi olan
HelLa hiicre hatlar1 {izerinde yapilan bir g¢alismada rapamisin uygulamasi ile

apoptotik etkinin geri ¢ekildigi gozlenmistir (111).

Aym kaybi ile mitokondri igerisinde bulunan sitokrom c nin sitoplazmaya ¢ikisi
kaspazlarin aktivasyonu anlamina gelmektedir (112). Bu nedenle mitokondriyal
yolak aracili apoptozda baslatici kaspaz gorevini géren Kaspaz 9 ve kaspazlarin
hedefi olan PARP’1n kesilmis hali LNCaP hiicrelerinde rapamisinin, purvalanol ile
kombinasyonu ile etkili sekilde artarken, DU 145 hiicrelerinde ise rapamisin ile
roskovitin kombinasyonu PARP kesimini daha ¢ok arttirmistir. Her ii¢c hiicre
hattinda rapamisinin tek basina uygulanmasi PARP kesilimine neden olmustur.
Rapamisin varliginda ve yoklugunda purvalanol ve roskovitinin prostat kanseri
hiicrelerinde kaspaz bagimli apoptozu indiiklemesi ayn1 zamanda kaspaz inhibitdrleri
kullanilarak da gosterilmistir. Genel kaspaz inhibitorii ile Kaspaz 9 inhbitorlerinin
kullanildig1 deney sonuglarina gore LNCaP ve PC3 hiicreleri sagkalimda artis
gosterirken, DU 145 hiicre canliligi azalma gostermistir. PC3 hiicrelerinde X-bagh
apoptoz inhibitorii (XIAP)’niin mutant olmasi nedeniyle CDKi’ler ile tetiklenen
apoptotik etki diger hiicrelere gore daha fazladir (113). DU 145 hiicrelerinin

olusturdugu direng ayr1 bir arastirma konusudur.

Bcl-2 ailesi tiyeleri, LNCaP, DU 145 ve PC3 hiicre hatlar1 i¢in apoptotik hiicre
Oliimiiniin  diizenlenmesinde kritik bir 6neme sahiplerdir (114). Purvalanol ve
roskovitin LNCaP ve DU 145 hiicrelerinde Bad, Bak, Bax, Apaf-1 gibi 6nemli pro-
apoptotik protein ifadelerini arttirirken, her iki CDKi ile rapamisin kombinasyonu
Bad, Bax protein ifadelerindeki artis1 geri ¢ekmistir. PC3 hiicreleri hiicre siklusunun
gardiyani olarak bilinen bir tiimor baskilayict protein olan p53°ten yoksun olmalari
sebebi ile CDKi’lerin Bcl-2 ailesi iiyelerinde olusturdugu cevap diger iki hiicre
hattindan farklidir. Purvalanol Bad, Bak, Bax diizeyini kayda deger bir sekilde

arttirmistir, fakat kritik Gnemi olan sonug her ti¢ hiicre hattinda, anti-apoptotik Bcl-2,
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Mcl-1, Bcl-x_ gibi protein ifadelerinin rapamisin kombinasyonu ile etkin sekilde

azalmastyla apoptozun tetiklendigidir.

Kanser hiicrelerine uygulanan terapotik ajanlara olusturulan cevap, kanser
hiicrelerinin farkli genomik ozelliklerinden dolayr degiskenlik gosterir. Ozellikle
hiicrelerin sagkalim mekanizmasi1 stresin tlirline ve uygulandigi siirece gore
degismektedir. Hiicrelerde amino asitler gibi besin kitligi, biiyiime faktorlerinin
yoklugu veya stres faktorleri 0karyotik hiicrelerin strese girmesine ve hizla aglik
durumunun diizeltilmesine yonelik bir¢ok sinyalin olusturulmasina neden olmaktadir
(115,116). Bu siiregte biiyiime durmakta ve makrootofaji tetiklenmektedir. Bu
nedenle strese maruz kalan hiicrelerde otofajik tetiklenme biliylime mekanizmasi ile
iligkili olup, hiicre sagkalimu ile ilgili birgok molekiiliin rol aldig siirectir (117). Bu
durumda, CDKi’lerin hiicrede yaratti§i etki, rapamisin kombinasyonu ile hiicre
sagkalim mekanizmasi olarak goriillen otofajik siireci nasil etkiledigi otofajik
belirtegler ile incelenmistir. LNCaP hiicrelerinde kesecik olusumunda goérev alan
LC3 proteini rapamisin varlifinda/yoklugunda artmistir. LNCaP ve DU 145
hiicrelerinde Atg5 seviyesi Ozellikle roskovitin ve rapamisin kombinasyonu ile
anlaml sekilde artmistir. DU 145 hiicrelerinde 6zellikle rapamisin varliginda her
iki CDKi ile LC3 kesilmesi artmistir. Beclin diizeyi LNCaP ve DU 145 hiicrelerinde
degismezken, PC3 hiicrelerinde azalmasi ise tizerinde durulmasi gereken diger bir

arastirma konusudur.

DU 145 hiicre hatlarinda rapamisin kombinasyonu ile hiicre 6liimii oraninin
azalmasi hiicrede sag kalim mekanizmalarinin aktif oldugunu diisiindiirmekle birlikte
buna neden olan olayin otofagozom yapilarindan kaynakladig1 sonucuna varilmstir.
Bu nedenle hiicrede otofajik siirecin baskilanmasi ile hiicre sagkalim oranlarinda ne
gibi degisikliklerin olabilecegi hiicre canlilig: testleri ile incelenmistir. Oncelikle
otofajinin baskilanmasi ile hiicre i¢i vakuol yapilarindaki artis ve azalma bu
vakuolleri pH derecesine bagli olarak boyayan MDC ve lysotracker red floresan
boyalar1 ile floresan mikroskobunda gosterilmistir. 3-MA spesifik bir otofaji
inhibitoriidiir. Otofaji inhibisyonunu, siif III PI3K proteinini protein sentezi ya da
ATP seviyesine etki etmeden inhibe ederek gergeklestirmektedir (118,119). Bazi
aragtirmalar birkag¢ kanser hiicre hattinda, 3MA’nin kemoterapotik ajanlarin etkilerini

apoptozu indiikleyerek arttirdigini gostermistir (120). Prostat kanseri hiicrelerinde 3-
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MA, mitokondriden sitokrom c salimimini etkili bir sekilde arttirmis ve PC3
hiicrelerinde siilforafan tarafindan indiiklenen apoptozu arttirmistir (120). Bu
calismada LNCaP hiicrelerinde belirgin vakuol yapilart gézlenmemistir, buna
ragmen otofajik yapilar rapamisin uygulanmasi ile hiicre i¢inde bir miktar artmstir.
DU 145 hiicrelerine rapamisin varliginda CDK inhibitorleri uygulandiginda artan
otofajik yapilar gozle gorilir hale gelmislerdir. 3-MA varliginda ise otofajik
yapilarin azalmasindan c¢ok, hiicrelerin morfolojik yapilarinin 6zellikle hiicre
membranlarmin apoptotik bir ifade olusturmasi dikkat ¢ekmistir. Otofagozom
yapilarinin  olusmasinda Onemli gorevleri olan LC3 ve Beclin proteinleri
susturuldugunda, ozellikle rapamisin varliginda otofajik vakuollerin azaldigi, ayni
zamanda hiicre biitiinligiiniin bozuldugu ve hiicrenin 6liime gittigi gézlenmistir. LC3
siRNA uygulanan hiicrelere yalniz rapamisin uygulamasinda vakuol yapilarinin hala
goriilmesi bir soru isareti olusturmustur. PC3 hiicre hatlarinda rapamisin varliginda
artmig vakuol yapilart gozlenmistir, bunun yaninda yalnizca roskovitin uygulanan
hiicrelerde de vakuol yapilarint gozlenmesi roskovitinin apoptoz indiikatorii
olmasinin yam sira otofajiyi de tetiklediginin gostergesidir. 3-MA uygulandiginda
DU 145 hiicre hatt1 ile benzer sonuglar elde edilmistir. LC3 SIRNA uygulanan
hiicrelere rapamisin uygulandiginda, DU 145 hiicrelerine kiyasla otofajik yapilarin
azaldigr gozlenmistir. PC3 hiicrelerine GFP-LC3 plazmidi transfekte edilmesinin
ardindan uygulanan ilaglarin, hiicre icinde olusturdugu GFP-LC3 molekiilleri
floresan mikroskobu ile analiz edilmistir. Rapamisin varliginda CDK inhibitorlerinin
neden oldugu GFP-LC3 vyapilar1 artmistir. Yalniz roskovitin uygulanan PC3
hiicrelerinde artan GFP-LC3 yapilari, MDC goriintiilerini desteklemektedir.

Enerji metabolizmasinin indirgendigi kosullarda onemli molekiillerden biri
rapamisin hedef molekiili olan mTOR’dur ve cevresel stres faktorleri varliginda
otofaji ve biiyiime arasindaki dengeyi saglamaktadir (121,122). mTOR proteini,
PI3K ve Akt proteinlerinin yer aldigi bir dizi kinaz kaskati tarafindan
diizenlenmektedir. PI3K/Akt sagkalim sinyalleri, otofajinin baskilanmasini mTOR
araciligl ile gerceklestirmektedir. Memeli hiicrelerinde Akt sinyal yolagindaki
islevsizligin otofajinin indiiklenmesine neden oldugu daha 6nce gosterilmistir (101).
Bu ¢alismada LNCaP hiicre hatlarinda, PI3K p85 ifadesi rapamisin kombinasyonu ile
azalmakla birlikte, alt sinyal yolaginda yer alan p-Akt protein ifadesinin de

azalmasia neden olmustur. Purvalanol ve roskovitinin AR(-) DU 145 hiicrelerinde
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de PI3K p85, pPDK ve pAkt ifadelerini azalttigi belirlenmistir. Yalniz rapamisin
uygulamasi belirgin bir etkiye neden olmazken, purvalanol ve roskovitin ile
kombinasyonunun boyle bir etki yaratmasi, CDKi’lerin PI3K/Akt sinyal yolaginda
etkili oldugunu diisiindiirmektedir. Ozellikle roskovitin ile rapamisin kombinasyonu
purvalanole gore bu sinyal proteinleri iizerinde daha etkili olmustur. Akt ifadesinin
azalmasi ile GSK3p baskilanmaktan kurtulmus ve diizeyi artmistir. Bunu takiben
PTEN (+/+) DU 145 hiicre hattinda GSK3p’nin artis1 pozitif geri kazanim ile PTEN
fosforilasyonunu arttirmistir. Yapilan bir arastirmada, PTEN aktivasyonunun c¢
terminalinden fosforile olmasina bagli oldugu, bunun da GSK3f’nin aracilig: ile

oldugu gosterilmistir (123).

mTOR’un alt sinyal yolagini ise translasyonel mekanizmada rol oyanayan
p70S6K ve 4E-BPlolusturmaktadir. mTOR tarafindan fosforile edilen p70S6K ve
AEBP1 proteinlerinin fosforile durumlar1 translasyon baslangicinda yiiksektir.
Boylece, hiicre doniigiisiinde G1 den S fazina gegiste dnemli gérevi olan proteinlerin
translasyonunu diizenlemektedir (124,125). Bir¢ok calismada kanser hiicrelerinde
rapamisinin mTOR’ u inhibe etmesiyle hiicre siklusunun baskilandigi gosterilmistir
(126). Bu calismada purvalanol ve roskovitinin LNCaP ve DU 145 hiicre hatlarinda
mTOR fosforilasyonunu baskiladigi gosterilmistir. Rapamisin kombinasyonu ile bu
etki daha da artmistir. Bunu takiben DU 145 hiicre hattinda p-p70S6K’nin rapamisin
varhiginda tamamen baskilandigir dikkati ¢ekmektedir. Bu sonuca gore, hiicre
dongiisiinde G1 den S fazina gegiste gorev yapan Siklin D1 ve Siklin D3 seviyeleri
incelendiginde (127), rapamisin varliginda her iki siklin seviyesinin de azaldig: hatta
purvalanol ile rapamisin kombinasyonunda LNCaP ve DU 145 hiicre hatlarinin
ikisinde de Siklin D1’in tamamen baskilandig1 g6zlenmistir. Boylece purvalanol ve
roskovitinin hiicre dongiisiinde, farkli fazlarda etkinlik gdsterdigini kanitlayan

onemli bir sonuca varilmstir.

Besin yetersizliginde, 6zellikle bazi amino asitlerin yetersizliginde otofajik
vakuol olusumlar1 hiicre Omriinii uzatip, otofaji ve apoptoz arasindaki dengeyi
etkilemektedir. Poliaminler de bir amin tiirevi olup, saglikli dokulara kiyasla kanserli
dokularda yiiksek konsantrasyonlarda bulunmasi poliamin yolaginin terapotik hedef
haline gelmesine neden olmustur (124). PA’lar putresin, spremin ve spermidin

tiyelerini igeren alifatik katyonlardir ve hiicre biiyiimesi, ¢ogalmas1 ve farklilagsmasi
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gibi onemli hiicresel olaylarda gorev almaktadirlar (128). Putresin, spremin,
spermidin hiicresel diizeylerinin azaltilmasinin G1/S fazinda durmaya ve hiicre
dongiisinde CDK inhibitorii olan p27Kip’in fosforillenmesine neden oldugu
gosterilmistir (129) PA’larin metabolizmasinda ODC enzimi gorev almaktadir. Bu
nedenle kanserli dokularda PA seviyesi ile orantili olarak ODC seviyesi de yliksektir.
Hiicresel PA seviyesini azaltmak i¢in ODC hedef durumundadir. ODC’nin a-DFMO
tarafindan segici inhibisyonu Merrell Dow laboratuvari tarafindan gelistirilmistir
(130). Fakat hiicresel PA diizeylerinin inhibisyonu, PA’larin hiicreye disardan
almmmim engelleyememektedir. Bu nedenle, son donemde yapilan ¢alismalar, PA
katabolizmasinin indiiklenmesi ve hiicre i¢i PA seviyelerinin azaltilmasi

amagclanmaktadir.

Kanser tedavisi igin hiicre i¢ci PA seviyelerinin ve PA sentezinde gorev alan
enzimlerin hedef olarak alinmasi gerektigi ve bu nedenle rapamisin varliinda ve
yoklugunda purvalanol ve roskovitinin PA seviyelerine olan etkisi incelenmistir.
LNCaP hiicre hattinda roskovitin, ODC protein ifade diizeyinde belirgin bir azalma
saglarken, rapamisin kombinasyonu ODC ifade diizeyini bir miktar arttirmistir.
HCT116 kolon kanseri hiicrelerinde yapilan bir caligmada roskovitinin ODC
ifadesini azaltarak apoptozu tetikledigi gosterilmistir (131). PA metabolizmasinda
ODC yi baskilayan enzim olan antizim (Az) ifadesinde rapamisin varliginda belirgin
bir azalma gozlenmistir, bununla birlikte Az inhibitorii olan Azl ifade diizeyinde de
bu veriyi destekleyecek sekilde rapamisin varliginda artis gézlenmistir. Daha once S.
pombe maya tiiriinde yapilan ¢alismalarda da ODC protein ifadesindeki azalmanin

Az diizeyi ile baglantili oldugu gosterilmistir (132).

PA katabolizma enzimlerinin (PAO, SMO, SSAT) tetiklenmesi ile hiicrede PA
seviyelerinde azalma saglanmaktadir (133) LNCaP ve DU 145 hiicre hatlarinda PAO
seviyelerinde bir artig gozlenmekle birlikte, rapamisin varliinda CDK
inhibitorlerinin  yarattigi etki geri c¢ekilmistir. Rapamisin varhiginda SSAT

seviyesindeki artig DU 145 hiicre hattinda LNCaP hiicresine gore daha belirgindir.

PA katabolik enzimlerin aktivasyonu ile hiicresel PA seviyelerinde azalis
gozlenmekle birlikte, SSAT tarafindan asetillenen PA’larin PAO ile oksidasyonlari
ile toksik maddeler de aciga ¢ikmaktadir. Ozellikle agiga ¢ikan H,O,’nin DNA
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kirtlmalarina neden olarak apoptozu indiikledigi gosterilmistir (134). Purvalanol ve
roskovitin ile tetiklenen PA katabolik enzimlerinin artisinin neden olarak goriildigi
ROS’taki artis, DU 145 hiicre hattinda daha belirgindir. LNCaP hiicrelerinde
rapamisin varliginda ROS olusumu bir miktar geri ¢ekilmistir. CaCo-2 ve HCT1116
kolon kanseri hiicre hatlarinda CDK inhibitorlerinin SSAT ve PAO’yu indiikleyerek
ROS olusumunu uyardiklart bilinmektedir (131,135).

Sonug olarak, bu arastirma kapsaminda elde edilen bulgulara gore, purvalanol ve
roskovitin giiclii apoptotik ajanlar olup, hiicrelerin molekiiler yetkinliklerine gore
hiicre sagkalim ve Oliim kararinda farkli molekiiler hedefleri etkilemektedirler.
Rapamisin hernekadar LNCaP hiicrelerinde CDK inhibitorlerinin  apoptotik
etkinligini stimule edici bir etki gosterse de androjene duyarsiz diger hiicre hatlar
DU145 ve PC3 de kombine ajanlarin uygulandigi ilk 24 saat igerisinde otofaji
yolagini aktive ederek, apoptozdan farkli bir hiicre 6liim kararina neden olmakta ve
etkiyi degistirmektedir. Bu nedenle 0Ozellikle rapamisin varliginda CDKi’ler
tarafindan tetiklenen hiicre 6liimiiniin, apoptotik mekanizmanin LNCaP hiicrelerinde
kaspaza bagimli, DU 145 ve PC3 hiicre hattinda hem kaspaza bagimli hem de
otofajinin tetiklenmesi ile gerceklestigi sonucuna varilmistir. Benzer sekilde CDK
inhibitorleri tarafindan tetiklenen apoptotik ve otofajik siire¢lerin mTOR yolaginin
baskilandigi durumlarda PA katabolizmas: ile iligkili bir sekilde oldugu tespit

edilmistir.

Purvalanol ve roskovitin hiicre dongiisiinii baskilayan farkli molekiiler
mekanizmalart MTOR alt sinyal yolaklarini1 da hedef alarak aktive etme ozelligine
sahiplerdir. Ozellikle her iki CDK inhibitorii p70S6K fosforilasyonuna etkileri ve
bunun sonucunda Siklin D ifadesi yolu ile farkli terapotik etki gostermekte olduklari
bu tez calismasi ile ortaya konmaktadir. Hiicrelerde enerji metabolizmasinin
baskilanmasi yolu ile CDKi’lerin prostat kanserinde mTOR yolag ile iliskili olarak
bir terapotik hedef olabilecegi agik¢a ortaya konmustur.
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6. EKLER

6.1.1. Ek A: Cahsma Kapsaminda Kullanilan Cihazlar

Tablo 2. Kullanilan cihazlarin listesi

ADI URON FiRMA ADI
Buzdolabi ( No frost ) 4263TMB Arcelik
Derin Dondurucu 2041D Arcelik
Dikey akish giivenlik kabini Model: HeraSafe
Distile Su Cihazi D56412 TKA-Pacific
Dondurucu (-80°C) Ultra Low New Brunswick
Elektroforez sistemi 165-8000 Bio-Rad
Elektroforez transfer sistemi 170-4155 Bio-Rad
Floresan atacmanh invert Model: Olympus
Fluorometre Fluoroskan Thermo

Giic Kaynag PowerPac/B BioRad
Hassas Tarti LE6202S Sartorius
Hemositometre 2359629 Sigma Aldrich
HPLC 1200 series Agilent
Invert Mikroskop XDS-1B SOIF
Inkiibator EN 025 Niive
Kantitatif es zamanh PCR PTC-1148C Bio-Rad
Kar-buz makinasi AF80 Scotsman
Manyetik Karistirica SB162 Stuart/ProLab
Masaiistii sogutmal 5417R Eppendorf
Mikropipet (0,5ul-10ul) EH52836 Thermo
Mikropipet (2ul-20ul) CJ17240 Thermo
Mikropipet (20ul-200ul) EH46925 Thermo
Mikropipet (200ul-1000ul) T27274 Thermo
Mikroplaka okuyucu, 680 Bio-Rad
Otoklav 0T032 Niive

pH Metre N315 SEM/Mettler
PVDF Membran 88518 Thermo

Sivi azot tanki ve ikmal tanki Arpege 40 Air Liquid
Spektrofotometre Ultraspec Biosciences
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Tarti LE6202S Sartorius
Tiip rotasyon aleti SRTID Stuart
Vorteks SA8 Stuart/ProLab
X-ray Film 34090 Thermo

6.1.2. Ek B: Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Sarf Malzeme

Tablo 3. Hiicre kiiltiiriit donanimlari.

ADI URON FiRMA ADI
100 mm petri 93100 TPP

12 kuyucuklu petri 92012 TPP

25cm” hiicre biiyiitme kaplar 90026 TPP

6 kuyucuklu petri 92006 TPP

60 mm petri 93060 TPP

75cm? hiicre biiyiitme kaplar 90076 TPP

96 kuyucuklu petri 92096 TPP

PC3 hiicre hatti ATCC

DU 145 hiicre hatt1 CRL-2698 ATCC
Fetal Bovine Serum P291509 Pan Biotech
Kriyovial tiip V7634 NUNC
LNCaP hiicre hatti CRL-1740 ATCC
Penisilin/Streptomisin P06-07100 Pan Biotech
RPMI besiyeri 21875 GIBCO
Steril pipetler (10ml) 94010 TPP

Steril pipetler (5ml) 94005 TPP
Siringa filtreleri (0.22 pm) 99722 TPP
Tripsin-EDTA P10-0231 Pan Biotech
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6.1.3. Ek C: Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tablo 4. Kullanilan kimyasallarin listesi.

ADI URUN KODU | FIRMA ADI
10X PBS P04-53500 Pan Biotech
2-merkaptoetanol S4805940517 Merck

3 MA M9281 Sigma Aldrich
Akrilamid / Bis-Akrilamid 30% | A3699 Sigma Aldrich
Amonyum persiilfat A3678 Sigma Aldrich
Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi 99412 Cell Signaling
antikorlari Technology
Apoptoz antikorlari 9915 Cell Signaling
Benzoil klorid A4746 AppliChem
Coomassie Blue Belirteci 500-0006 Bio-Rad
DAPI D1306 Invitrogen
DCFH-DA C6827 Invitrogen
Dietileter 296082 Sigma Aldrich
DiOC6 Boya 2129966 Fluka

DMSO D5879 Sigma Aldrich
DTT D0632 Sigma Aldrich
EDTA A3452 Sigma Aldrich
Etanol A3452 Sigma Aldrich
Fetal Bovine Serum (FBS) P290310 Pan Biotech
Film Gelistirici P7042 Kodak

Film Sabitlestirici P7167 Kodak

Glisin A1067 AppliChem
Hidrojen peroksit K39218400838 | MERCK
Hiicre dongiisii antikorlari 9932 Cell Signaling
izopropanol 24137 Rieel-de Haen
Kazpaz antikorlar 9929 Cell Signaling
Laemli Tamponu S3401 Sigma Aldrich
Luminol A8511 Sigma Aldrich
Metanol 24229 Sigma Aldrich
MTT M2003 SIGMA
Monodansylcadaverine 30432 Sigma
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ODC antikoru sc-390366 Santa Cruz

p53 antikoru 2527 Cell Signaling
Page Ruller Prestained Protein | SM0671 Fermentas

PAO antikoru sC-166185 Santa Cruz
p-Coumaric Asit C9008 Sigma Aldrich
Pro-apoptotik Bcl-2 ailesi 9942 Cell Signaling
antikorlar Technology
Propidium lodide A2261 Applichem
Protein Izolasyonu Tamponu K0301 Fermentas
Purvalanol 1580 Tocris biosciences
Rapamisin 1292 Tocris biosciences
Roskovitin R7772 Sigma Aldrich
Saf Etanol 32221 Rieel-de Haen
SDS (Sodyum dedosil siilfat) A3452 Applichem

Sigir Serum Albumin (BSA) 500-0007 BioRad

Sodyum Kloriir A2942 AppliChem

SSAT antikoru sc-67159 Santa Cruz

SSAT siRNA Sc-61616 Santa Cruz
TEMED Al1148 Applichem
Trikloroasetik asit T0699 Sigma Aldrich
TriPure RNA izolasyon ajam 11667157001 Roche Applied Sciences
Tris Baz A2264 Applichem
Tris-HCI A3452 Applichem
Tween 20 S$4927784 802 | MERCK

Yagsiz Siit Tozu 9999 Cell Signaling
Yiikleme standart antikorlar: 5142 Cell Signaling
z-LEHD-FMK 550381 BD Biosciences
z-VAD-FMK 550377 BD Biosciences
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6.1.4. Ek D: Cozeltiler

% 70 Etanol : 100 ml

70 ml saf etanole 30 ml distile su eklenerek hazirlanir.

Yagsiz siit tozu ( % 5):

Siit tozu 2,5 g tartilir ve 50 ml ‘ye kadar TBS-T ile tamamlanir.

0,5 M Tris-HCI (pH 6.8) : 100 ml
6 gr Tris bazi 60 ml distile su igerisinde ¢oziindiikten sonra 6 N HCI
kullanilarak pH’s1 6.8’e ayarlanir. Hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlandiktan

sonra otoklav ile steril edilerek saklanir.

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) : 150 ml
27.23 gr Tris baz1 80 ml distile su igerisinde ¢ozlindiikten sonra 6 N HCI
kullanilarak pH’s1 8,8’e ayarlanir. Hacim distile su ile 150 ml’ye tamamlandiktan

sonra otoklav ile steril edilerek saklanir.

% 0,5 (w/v) Bromofenol mavisi : 10 ml
0,05 gr bromofenol mavisi 10 ml su igerisinde ¢ozdiiriiliir. Coziinmeyen

parcaciklarin kalmasi durumunda filtreden gegcirilerek oda sicakliginda saklanir.

Hiicre lizis tamponu : 10 ml
150 mM NaCl

% 1 NP-40

50 mM Tris-HCI

Yukarida verilen kompozisyon distile su igerisinde ¢oziindiikten sonra pH 8.0’a
ayarlanir. Lizis tamponu -20°C’de saklanir ve kullanmadan 6nce igerisine 1 mM
PMSF (phenylmethanesulphonylfluoride) ve proteaz inhibitor kokteyli eklenir. 1 mM

PMSF metanol icerisinde ¢6zerek taze olarak hazirlanir ve kullanilir.
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Proteaz inhibitdr kokteylinin hazirlanmasi i¢in her bir tablet 1 ml steril PBS
veya distile su igerisinde ¢oziindiikten sonra -20°C’de saklanir. Kullanilacak olan her

1 ml lizis tamponu i¢in 50ul kokteyl eklenmesi gerekmektedir.

% 10 (w/v) APS (amonyum persulfat) : 10 ml
1 gr APS 10 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlanir. APS’nin taze
kullanilmas1 gerektigi i¢in -20°C’de saklanmasi ve kullanilmadan 6nce ¢ozdiiriilmesi

gerekmektedir.

10X TBS Hazirlanist
86,6 gr NaCl, 12,11 gr Tris-Baz konulur pH: 8 ¢ ayarlandiktan sonra distile su
ile 1000 ml° e tamamlanir. Hazirlanan 10X TBS kullanilmak i¢in 1X TBS’ e

dontstiiriliir.

TBS-Tween Hazirlanist
1X TBS i¢ine 500 pl Tween 20 konularak hazirlanir.

Yiiriitme Tamponunun Hazirlanisi
30,3 gr Tris-Baz, 114 gr Glisin ve 10 gr SDS tartilarak 1000ml distile su i¢inde
¢oziinlir. Hazirlanan 10X yiirlitme tamponu hazirlanir. Jel yiirlitmesi sirasinda

kullanilmak i¢in 1X’ e doniistiirtliir.

Transfer Tamponunun Hazirlanisi
200 ml 10X yiiriitme tamponunun iizerine 100 ml metanol konularak distile su

ile 1000 ml’ e tamamlanair.
Yiiriitme Jelinin Hazirlanmasi

Proteinler agirliklarina gore ayrilmalart i¢in % 7-12” lik SDS poliakrilamid

jelde yiiriitiiliirler.
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LB Hazirlanmasi

Pepton 2,59
Bacto Yeast Ekstrakt 1,259
NaCl, 1,259
NaOH (1M) 0,25 ml
Distile su 250 ml

SOB besiyeri Hazirlanmasi

Pepton 49
Bacto Yeast Ekstrakt 19
NaCl 1,259
KCI 01g
Distile su 200 ml

SOC besiyeri Hazirlanmasi

SOB Besiyeri 10 mi
MgSO. (1M) 100 pl
MgCl, (1M) 100 pl
Glikoz (0,5 M) 400 pl

2.2.1 Ek E: Cahsma Kapsaminda Kullanilan Antikor, siRNA ve Plazmidler

p-PTEN, PI3K p85, p-FoxO3a (T32), GSK3, p-GSK3B, mTOR, p-mTOR, p-
p70S6K, CyclinD1, CyclinD3, p-Rb (S780), Rb4H1, p21, Bcl-2 ailesi iiyeleri,
PARP, Caspase 9, Caspase 3, Caspase 7, Caspase 8, Caspase 2, Cytochrome c,
Survivin, Apaf-1, Beclinl, LC3I/Il, Atg5, Atgl2, Atg7, Atg3 (CST, poliklonal anti
tavsan), p70S6K and p62(sqstm) (BD Biosciences, poliklonal anti-tavsan). Her bir
antikor super block T-20 ¢6zeltisi ile (Pierce) 1:500-1:1000 araliginda ¢alisilmustir.
HRP-konjuge sekonder antikorlar 1:5000 araliginda c¢alisilmistir (CST). LC3-GFP
plazmidi (Addgene 11546) kullanilmistir. siRNA i¢in Beclin-1 (CST 6246S), LC-3
SIRNA (CST 6214S) kullanilmstir.
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