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ÖZET 

 

Prostat kanseri dünyada 40 yaş üzeri erkeklerde en sık rastlanan ikinci kanser 

türüdür. Hormonal kontrol prostat kanseri gelişiminin ana nedenlerinden biri olup,  

metastatik formlarının androjenlerden bağımsız olması nedeni ile yüksek mortalite 

oranları görülmektedir. Bu nedenle prostat kanseri tedavisine yönelik olarak yeni 

terapötik hedeflerin araştırılması halen araştırıcıların ilgi odağı olup, bu hedeflerin 

etkileşime girdikleri hücresel sinyal yolakları aydınlatılmaya çalışılmaktadır. 

 

Kanser hücrelerinin aşırı çoğalma potansiyelinin indirgenmesi hücre 

döngüsünde görev alan siklinler ve sikline bağımlı kinazlar (CDK)’ı hedef haline 

getirmiştir. Yeni nesil CDK inhibitörlerinden roskovitin (CYC202, seliciclib) ve 

purvalanol A kendilerine özgü CDK hedeflerini inhibe ederek hücre çoğalmasına ket 

vurmaktadırlar ve bu nedenle yüksek apoptotik potansiyele sahip ajanlardır. Hücrede 

enerji metabolizmasında önemli anahtar görevi gören mTOR molekülünün inhibitörü 

olan rapamisinin terapotik etkinliği, hücre siklusu üzerindeki potansiyeli ile 

ilişkilidir. mTOR inhibisyonu aynı zamanda otofajinin indüklenmesine neden 

olmaktadır. Ancak mTOR’un otofaji ve apoptoz arasındaki moleküler etkileşimi 

birçok klasik kemoterapotik ajan ve yeni nesil ilaçlar için bilinmemektedir. 

 

Kanser hücrelerinde poliamin metabolizmasının hücre büyümesi ve 

proliferasyonu da hücre ölümü ile ilişkilerinin yanısıra otofajik vakuollerin 

stabilizasyonuna pozitif etki etmektedir. Bu çalışmada amaç, mTOR inhibitörü 

rapamisin varlığında CDK inhibitörleri ile tetiklenen apoptotik ve otofajik sürecin 

poliaminler ile ilişkili olarak AR (+) LNCaP ve AR (-) DU145 ve PC3 prostat 

kanseri hücrelerinde terapotik etkisinin incelenmesidir. 

 

Bu çalışma sürecinde rapamisin varlığında ve yokluğunda CDK inhibitörlerinin 

apoptotik etkisi AR (+) LNCaP, (-) DU145 ve PC3 hücre canlılığının tayini, 

mitokondriyal membran potansiyeli kaybı, DNA kırıkları oluşumu parametreleri ile 

incelenmiş, aynı zamanda kaspaz ve Bcl-2 ailesi üyelerindeki ifade değişimleri 

immunoblotlama yöntemi kullanılarak belirlenmiştir. Aynı ajanların otofajiye olan 

etkileri otofaji ile ilişkili proteinlerin immunoblotlama yöntemi ve otofagozom 

yapılarının oluşumunda görev alan proteinlere özgü siRNA’lar ve GFP transfekte 
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edilmiş plazmid transfeksiyonlarının yapılmasının ardından otofagozom yapılarının 

boyanmasını sağlayan MDC ve lysotracker kırmızısı floresan boyamaları 

kullanılarak floresan mikroskopi tekniği ile incelenmiştir. Aynı zamanda bu ajanların 

hücre poliamin anabolik ve katabolik enzimleri ifade değişimleri ve hücre içi 

poliamin seviyelerine etkisi yüksek basınçlı sıvı kromatografisi (HPLC) ile 

incelenmiştir. 

 

Purvalanol ve roskovitin her üç hücre hattında da hücre canlılığı kaybına, 

mitokondri ile ilişkili, kaspaza bağımlı apotozun tetiklenmesine neden olurken, 

rapamisin kombinasyonu ile oluşan apoptotik cevap, DU145 hücrelerine oranla 

LNCaP ve PC3 hücrelerinde daha etkili olmuştur. Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi 

üyelerinin her üç hücre hattında rapamisin varlığında azalması rapamisinin apoptotik 

etkisini göstermiştir. Rapamisinin hücrede neden olduğu stres, her hücre hattında 

farklı cevap oluşmasına neden olmuştur. Dikkat çeken bir sonuç ise rapamisin 

varlığında DU145 hücrelerinde otofajik vakuollerin oluşmasıdır. DU145 

hücrelerinde hücre sağkalımına neden olduğu düşünülen rapamisinin etkisini inhibe 

etmek üzere uygulanan 3-MA (3-metil adenin), otofajik vakuollerin azalmasını 

sağlayarak hücre canlılığında azalma sağlamıştır.  

 

Poliamin varlığında, androjen reseptörü durumlarına göre oluşan hücre ölüm 

mekanizmasını incelemek üzere LNCaP ve DU145 hücreleri ile çalışılmıştır. LNCaP 

hücrelerinde poliamin katabolik enzimlerinde rapamisin kombinasyonu ile artış 

gözlenirken, DU145 hücrelerinde poliamin katabolik enzim seviyelerini azalmıştır. 

DU145 hücrelerinde oluşan bu etkinin sağkalımı arttırdığı sonucuna  varılmıştır.  

 

Bu araştırma kapsamında, rapamisin tarafından mTOR yolağının baskılanması 

ile birlikte CDK inhibitörleri tarafından tetiklenen apoptotik ve otofajik mekanizma 

incelenmiş olup ilgili konuda yapılan özgün bir çalışmadır. Her iki CDK inhibitörü 

apoptotik etkinlikleri özellikle mTOR yolağının fonksiyonelliği açısından p70S6K’ın 

farklı fosforlanmasi ve siklin D üzerinde etki göstermeleri açısından farklılık 

göstermektedirler. 
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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 .  GİRİŞ 

1.1 Prostat Kanseri 

Prostat kanseri, prostat bezindeki hücre proliferasyonu ve hücre ölümü 

arasındaki dengenin bozularak, organ hacminin büyümesi olarak tanımlanabilir. 

Avrupa, Kuzey Amerika ve Afrika’nın bazı bölgelerinde erkeklerde görülen en yaygı 

kanser türüdür ve kansere bağlı ölüm vakaları sıralamasında ikinci sırada yer alır (1). 

Dünyada görülen en yaygın altıncı kanserdir ve erkeklerdeki deri kanserinden sonra 

en sık görülen kanser türüdür (1,2) (Şekil 1). Amerikan Kanser Birliği’nin yaptığı 

çalışmaya göre 2013 yılına ait yeni 238.590 prostat kanseri vakası ve prostat kanseri 

sonucu ölüm oranı yaklaşık 29.720 olarak saptanmıştır. Bu sonuçlara göre her altı 

prostat kanseri hastasından biri ölümle sonuçlanacaktır (3). Türkiye’de sağlıklı bir 

istatistik sonucu bulunmamaktadır. Fakat Sağlık Bakanlığının yaptığı 

değerlendirmelere göre prostat kanseri görülme sıklığı 6-7. sıralarda yer almaktadır 

(4). 
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Şekil 1. Erkekler arasında yıllık yaşa bağlı kanser ölüm oranları, Amerika 

Birleşik Devletleri, 1930-2007(5). 

Epidemiyolojik gözlemlere bakılarak prostat kanserine neden olan önemli 3 

etiyolojik faktör: Hormonal etkiler, diyet ve çevresel ve genetik faktörlerdir. 

 

Yapılan bazı çalışmalarda, erkek hormonlarının prostat kanseri üzerinde etkisi 

olduğu gözlenmiştir. Prostat kanseri hücrelerinin çoğu hormonlara karsı duyarlıdır ve 

erkek hormonlarının bulunduğu ortamda proliferasyon hızları yüksektir. Yapılan bir 

çalışmada testosteron  hormonu  kanser oluşumunu  indüklemiştir (6). 

 

Çevresel faktörler ve beslenme faktörlerinin prostat kanseri üzerinde etkilerini 

anlamak üzere, farklı çevrelerde yasayan aynı ırktan grupların kanser insidansları 

belirlenmiştir. Japonya’da prostat kanseri görülme sıklığı Amerika’nın % 10’u kadar 

olmasına rağmen, prostat kanseri görülme sıklığı en yüksek ülkeler arasında Kuzey 

Amerika‘da yaşayan ikinci ve üçüncü kuşak Japon asıllı Amerikalılar prostat kanseri 

insidansı diğer Kuzey Amerikalılarda olduğu gibidir (7). 
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1.1.1 Hormonal Etkiler 

1.1.1.1 Androjenler 

Prostat kanserinde androjenlerin rolü tamamı ile aydınlatılmamış olsa da, 

yapılan birçok çalışmada prostat kanseri gelişimi ve ilerlemesini etkilemektedirler. 

Androjenler; testosteron, androstenedion, dihidrotestosteron (DHT), 

dehidroepiandrosteron (DHEA) gibi erkek cinsiyet hormon topluluğudur (8).  

 

Testosteron (T), testislerde sentezlenir ve pasif difüzyon ile hedef doku 

hücresine girer. Hedef doku içerisindeki testosteron, steroid 5α-redüktaz enzimi ile 

DHT’ye dönüştürülür. Androjen reseptörleri, hücrede transkripsiyon faktörü olarak 

görev yapar. Ortamda bulunan testosteron ve DHT steroid-tiroid-retinoid ailesinin 

üyesi olan reseptöre bağlanmak için yarışa girerler; çünkü bunların reseptöre olan 

ilgisi aynıdır, fakat fizyolojik etkileri farklıdır. Reseptör hormon kompleksi gen 

düzenleme bölgesine bağlanarak transkripsiyonun düzenlenmesini sağlar (9).Afrikalı 

Amerikalılarda prostat kanserinin yüksek oranda görülmesinin nedeni olarak 

serumda yüksek androjen seviyesi olarak gösterilmiştir (10). Androjenlerin kanser 

üzerine etkisini incelemek üzere birçok çalışma yapılmış, bunlardan bazıları 5α-

redüktaz enzimi ya da testosteron ile prostat kanserinin bir ilgisi olmadığını 

gösterirken (11), bunun aksine Gann ve arkadaşları testosteron seviyesindeki artış ile 

prostat kanseri arasında anlamlı bir ilişki bulmuşlardır (12). Bununla birlikte, 

androjen ve androjen metabolitlerinin prostat kanseri ile ilişkisi ise tam olarak 

bilinmemektedir. Bunun nedeni serumdaki tüm androjen seviyesinin ölçümü, 

dolaşımdaki testosteron düzeyindeki ciddi diurnal değişikliklerle etkilenmektedir. Bir 

erkeğin hayatı boyunca androjenlere geç ya da erken maruz kalmasının bir sorun 

yaratıp yaratmayacağı ve konsantrasyonundaki değişikliklerin önemi 

bilinmemektedir. Yaşlanmaya bağlı olarak artan prostat kanseri görülme sıklığının 

bir nedeni olarak da, hormon seviyesindeki azalma olduğu düşünülmektedir (13). 

 

Prostat karsinogenezinde androjenlerin farklı etkileri gözlenmesine rağmen 

ileri evre tedavilerinde androjen seviyesinin baskılanması önemli bir tedavi şeklidir. 

Androjen konsantrasyonun azaltılmasıyla ya da androjen reseptörlerinin çeşitli gen 

terapileri ile aktivasyonunun önlenmesi ile androjen seviyeleri baskılanır. Ancak, bu 

tedavi kalıcı değildir, bunun nedeni ise hücrelerin, androjen baskılanmasına yanıtsız 
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hale gelmesidir. Diğer bir değişle “Hormona Dirençli Prostat Kanseri (HDPK)” 

olarak tanımlanmaktadır. Bu evredeki hastaların tedavileri için, bu evredeki prostat 

kanseri hücrelerinin androjene duyarsız olmaları, androjen reseptörlerinde 

mutasyonlar, androjen reseptörleri dışında alternatif sinyal yolakları ile 

transkripsiyonu etkileme gibi moleküler mekanizmaların incelenmesi gerekmektedir 

(14).  

 

1.1.1.2 Prostat Spesifik Antijen (PSA) 

PSA prostat hücreleri tarafından salınan 33 kDa molekül ağırlığında bir serin 

proteaz glikoproteinidir. Semenin sıvılasmasına yardımcı olur. Yetişkin bireylerde 

PSA’nın normal değeri 0-4 ng/ml arasındadır. PSA seminal sıvı içerisinde yüksek 

konsantrasyonlarda, serumda düsük konsantrasyonlarda bulunur. Bununla birlikte 

serumdaki PSA’nın % 65-90 oranında α-1-antikimotripsin ve α-2 makroglobulin gibi 

proteazlara bağlı halde bulunurken, geri kalanı serbest haldedir. İmmünolojik 

testlerde serbest PSA ve α-1-antikimotripsine bağlı PSA ölçülebilmektedir. 

Serumdaki serbest ve bağlı PSA ölçümleri kanser tanısını kesinleştirmek için 

kulanılmaktadır. Prostat kanserinde PSA üretimi değişkendir ve hücrelerin 

farklılaşma derecesine bağlıdır. İleri evrede farklılaşmış kanser dokuları, erken 

evredeki kanser dokularına göre daha fazla PSA üretir (15). 

 

1.1.2 Diyet ve Çevresel Faktörler 

Özellikle aynı ırktan olup farklı coğrafi bölgelerde yaşayan yetişkin erkeklerde 

prostat kanseri görülme sıklığının farklı olması, diyetteki yağ ve kırmızı etle 

beslenme oranının önemli bir risk faktörü olduğunu göstermektedir. Yüksek 

miktarda α-linolenik asit (poliansatüre yağ asitidir, sebzelerde ve süt ürünlerinde 

bulunur) ve kalsiyum (Ca) alımının prostat kanseri ile ilişkisi olduğu tespit edilmiştir. 

Günlük 600 mg veya daha fazla Ca alan kişilerde, 150 mg veya daha az Ca alan 

kişilere göre, ilerlemiş ve metastatik kanser riski daha yüksektir (1). Özellikle E 

vitamini, selenyum ve likopen alımının prostat kanseri riskini azaltırken, kırmızı etin 

fazla tüketimi prostat kanseri ile ilişkili olmakla birlikte, yüksek ısıda pişirme, 

heterosiklikaminler gibi çok güçlü karsinojenlerin oluşumu ile sonuçlanır (16). 
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1.1.3 Genetik Faktörler 

Prostat kanseri görülme sıklığını etkileyen önemli bir faktör de genetik 

yatkınlıktır. Prostat kanserinin ailevi olarak arttığı gösterilmiştir. Babalarında ve 

erkek kardeşlerinde prostat kanseri olan erkeklerin bu kansere yakalanma riskleri 

oldukça fazla olmakla birlikte, aynı ailede meme ya da kolon kanseri vakaları 

bulunan bireylerin prostat kanserine yakalanma riski yine fazla olmaktadır. 

 

Yapılan bazı çalışmalarda, tüm prostat kanseri vakalarının %9 unda ve 55 yaşın 

altındaki olguların % 43’ü otozomal dominant geçis gösteren yatkınlık genleri 

bulunmuştur. 17. Kromozomun kısa kolu üzerinde yer alan ELAC2 geni, 1. 

Kromozomun uzun kolunda yer alan HPC1 geni, 5-alfa-redüktaz tip II geni,  

androjen reseptörü geni, PSA geni gibi ailesel ve sporadik prostat kanserine neden 

olan mutasyonların sıklıkla rastlandığı gen bölgeleri belirlenmiştir (17). 

 

1.2 Prostat Kanseri Terapi Modelleri 

Hernekadar cerrahi uygulamalar öncelikli olarak uygulansa da ileri evre prostat 

kanseri olgularında etkin bir tedavi yöntemi olarak androjenlerin baskılanması 

metodu kullanılmaktadır. Fakat elde edilen verilere göre, androjen baskılanması 

yöntemi 1-4 yılları içerisinde yanıtsız kalmaktadır, bunun nedeni androjenden 

bağımsız hücre hatları ya da hormona duyarsız prostat kanseri gelişmektedir (18). 

 

HDPK olgularında kesin tedavi için ikincil hormon uygulamaları, kemoterapi, 

radyoterapi seçenekleri ve yeni geliştirilen ajanlarla hedefe yönelik tedaviler 

uygulanmaktadır. HDPK olgularında androjen baskılama tedavisine devam 

edilmelidir, çünkü yapılan çalışmalarda testosteron verildiğinde hastalığın % 94 

oranında olumsuz etkilediği gözlenmiştir.  

 

1.2.1 İkincil Hormonal Tedaviler 

Testosteron ile yarışa girerek androjen reseptörüne bağlanan flutamid ajanı,  

HDPK gelişiminden sonra uygulandığında olumlu yanıtlar vermektedir. İkincil 

hormonal tedavi amacıyla dietilstilbestrol, tamoksifen, megestrol, aminoglutetimid, 
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hidrokortizon, prednizon ve deksametazon kullanılmıstır. Bu ajanlar yalnız 

kullanılmaları yanısıra kombine olarak kullanılmaları yaşam süresini uzatmada daha 

olumlu sonuçlar yaratmıstır. Adrenal steroidlerin sentezini inhibe eden 

ketokonazolün hidrokortizonla kombine olarak kullanılması gerekmektedir. 

Ketokonazol tedavisinin etkinliğini irdeleyen çalışmalarda PSA düzeyinde % 50 

üzerinde azalış gözlenmiştir. 

 

1.2.2 Kemoterapi Uygulamaları 

Prostat kanseri kemoterapi uygulamalarına dirençlidir. Geçmiş yıllarda, 

kemoterapi sonrası hastalığa yanıt yaklasık % 8,7 düzeyinde kalmıştır. Son 

zamanlarda melfelan, ifosfamid, oral etoposid, idarubisin, gemsitabin, irinotecan ve 

topotekan gibi tek başlarına kullanılan ilaçlarda hastalığa yanıt oranı % 10’u 

geçememiştir.  

 

Etki mekanizması tam anlaşılmamış olsa da DNA ile enterlakasyona girerek 

DNA’nın biyosentezini engellediği düşünülen doksorubisin ile bir alkile edici ajan 

olan siklofosfamid ile kombinasyonu başarılı sonuçlar vermektedir (19). Etoposid, 

pirarubisin ve sisplatin kombinasyonları da PSA yanıtını % 70’lere çekmektedir. 

Mikrotübüller proteinlere bağlanarak bölünmeyi engelleyen estramustin, bir diğer 

mikrotübül üzerinden etki gösteren grup olan taksanlar ile kombinasyonunun 

hormona dirençli prostat kanseri olgularına etkisi araştırılmıştır (20). Günlük 

estramustin ile birlikte 96 saatlik paklitakselin füzyonunu irdeleyen faz I çalışmaları 

bulunmaktadır. Buradan çıkan sonuçlara göre % 65 PSA oranında ve hastalıktan % 

42 oranında yanıt alınmıştır (21). 

 

Prostat kanseri olgularında, özellikle hormona dirençli prostat kanseri 

vakalarında kemoterapi uygulamasından bazı hastalar yarar görebilirken, yaşam 

süresine anlamlı bir katkı sağlayabilen kesin bir tedavi protokolü gösterilmemiştir. 

Günümüzde mitoksantron, estramustin ve dositaksel olmak üzere taksanlar içeren 

tedavi kombinasyonları önemli yararı olan tedavilerdir. Ayrıca radyoterapi 

uygulamaları da hastalara cerrahi yöntemler ile birlikte önerilmektedir.  
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1.3 Prostat Kanseri Oluşumu ve Tedavisinde Temel Moleküler 

Mekanizmalar 

1.3.1 Hücre Döngüsü 

Kanser anormal hücre çoğalması ile karakterize edilmektedir. Hücre çoğalması 

hücrenin üreyerek iki yavru hücre oluşturmasını içerir. Hücre proliferasyonu hücre 

siklusu içinde yer alan bazı kontrol noktaları (“check-points”) tarafından düzenli 

olarak kontrol edilir. Hücre siklusu proliferasyon, farklılaşma (diferansiyasyon) ve 

apoptoz gibi temel hücresel fonksiyonları düzenlediğinden büyüme ve doku 

“turnover”ıyla yakın ilişki içinde bulunur. Bu düzenleme özelliğinin olması 

organizmadaki hemen hemen her tür fizyolojik (örneğin doku hemostazisi) ve 

patolojik durumlarda (örneğin tümör oluşumu) hücre siklusunun ne denli kritik bir 

öneme sahip olduğunu göstermektedir. Nitekim kanserlerde hücre siklusunun 

regulatör proteinleri olan siklinler veya siklin-bağımlı kinaz inhibitörleri (CDKi)’nin 

düzeylerinde anormallikler saptanmıştır. Örneğin, siklin D meme ve skuamoz hücre 

tümörlerinde aşırı eksprese olmaktadır. Hücre bir bölünmeden diğerine geçerken 

sırasal evrelerden geçer, buna hücre devri adı verilir (Şekil 2) ve şu evreleri içerir: 

G1, S, G2 ve M fazı. G1, S ve G2 interfaz adı verilen hücre devrinin bir kısmını 

meydana getirir. Hücrenin genetik materyali S fazında (DNA sentezi) replike olur. M 

fazı hücrenin iki yavru hücreyi meydana getirdiği fazdır, mitoz ve sitokinez 

evrelerini içerir. G1 ve G2 gap evreleridir, S ve M fazlarının önceki fazlarıdır (22) 

(Şekil 2). 

 

Hücre sinyal sistemi organizmaların iç çalışma sistemlerini kontrol ederek, 

hücrelerin ona cevap vermesini, adapte olmasını ve sağ kalmasını sağlar. Hücre 

devrinde esas rolü oynayan ve bazıları büyüme faktörü sinyal yolu tarafından regüle 

edilen genler tarafından kodlanan siklinler ve CDKi’ler önemli sinyal yolaklarını 

oluştururlar (23). Özellikle son zamanlarda moleküler düzeyde incelenen kanser 

çalışmalarında hücre döngüsü ve bu döngüyü oluşturan elemanlar önemli bir yer 

almaktadır (24). 
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Şekil 2. Hücre siklusunun şematik şekli. 

1.3.2 Siklinler ve Sikline Bağımlı Kinazlar (CDK), Sikline Bağımlı 

Kinaz İnhibitörleri (CDKi) 

Hücre siklusuna özgü birtakım proteinler olan siklinler, CDK ve CDKi’ler 

tarafından özgün olarak kontrol edilir (25). Siklinler, CDK ve CDKi’lerinin düzeyleri 

hücre siklusunun çeşitli aşamalarında farklılık gösterir ve oldukça karışık bir düzen 

içinde siklusun ilerlemesini düzenlerler. CDK’lar kendi başlarına bulunduklarında 

inaktiftirler. Ancak, siklin’e bağlandıklarında aktifleşirler ve böylece aktif siklin-

CDK kompleksleri meydana gelir. Siklinler bu komplekslerin regulatör alt üniteleri, 

CDK’lar ise katalitik alt üniteleridir. Siklinler (A, B1, D ve E) siklusun çeşitli 

fazlarında periyodik olarak bir taraftan sentez edilirlerken diğer taraftan da yıkılırlar. 

Bu yüzden de siklinler olarak isimlendirilmişlerdir. Siklinlerin periyodik yapım ve 

yıkımları, dolayısıyla ilişkide bulundukları CDK (CDK2, CDK4, CDK5, CDK6, 

CDK7 ve CDK25)’ların aktivitelerinin düzenlenmesini sağlar (26).  

 

CDK’ların aktiviteleri sadece siklinlerle düzenlenmez ayrıca özgün 

fosforilasyon/defosforilasyona yol açan başka yollarla da düzenlenir. CDKi’leri (p15, 

p18, p19, p21 ve p27) ise ya siklinler, ya CDK’ların kendisi ya da siklin-CDK 

komplekslerine bağlanarak CDK’ların aktivitelerini inhibe ederler. Siklinlerin 
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seviyeleri transkripsiyon düzeyinde regüle edilir. Yıkımları ise “ubikuitin” metabolik 

yoluyla sağlanır. D tip (D 1, 2, 3) siklinler başlama siklinleri olarak adlandırılırlar ve 

büyüme faktörleri veya mitojenlere yanıt olarak eksprese edilirler. Mitojenler 

ortamdan uzaklaştırıldığında ise hızla yıkılırlar. Hangi tip Siklin D’nin eksprese 

edileceği doku tipine özgüdür. Örneğin, T lenfositler daha ziyade D3 (bir miktar da 

D2) tipini eksprese ederler. D tip siklinler CDK4 ve CDK6’yı regule ederler. Siklin 

E, G1/S fazlarının sınırında geçici olarak sentez edilir ve hücre S fazına girdiği anda 

hızla yıkılır. Siklin E, CDK2’yi regule eder. Siklin A ve B1 mitotik siklinlerdir. 

Siklin A, S fazı boyunca sentez edilir ve anafaz sırasında da yıkılır. Siklin A, CDK2 

ile kompleks yapar ve bu kompleksin DNA replikasyonunda direkt rolünün olduğu 

düşünülmektedir. Siklin B1 ise S fazının geç döneminde sentez edilir ve G2 fazından 

M fazına geçerken sentezi maksimal düzeye erişir, ardından anafazda yıkılır. Siklin 

B, CDK2 ile etkileşime girer ve bu kompleks MPF (“M-phase/maturation 

promotingfactor”) olarak da bilinir. Siklin B’nin anafazda yıkılmasıyla birlikte hücre 

mitozdan çıkar ve G1’e tekrar geri döner. Görüldüğü gibi bu proteinler, biyokimyasal 

olarak ifade etmek gerekirse, birbirleriyle protein: protein kompleksleri 

(interaksiyonları) oluşturarak birbirlerinin aktivitelerini düzenlerler. Bu aktivitelerin 

düzenlenmesi, moleküler düzeyde ifade etmek gerekirse, fosforillenme yoluyla 

gerçekleşir. CDK’lar siklinlerle interaksiyon sonucu aktive olurlarken, CDKi’leriyle 

iletişim kurmaları halinde ise inhibe olurlar. CDK’ların aktif formları, substratları 

fosforilleyerek onları aktif hale getirir. Böylece substrat aktivasyon durumuna göre 

hücre siklusu ya durur, ya da bir sonraki aşamaya geçer. Bir örnekle açıklamak bu 

ilişkilerin daha iyi anlaşılabilmesini kolaylaştırabilir. Bunun için, aynı zamanda bir 

tümör supressör gen olan retinoblastoma geninin ürünü ve aynı zamanda CDK’ların 

substratlarından biri olan Rb proteini (pRb) örnek olarak verilecektir (27). pRb hücre 

bölünmesi ve farklılaşmasının kontrolünda anahtar bir rol üstlenir. Terminal 

farklılaşmasını tamamlamış, dinlenme fazındaki veya yaşlı “senesens” hücrelerde 

pRb eksprese edilir ve defosforile halde bulunur. pRb, normal işlevi gereği hücre 

siklusunu dolayısıyla proliferasyonu G1 fazının sonunda bulunan bir kontrol 

noktasında (G1/S kontrol noktasında) durdurur. pRb hücre siklusu üzerindeki bu 

inhibitör etkisini hücrenin G1 fazından S fazına geçişini sağlayan bir transkripsiyon 

faktörü ailesi olan E2F ailesini bağlayarak (dolayısıyla inaktifleştirerek) 

gerçekleştirir. E2F ailesinin inaktifleşmesi sonucu hücre bir sonraki faz olan S fazına 

ilerleyemeyeceğinden siklus durur. Fakat eğer istirahat yani G0 fazındaki 
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(“quiescence”) bir hücre bölünme sinyali almışsa pRb’nin normalde hemen hemen 

G1 fazı süresince hipofosforile durumda olan formu G1 fazının sonuna doğru bir 

yerde (ilk kontrol noktasında, G1/S) CDK’ların etkisiyle fosforillenir ve M fazına 

kadar fosforile formda kalır. Fosforile durumdaki pRb artık E2F ailesini 

bağlayamayacağından E2F ailesi pRb’den bağımsızlaşır. Böylece E2F ailesinin 

siklus ilerletici etkisi sonucu hücre artık G1 fazında kalamaz ve bir sonraki faz olan S 

fazına girer. E2F ailesi ise etkilerini S fazına girişi sağlayan bir takım düzenleyici 

proteinlerin (örneğin, DNA polimeraz  α, myc, ve timidinkinaz) ilgili genlerini aktive 

ederek gösterirler. Sonuçta görüldüğü gibi, CDK’ların aktivasyonu veya inhibisyonu 

p Rb ve E2F üzerinden hücre siklusunun ilerlemesine veya durmasına neden olur. 

CDK’lar tarafından fosforillenmiş substratlar tekrar hipofosforile hale fosfatazların 

da etkisiyle dönerler (28). 

 

Özetlemek gerekirse, hücre siklusunun çeşitli fazlarında siklinler, CDK’lar ve 

CDKi’lerin çeşitli üyelerinin aktivasyonları gerçekleşir. Örneğin, Siklin E en yüksek 

seviyeye G1 fazının geç döneminde; Siklin A ve B ise G2 ve M’de çıkar. Siklin D ise 

G1 fazının erken döneminde artmaya başlar ve fazın sonuna doğru gittikçe artar. Her 

bir siklin özellikle spesifik CDK’sına bağlanır. Değişik fazlarda spesifik siklinlerin 

ve CDK’ların varlığı veya yokluğu herhangi bir fazda hangi kinazın aktifleşeceğini 

belirler. CDK’lar mitojenik büyüme faktörleri tarafından aktifleştirilirler. 

 

1.3.3 Sikline Bağımlı Kinaz İnhibitörleri (CDKi) 

CDKi 1993-1995 yıllarında tanımlanmış ve klonlanmışlardır. Hücre 

döngüsünün negatif kontrolünden sorumludurlar (29). Hücre döngüsü ilerlemesi, 

döngünün devamını sağlayan siklinlerin, katalitik partneri olan CDK’lar tarafından 

kontrol edilmektedir. Düzenli olarak kontrol edilmeyen CDK aktivitesi, artmış hücre 

çoğalmasına ve genomik kararsızlığa neden olmaktadır. Bu durum; hücrenin 

ölümsüzlük kazanması veya kanserleşmesi ile sonuçlanır. CDK’ların hücre 

döngüsündeki işlevlerinin düzenlenmesi, CDKi’leri tarafından gerçekleştirilmektedir. 

Büyümeyi inhibe edici sinyalden sonra, CDK aktivitesini düzenleyen ve hücre 

döngüsü baskılanmasını uyaran üç farklı Cip/Kip (Cdk Inhibitory protein / Kinase 

Inhibitory Protein) ailesi CDKi tanımlanmış olup, bunlar; p21Cip1 (CDKN1A), p27 

Kip1 (CDKN1B) ve p57 Kip2 (CDKN1C) dir (30). İlk klonlanan Cip/Kip üyesi 
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CDKi p21 olup, DNA hasarına karşı oluşan cevapta G1 baskılanmasından 

sorumludur. p27 ise antimitojenik sinyallere karşı oluşan cevapta, büyümeyi 

düzenleyen önemli bir moleküldür (31). 

 

CDKi, hücre döngüsündeki ve tümör baskılanmasındaki işlevlerinden dolayı, 

kanser gelişiminde birer genetik değişiklik hedefidirler. Ayrıca kanser gelişim 

sürecinde yer alan diğer molekülerin genetik değişimi ile başlayan onkojenik 

süreçlerde, fonksiyonlarında meydana gelen bozulmalar ile de ikincil olarak etkili 

olabilmektedirler. Bu çalışmada hücre siklusunun baskılanması ile hangi ölüm 

yolaklarının tetiklendiğini araştırmak üzere CDKi’ler olarak purvalanol ve roskovitin 

kullanılmıştır.  

 

1.3.3.1 Purvalanol 

CDKi‘ler spesifik farmakolojik çalışmalarda hücre döngüsünü oluşturan 

moleküler yolaktaki enzimlerin fizyolojik etkilerinin ve bu enzimlerin substratlarının 

tanımlanmasına katkı sağlar. Buna ek olarak, bazı inhibitörler CDK’ların, fizyolojik 

ve farmakolojik mekanizmalarla tetiklenen hücre canlılığı üzerindeki rolünün 

anlaşılmasını sağlar. Özetlemek gerekirse, CDKi’ler, hücre proliferasyonunun 

kontrolsüz olduğu hastalıklarda, kanser gibi, potansiyel terapötik ajanlardır. 

 

Şekil 3. Purvalanolün kimyasal yapısı (32) 

Purvalanol 2-(1R-Isopropyl-2-hydroxyethylamino)-6-(3-chloroanilino)-9-

isopropylpurine), CDK1 ve CDK2 için yüksek duyarlılık gösteren CDKi’dir (Şekil 

3). ATP’ye bağlı yarışmalı inhibitör olarak fonksiyon gösterir (33). Hücre 
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döngüsünün G1 ve G2 fazı progresyonunu tersinir olarak inhibe eder. Purvalanol S 

fazına girişi, uygulanan purvalanol konsantrasyonuna bağlı olarak inhibe eder. 

Örneğin; 10 mM purvalanol, 3 mM purvalanole göre S fazına girişi daha etkili 

şekilde inhibe eder. Purvalanolün hücrelere uygulandığı konsantrasyona ek olarak, 

uygulama süresi hücre üzerinde yaratacağı etkiyi değiştirmektedir.  

 

Hücresel proteinlerin fosforilasyonunu inhibe eder. Hücre döngüsünde G1-S 

fazına geçişte anahtar protein olan Rb proteini büyüme sinyali olmadığı zaman 

hipofosforile durumdadır. Purvalanol, Rb proteininin fosforilasyonunu inhibe eder. 

Rb proteini G1 fazından S fazına geçişte CDK4 tarafından fosforile edilir. 

Purvalanol, CDK4 ün Thr172 rezidüsüne etki ederek Rb proteinini fosforile etmesini 

engellerken, CDK7‘nin aktivasyonunu engelleyemez. 

 

Purvalanol doksorubisin gibi sitotoksik bir ajan ile kombine edildiğinde hücre 

döngüsünü G2 fazında durdurduğunu ve hücre proliferasyonunu engellediği 

gözlenmiştir. Purvalanolün transkripsiyona olan etkisi çalışılmakta olup, gen 

ekspresyonunun başlangıç ve uzama aşamasında inhibisyonu gözlenmemiştir (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 

bağlı yarışmalı inhibitörüdür (Şekil 4) (35). Hücreleri hücre döngüsünün G1 ve 

G2/M fazında durdurur (36). Nüklear fragmentasyon oluşturarak DNA sentezini 

inhibe eder, aynı zamanda insan hücre hatlarında apoptozu indükler. İlginç olarak, 

roskovitin uygulanan hücreler, hücre döngüsünün her aşamasında apoptoza gidebilir. 

Bu olay roskovitinin hücre büyümesine olan etki mekanizmasından 

kaynaklanmaktadır. Potansiyel bir antikanser ajandır. Cdc2 ve CDK2 moleküllerinin 

Ser315 rezidüsüne etki eder. Roskovitin Siklin D1 kaybını sağlayarak Rb proteinini 

inhibe eder ve mitojen –aktive edilen protein kinaz yolağını aktive ederek apoptozu 

indükler (37). 
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Şekil 4. Roskovitinin kimyasal yapısı (38) 

 

1.3.4 CDK ve Siklinlerin Kanser ile İlişkisi 

İnsan tümörlerinde hücre devri düzenleyicilerini kodlayan genler çoğu zaman 

mutasyona uğramıştır, bu da hücre devrinin hatalı regülasyonunun karsinogeneze 

sebep olabileceğini göstermektedir. Hücre sinyali otonomisi kanserin önemli 

nedenlerinden biridir. Büyüme faktörü sinyal yolunun moleküler komponentlerini 

kodlayan genlerdeki mutasyonlar ve büyüme sinyali otonomisine sebep olan hücre 

devri regülasyonunu kodlayan genlerdeki mutasyonlar önemlidir. 

 

Kanser olgularındaki mutasyonlar, CDK, siklin, CDK’yı aktive eden enzimler, 

CDKi, CDK substratları ve hücre döngüsü kontrol noktaları proteinlerini kodlayan 

gende meydana gelir. Siklinlerin over-expresyonunu ve CDK genlerinin 

amplifikasyonunu içerir. Siklin D geninin DNA amplifikasyonu 6 meme kanserinin 

1‘inde meydana gelir, bu da yaklaşık olarak % 15 civarındadır (39). 

 

Rb proteini G1 fazından S fazına geçişte hücre devrinin kontrol noktasıdır. Bu 

kontrolü transkripsiyon faktörü E2F ve HDAC larla işbirliği yaparak ortaya koyar. 

Fakat kanser olgularında G1/S kontrol noktası hasarlıdır. Rb proteininde gerçekleşen 

mutasyonlar, CDK/siklin aktivasyonunun ve ya CDKi’lerın kaybına neden olur. 
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Kanser olgularında CDK’lar genelde mutant durumdadır. Örneğin, Cdk4 ün 

amplifikasyonu melanoma, sarkoma ve gliomada gözlenmiştir. CDK1 ve CDK2 

overekspresyonu kolon tümörlerine neden olur. Bir fosfataz ailesi olan Cdc25, G1 

fazından, S fazına geçişte önemli bir regülatördür. Cdc25’in overekspresyonu 

CDK/siklin aktivasyonunu bozar ve bu mutasyona % 32’lik bir oranla meme 

kanserinde rastlanmıştır (40). Androjene duyarsız prostat kanseri hücresi olan DU 

145 üzerinde yapılan CDK inhibitörü uygulamasında CDK2, Siklin D1 ve Siklin E 

inhibisyonu gözlenmiştir (41). 

 

Siklin D, CDK4 ve CDK6’ya bağlanan bir anahtar molekülüdür. Birçok kanser 

türünde Siklin D üzerinde mutasyonlara rastlanmıştır. Bir çeşit lenfoma olan B 

hücreli tümörlerinde Siklin D1 translokasyonu vardır. Siklin D1’in overekspresyonu 

meme, prostat ve akciğer kanserlerinde gözlenmiştir (42,43). 

 

Siklin E, G1/ S geçişinde önemli bir role sahiptir ve Siklin E’nin yüksek 

seviyelerdeki salınımı birçok kanser türünde gözlenmiştir. Bu kanser türleri arasında 

prostat kanseri de vardır. Bir CDK inhibitörü olan purvalanol, prostat kanseri 

hücreleri üzerinde Rb proteini ve Siklin E gibi CDK substratlarının fosforlanmasını 

inhibe eder (44). 

 

Hücre devrini hedef alan terapötik stratejiler halen geliştirilmektedir ve birçoğu 

da klinik deneme evresindedir. Kinazlar hücre devrinde asal rolü oynadığı için ve 

karsinogenezdeki rolleri belirlendiği için kinaz inhibitörlerinin saptanması ilaç 

stratejisi geliştirilmesi bakımından önemlidir. Flavopiridol adı verilen yarı sentetik 

flavonoid denenen tüm CDK’larda rekabet eden inhibitör olarak etki yapar ve bunu 

onların ATP bağlayan yerlerini hedef alarak yapar. Roskovitin, purvalanol, BMS-

387032 halen klinik araştırmaları devam eden CDK inhibitörleridir (45). 
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1.4 Apoptoz 

Apoptoz terimi ilk olarak 1972 de Kerr tarafından (46) nekrozdan farklı olarak 

gerçekleşen diğer bir ölüm şekli için tanımlanmıştır ve fizyolojik hücre ölümünü 

ifade eder. Eski bir yunan terimi olan apoptoz, kelime anlamı olarak yaprakların 

ağaçtan, petallerin çiçekten doğal olarak düşmesi anlamına gelmektedir. Bugün de bu 

terimin kullanımı uygundur ve fizyolojik nedenlerden kaynaklanan hücre ölümünü 

anlatır. Teorik olarak apoptoz, çeşitli travmatik hücre dışı lezyonlar ya da genetik 

faktörlerle aktive edilen ve hücrenin kendisi tarafından programlanmış bir 

mekanizma vasıtasıyla hücre ölümünü kontrol eden aktif bir işlem olup, hücrenin 

intiharı olarak tanımlanabilir. Böylece hormonal olarak aktif çeşitli maddeler, iyonize 

radyasyon ve kemoterapiyi içeren travmatik ajanlar vasıtasıyla gerçekleşen hücresel 

lezyonların ya da genetik aktörlerle aktive edilen hücresel intihar programının 

apoptoza neden olduğu söylenebilir. Fizyolojik bir işlem olarak apoptoz, normal 

gelişim sırasında ve olgun organizmadaki çeşitli hücre tiplerinin tahribi esnasında 

spesifik hücrelerin kaybından sorumludur. Apoptotik hücre sayısı kişinin ya da 

organizmanın sağlıklı ya da hasta oluşunu belirlediğinden, apoptozun fonksiyonel 

mekanizmaları hücrede denge unsurudur. Bu da; apoptoz oranının azalması ile hücre 

sayısının artması ve bunun aksine apoptoz oranının artması hücre sayısının azalması 

ve istenmeyen doku tahribatı meydana gelmesi anlamındadır (47). 

 

Apoptoz gelişim biyolojisinde, normal doku “turnover”ında ve immun sistem 

hücrelerinin sitotoksik fonksiyonları gibi bazı önemli fizyolojik süreçlerdeki rolü 

ortaya çıktıkça önemi de hızla artmıştır. Otoimmün bozuklukların, AIDS’in, 

Alzheimer hastalığının da dahil olduğu bazı major nörodejeneratif bozuklukların ve 

hatta malignitelerin dahil olduğu daha birçok patolojik durumlarda da rol aldığı 

anlaşılmıştır (48,49). 

 

Apoptoz tek hücreli organizmalarda hücre ölümünün tek yoludur. Çok hücreli 

organizmalarda ise genetik oluşumlu hücre hasarının bloke edilmesi ya da hücrenin 

tamamen yok edilmesi apoptoz vasıtasıyla gerçekleşir. Böylece hasarın yayılması ve 

tümör oluşumu gibi zararlı olasılıklar engellenmiş olur. Apoptoz olayının 

oluşmasından daha önce hücresel replikasyon işlemi durur (DNA onarımı) eğer bu 

esnada DNA tamiri gerçekleşemezse apoptoz ile sonuçlanan olaylar serisi başlar. Bu 
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sırada apoptozun başlayıp başlamaması hasarın boyutuna, hücrenin tipine ve 

hücrenin üretkenlik potansiyeli olan tümor geliştirme riskine bağlıdır. Apoptoz 

sadece intrauterin gelişme esnasındaki organogenez ve sinaptogenez olaylarında 

değil, aynı zamanda farklılaşmış dokuların olgunlaşmasında da esastır. Çünkü 

apoptoz vücudun bütünündeki hücre sayısının sabit tutulmasını ve immün sistem 

faaliyetlerinin gerçekleşmesini sağlar. Bu son olaya örnek olarak, immün bir 

reaksiyonun sonucu dikkate alınacak olursa; bu noktada aktive edilmiş lenfositlerin 

direkt apoptoz vasıtasıyla kendi antijenlerini elimine ettikleri görülür. Böylece 

apoptotik hücre miktarında görülen bir artış, daha önce de belirtildiği gibi dengenin 

olumsuz yönde bozulmasına; Alzheimer ve Parkinson gibi dejeneratif hastalıklardan 

ülseratif kolitler, AIDS gibi kronik hastalıklara ve hatta immünolojik hastalıklara bile 

neden olabilir (50). Ayrıca apoptoz; el ve ayak parmak taslakları arasındaki ara 

dokunun ortadan kalkmasında, omuriliğin şekillenmesinde, erkek fetüslerde müller 

kanalının tahribatı esnasında, viral enfeksiyonlarda Councilman cisminin 

oluşumunda ve iltihapta nötrofil ölümünün sağlanması ve menstrual siklus gibi 

birçok olayda görülür. Yapılan in vitro çalışmalar apoptozun ani gerçekleşen hızlı bir 

olay olduğunu gösterir. Apoptotik uyarıdan sonra hücre hızla ortamından uzaklaşır; 

yuvarlaklaşırken içeriği bir araya toplanır ve sitoplazması büzülür. Bu büzülme 

kabarma gelişimi esnasında şiddetle gelişen aktivitelere yansır. Olayın dinamiği 

sitoplazmanın kaynamasına benzetilebilir. Protoplazmanın zardan uzaklaşmasından, 

apoptotik cisimin oluşumuna kadar bütün apoptotik olaylar zinciri birkaç dakika 

sürer. Bununla birlikte apoptotik hücrelerin fagositozu için daha uzun bir zaman 

gerekir,  hatta bu işlem 12-18 saat sürebilir (51).  

 

Apoptozun gerçekleşmesi sırasında oluşan DNA çözülmesi, apoptozun 

mekanizma ve seviyeleriyle ilgili çalışmalarda önemlidir. DNA çözülmesi olayı 

kromatin yığılmasına dayalı apoptoz sırasında çarpıcı bir şekilde ortaya çıkar. 

Apoptoz işlemi aktive edildikten 1 saat ya da daha uzun bir süre sonra DNA da tek 

iplikte bir çentikle başlayan çok karakteristik ve geri dönüşsüz bir parçalanma 

görülür. Böylece bu çözülmenin apoptozda bir anahtar olduğu düşünülür. DNA 

yarıklanması, DNA yı parçalayan enzim olan endonükleaz aktivitesini artırdığından 

önemli role sahiptir. Bu enzim aktivasyonu muhtemelen Ca/Mg oranının 1 ya da 

daha fazla oluşuna bağlı olabilir. Ama yine de DNA çözülmesi apoptoz için şart 

değildir. Sağlıklı bir hücrede basit hücresel ve moleküler bir olay herhangi bir anda 
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apoptoza neden olabilir. Bu durum hücrelerin zaten sahip oldukları intihar 

programını gerçekleştirip gerçekleştirmeyeceklerini belirleyen inhibitör bir molekül 

taşımaları gerektiğini gösterir. Apoptoz çalışmalarında DNA fragmentasyonu 

incelenmektedir. Bu birkaç yöntemle incelenebilir; DNA laddering, DAPI boyama 

gibi (52). 

 

Apoptoza uğrayan hücre fagositoz sırasında makrofajlar ile yutulur ve komşu 

hücreler apoptoza uğrayan hücrelerin sergilediği moleküler belirteçleri 

(fosfotidilgliserin) tanır. Apoptoz hücre büzülmesi, tomurcuklanma ve kromatin 

kondensasyonu ve fragmentasyonu ile karakterize edilir ve bütün bunlar son derece 

düzenlidir. Apoptoz bu açıdan nekroz ile kesin olarak karşıttır, nekrozda hücre 

membranları geçirgen hale gelir ve hücre içeriği etraftaki dokulara dağılır ve 

inflamasyona neden olur. Apoptoz ve nekroz arasındaki morfolojik farklılıklar Şekil 

5 te gösterilmiştir (53). 
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Şekil 5. Apoptotoik hücre ile nekrotik hücrenin morfolojik açıdan farkı (54). 

Apoptotik hücre Nekrotik hücre 
Fagosite edilmiş apoptotik hücre 
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Memelilerde en az 14 kaspaz tanımlanmıştır. Filogenetik analiz sonucunda gen 

ailesinin ICE (Kaspaz-1) ile ilişkili ve Ced-3 benzeri olmak üzere iki alt grubu 

olduğu görülür. Proenzimlerin kısa (Kaspaz 3, 6, 7) veya uzun prodomain 

barındırmalarına göre de kaspazları daha alt gruplara ayırmak mümkündür. Alternatif 

olarak bu proteazlar, substrat özelliklerine göre de gruplandırılabilir. Günümüzdeki 

modern yaklaşım ise proteazları üç gruba ayırmaktadır (Şekil 6). 

 

 

Şekil 6. Pro-kaspazlar iki aktif bölgesinde AspX den kesilerek aktifleşir. 

Grup 1: Sitokin matürasyonuna aracılık edenler (Kaspaz-1, 4, 5, 13) - ICE 

ailesi, 

Grup 2: Apoptotik hücre ölümü sürecinde efektör görevi üstlenenler (Kaspaz-2, 

3, 7) - Ced 3 ailesi,  

Grup 3: Apoptotik hücre ölümünde aktivatörler (Kaspaz-6, 8, 9, 10) -  Ced 3 

ailesi (55).  

 

Kaspazlar tetrapeptit motiflerini amino asit özelliklerine göre tanır ve p4 

pozisyonundaki amino asitlere göre üç spesifik gruba ayrılır. Grup 1 kaspazlar 

(Kaspaz-1, 4, 5, 13) P4 pozisyonunda hidrofobik amino asitleri tanırlar ve 

sitokinlerin maturasyonuna aracılık ederler. Grup 2 kaspazların ayırma noktası hücre 
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ölümü sırasındaki pek çok proteinlerde gözlenir ve bununla ilişkili olarak da grup 2 

kaspazlar (Kaspaz-2, 3, 7) apoptozun asal efektörleri olarak bilinirler. Grup 3 

kaspazlar (Kaspaz-6, 8, 9, 10) ise P4 pozisyonunda alifatik amino asitleri tanır ve 

grup 2 kaspazların aktivasyonunda görev alır (Şekil 7). Kaspazlara ek olarak bir serin 

proteaz olan granzim-B gibi başka proteazlar da kaspaz aktivasyonunda görev alarak 

ve bazen de kaspazların yerine fonksiyon görerek apoptotik hücre ölümüne katkıda 

bulunur (Şekil 7). 

 

 

 

 

Şekil 7. Kaspazların moleküler sıralanışı.  

 

Bu sıralanmanın istisnaları da mevcuttur; örneğin Kaspaz-2 kendiliğinden 

aktive olabilir. Kaspaz-6 efektör ise proteaz olarak görev alabilir.  

 

Kaspazlar inaktif üç parçalı proenzimler olarak sentez edilirler. Aktivasyonları 

sırasında aspartat (P1) - X (P2) bağının ayrılması ile proenzimden, küçük ve büyük 

alt üniteleri içeren aktif enzim oluşur. Ayrılma noktasında aspartatın bulunması 

kaspazın oto-aktif ya da aktive edilebilir olmasıyla uyumludur. Ayrılma işleminden 

sonra 2 büyük ve 2 küçük alt üniteden oluşan tetramer yapısına sahip kaspaz yapısı 

izlenir. 

 

Grup III 
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Kaspaz aracılı apoptozun aktivasyonunda üç ayrı yolun varlığı bilinmektedir;  

 Mitokondri/Sitokrom-C aracılı apoptoz  

 Hücre yüzey reseptörleri aracılığı ile tetiklenen apoptoz  

 Endoplazmik retikulum aracılı apoptoz  

 

1.4.1.1 Ekstrinsik Yolak: Hücre Yüzey Reseptörleri Aracılığı İle Tetiklenen 

Apoptoz 

Fas ligand gibi bir ölüm faktörü ve ya tümör nekroz faktörü (TNF) sırası ile Fas 

reseptörü ve TNF reseptörü gibi transmembran ölüm reseptörü tarafından kabul 

edilir. Fas ligand komşu hücrelerin plazma membranına bağlıdır. Ligand ölüm 

reseptörlerine bağlandığı zaman yapısal bir değişiklik meydana gelir ve birkaç 

reseptör bir araya gelir, oligomerizasyon gerçekleşir. Böylelikle hücre dışından gelen 

moleküllerin bağlanmasıyla Kaspaz 8’ i aktive eden sinyaller yayılır (56) (Şekil 8). 

 

Kaspaz 8 ekstrinsik yolakta, başlatıcı kaspaz olarak görev yapar; çünkü reseptör 

ile apoptotik proteazlar arasındaki ilk bağlantıdır ve bir anahtar niteliğindedir. Aktive 

olan Kaspaz 8, diğer kaspazları (Kaspaz 3, 6, 7) kırar ve aktive eder. Sonuç olarak 

enzim kaskadı spesifik hedef proteinini kırar ve apoptoz meydana gelir. Elbette bu 

olay apoptoz inhibitörü c-flip tarafından inhibe edilebilir. Prokaspaz 8’in aktif 

Kaspaz 8’e dönüşünü engeller. 

 

Sonuç olarak, enzim kaskadının hedeflediği proteinlerin proteolizi, hücre 

yıkımını meydana getirir. Hedef proteinler arasında hücre iskeleti proteinleri; aktin,  

nukleusun büzülmesine neden olan laminler ve DNA’yı nukleozomlar arasından 

kırarak DNA ladder oluşturan DNaz vardır. Apoptozun en önemli belirteçlerinden 

birinin, DNA laddering olduğu daha önce belirtilmişti. 

1.4.2 Mitokondri/ Sitokrom C Aracılı İntrinsik Yolak 

Apoptozun intrinsik yolağı dışarıdan gelen uyartılara (FAS, TNF) duyarlı 

değildir. DNA hasarı ve oksidatif stres gibi hücre içinden gelen uyartı, apoptozun 

intrinsik yolağını mitokondrinin dış membranına etki eden Bcl-2 ailesi proteinleri 

aracılığıyla indükler (57). 
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1.4.2.1 Pro-apoptotik ve Anti-apoptotik Bcl-2 Ailesi Üyeleri 

Bcl-2 ailesinin yaklaşık 20 üyesi vardır, hepsi en az bir Bcl-2 homoloji (BH) 

domaini içerir. Bu domain protein-protein ilişkisine aracılık yapar. Aile üyelerinin 

çoğu ya üç ya da dört BH domaini paylaşır. Bcl-2 proteinlerinin bir grubu apoptozu 

inhibe (anti-apoptotik) eder, diğeri ise teşvik eder (pro-apoptotik). Pro-apoptotik 

moleküllerden oluşan grup içinde BH3 only proteinleri olarak isimlendirilen alt grup 

vardır. BH3 only proteinleri pro-apoptotik moleküllerin aktivitesini ya indükler (BH3 

only aktivatörleri) ya da anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerine bağlanarak inhibe eder. 

Mitokondri dış membranı üzerinde biraraya gelen bcl-2 ailesinden Bax ve Bak 

molekülleri, oligomerize olur ve membran üzerinde bir kanal oluşturur. Altı ya da 8 

molekülün oligomerizasyonu, Bax ve Bak proteinlerinin şekilsel değişikliği sonrası 

insersiyonundan sonra meydana gelir. BH3 only proteinlerinden Bid ve Bim 

tarafından indüklenir. Mitokondri içinde bulunan Sitokrom c ve Prokaspaz 9’un 

salınımını sağlar (57).  

 

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

Anti-apoptotik üyeler Pro-apoptotik üyeler BH3-only pro-apoptotik 

üyeler 

Bcl-2  Bax  Bid  

Bcl-xL Bak  Bad  

Bcl-w  Bok  Bim  

Mcl-1  Bcl-G  Bik  

Bcl2l10  Bcl-rambo  Bmf  

Bfl-1  Bfk  Noxa  

Bcl2l12   Puma  

 

Sitoplazmaya serbestlenen Sitokrom c ve Prokaspaz 9 apoptozom adı verilen 

komplekste birikir ve aynı zmanda dATP de Apaf-1’e bağlanır. Sitokrom c’nin Apaf-

1’e bağlanmasıyla tekerleğe benzer bir kompleks oluşur. Halkasal kompleks 

içerisinde CARD adı verilen bir domain bulunur. CARD domaini Prokaspaz 9’un 

APAF-1’ e bağlanmasını sağlar. 
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Apaf-1 bir kofaktör proteindir ve Prokaspaz 9 aktivasyonu için gereklidir. 

Kaspaz 9 intrinsik yolağın anahtarı, başlatıcı kaspazıdır. Kaspaz 9 aktivasyonundan 

sonra Kaspaz 3,6 ve 7 aktive olur (Şekil 8) (57).  

 

 

Şekil 8.Dış ve iç apoptotik yolaklar (58). 

İntrinsik yolak, apoptoz inhibitör proteinleri (IAP) tarafından kontrol edilir.  X 

kromozomu bağlantılı üye, XIAP, Kaspaz 3 ve Kaspaz 7’ye doğrudan bağlanarak 

aktivitesini inhibe eden IAP ailesi üyesidir. XIAP aynı zamanda Kaspaz 9’u da 

inhibe eder; fakat monomerik Kaspaz 9’a doğrudan bağlanır ve aktif yeri hatalı 

konformasyon nedeni ile kilitler. NFB apoptozun potansiyel inhibitörüdür ve bir 

transkripsiyon faktörüdür. IAP’ lerin transkripsiyonunu indükler. NFB protein 

kompleksi birçok hayvan hücresinde bulunan, stres koşullarına, sitokinlere, serbest 

radikallere, ultraviyole ışın dalgalarına, bakteriyel, ya da viral enfeksiyonlara karşı 

oluşturulan hücresel cevapta görev alır. Kısaca, NFB bağışıklık sisteminde 

düzenleyici rolündedir. NFB nin hatalı regülasyonu kanser, inflamasyon ve 

otoimmün hastalıklar, septik şoklar ve viral enfeksiyonlara neden olur. NFB hızlı 

etkili "rapid-acting" primer transkripsiyon faktörleri kategorisinde hücresel cevapta 

etkilidir bu kategori içerisinde; c-Jun, STAT, nüklear hormon reseptörleri gibi 

faktörler vardır. Bu faktörler hücre içerisinde ihtiyaç duyulmadığı süreçlerde inaktif 
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formda bulunur, herhangi bir infeksiyon ya da kontrolsüz hücre çoğalması 

durumunda hızla cevap vererek bağışıklık sistemini korur.  

 

IB, NFB dimerlerini ayırarak inhibisyonunu sağlayan inhibitördür. Hücre 

dışından gelen aktivasyon sinyali, IB kinazları (IK) etkileyerek, IB nin yıkımına 

neden olur, IB ubikuitinasyonlanarak proteozomlarda yıkılır. Bu olay, NFnin 

nukleusa serbestlenmesini sağlayarak, DNA üzerinde IAP lerin transkripsiyonunu 

sağlayacak bölgeye bağlanmasını sağlar. Bunun sonucunda, immun cevap, hücre 

canlılığının artması ve hücresel proliferasyon gerçekleşir. Bunun yanında NFB 

tarafından sağlanan hücre proliferasyonunun da düzenlenemesi gerekir. Bunu 

sağlayan molekül Idır ve bir feed back mekanizması ile NFB nin 

serbestlenmesini durdurur (59). 

 

Smac/DIABLO, mitokondriden serbestlenen bir diğer regülâtördür, IAP ler 

tarafından meydana getirilen inhibisyonu elimine eder. Smac/DIABLO, aktive olan 

Kaspaz 9 ile XIAP ye bağlanmak için rekabete girer. Her iki molekül de XIAP ye 

bağlanan benzer tetrapeptid domaini içerir. Böylece kaspaz aktivitesi kaspaz 

kaskadını oluşturmak üzere devam eder. 

İntrinsik yolak üzerindeki tüm moleküller, yapılan kanser çalışmalarında 

apoptozu kanıtlayacak birer hedeftirler. Bu moleküllerin belirlenmesinde kullanılan 

yöntemler bir sonraki bölümde anlatılacaktır. 

 

Bcl-2 ailesinin pro-apoptotik ve anti-apoptotik üyelerini kodlayan genlerin 

ekspresyonu p53 proteini tarafından kontrol edilir. Fas reseptörü, Bax ve Bak pro-

apoptotik proteinleri kodlayan genlere birer örnektir. Bcl 2, Bcl xL ve IAP ler gibi 

anti-apoptotik faktörlerin expresyonunu baskılayabilir. PUMA proteini de p53 ün 

hedefidir ve p53 tarafından apoptozun indüklenmesi için esastır (60). Tümör 

baskılayıcı protein p53, genomun gardiyanıdır. DNA hasarı ve hücresel strese karşı 

apoptozu indükleyerek görev yapar. DNA ya hasar veren ilaçlar, radyasyon, 

onkojenik aktivasyon ve hücre stresi tarafından indüklenen apoptoz, PUMA geni 

knock out (susturulmuş) farelerde bloke olmuştur. Kolorektal kanser çalışmalarında, 

PUMA nın apoptozu indüklemesinin Bax varlığına bağlı olduğu gözlenmiştir. P53 

tarafından DNA hasarına karşı oluşturulan hücresel cevap, apoptoz olabildiği gibi 
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hücre büyümesinin durması da olabilir. Hücre büyümesinin durması bir CDK 

inhibitörü olan p21 in transkripsiyonel aktivasyonu ile gerçekleşebilir. p21 in hasarlı 

olduğu hücreler apoptoza gider. PUMA proteini Bcl xL ile etkileşim yaparak Bax 

multimerizasyonunu ve mitokondriye bağlı apoptozun gerçekleşmesini sağlar. 

Hücrenin, büyümesinin durmasını mı yoksa apoptozu mu tercih edeceği diğer sinyal 

yolaklarıyla belirlenir (61).  

 

1.5 Apoptoz ve Kanser İlişkisi 

Kanserin altı özelliğinden biri apoptozdan kaçmaktır. Tümör hücreleri örneğin 

DNA hasarına cevap olarak birçok sinyal üretir ve onkojenik aktivasyon meydana 

gelir ve bu da normal apoptozu uyarır. Tümör baskılama yolları aracılığı ile çoğu 

hücre apoptoz tarafından elimine edilen karsinojenik karakteristik özellik kazanır. 

Bununla birlikte mutasyona uğrayan tümör hücreleri apoptotik cevaptan kaçabilir, 

sonuçta sağkalım olur ve çoğalırlar. Apoptozdan kaçma mutasyonların birikimine yol 

açar. Bu da tümör hücreleri ve normal hücreler arasında gelişen farka dikkati 

çekmektedir. Tümör hücreleri, normal hücrelere kıyasla birçok apoptozu uyaran 

sinyal (örneğin oksidatif stres ve onkogen aktivasyonu) aldığı için, tümör hücreleri 

normal hücrelere oranla apoptotik cevabı tetiklemeye çok daha yatkındır. Bununla 

birlikte, apoptotik yol tümör hücrelerinde çoğu kez hatalıdır. Tümör hücrelerinde p53 

ü hedef alarak apoptotik yolun onarımı, yeni kanser terapötiklerinin tasarımı 

açısından değerli bir statejidir. 

 

Veriler, kanser hücrelerinin stres karakteristikleri nedeni ile kanser hücreleri ve 

normal hücreler arasında, kaspaz aktivasyon durumunda esaslı farklar olduğunu 

göstermektedir. Kanser hücreleri, upregüle IAP ler tarafından inhibe edilen aktif 

kaspazları içerir, normal hücreler ise proteolitik kırılmaya gerek duyan inaktif 

prokaspazları içerir. Bu nedenle kanser hücreleri, normal hücrelere kıyasla apoptotik 

cevabı tetiklemeye daha yatkındır. Bu bulguyu desteklemek için tümör hücrelerinde 

işlenmiş Kaspaz 3 saptanmıştır. Normal hücrelerde aktive olan kaspazlar IAP ler 

tarafından inhibe edilir ve apoptozun indüksiyonu IAP inhibisyonundan kurtulmaya 

bağlıdır. Özetle, normal hücrelerde apoptotik sinyaller prokaspaz işlemini stimüle 



 

26 
 

eder, diğer taraftan kanser hücrelerinde apoptotik sinyaller IAP inhibisyonunun 

durdurmasını stimüle eder. 

 

Karsinogenez sırasında apoptozun intrinsik yolundaki değişimler, ekstrinsik 

yoldaki değişimlerinden daha olağandır. İntrinsik yolakta meydana gelen 

değişimlerin başlıcası p53 yolunu etkileyen mutasyonlardır. Bcl 2 ailesi genlerinin 

çoğundaki hatalı ekspresyonu da karsinogenezle ilgilidir. Bcl 2 ailesinin tüm anti-

apoptotik üyeleri onkogen olarak işlev yapabilir ve pro-apoptotik üyeler de tümör 

baskılayıcı genler olarak etki eder. Pro-apoptotik proteinleri kodlayan genlerdeki, 

örneğin Bak ve Bid, mutasyonları bazı tümörler için karakteristiktir. Kolon 

tümörlerinin spesifik bir sınıfında Bax % 50 nin üzerinde mutasyona uğramıştır.  

Hatırlanacağı üzere, p53, birçok Bcl 2 ailesi genlerini regüle eder. Bu durumda p53 

deki mutasyonlar tümörlerde olağandır ve hedef genlerin transkripsiyonel 

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

 

1.6 Otofaji 

Otofaji embriyonik gelişim, homeostaz ve hastalıklarda önemli bir katabolik 

süreçtir. Otofaji, hücre içi makromoleküllerin ve organellerin bir kesecik içine 

alınarak lizozomlara yönlendirilmesi ve lizozomla birleşerek burada parçalanmasına 

yol açan mekanizmadır. Hücre içerisinde uzun ömürlü ve kısa ömürlü proteinlerin 

parçalanma mekanizmaları değişmektedir; örneğin kısa ömürlü proteinler ubikuitin 

ile işaretlenerek parçalanırken, uzun ömürlü proteinler ve organeller lizozomlar 

tarafından otofaji mekanizması ile parçalanırlar, oluşan yapı taşları tekrar 

kullanılmak üzere hücre metabolizmasına katılır. Otofaji, kelime anlamı olarak kendi 

kendini (auto) yeme (phagy) anlamına gelir ve hücrenin açlıkla karşılaştığı fizyolojik 

koşullarda, besin elde etmek için hücre içindeki yapıları nasıl parçalandığını ifade 

etmek amacı ile kullanılmıştır. Yapılan ilk çalışmalarda otofajinin, besin yokluğunda 

hücre içi moleküllerin geri dönüşümünü sağlayarak hücrenin stres ortamına uyumuna 

yardım ettiği böylelikle hücre homestostazisinin korunmasında etkili bir yol olduğu 

gösterilmiştir (63). Son on yılda yapılan çalışmalar ise otofajinin; metabolizmanın 

düzenlenmesi, morfogenez, hücre farklılaşması, yaşlanma, hücre ölümü ve bağışıklık 

sistemin bir parçası olarak hücre içi patojenlerin yıkımında da etkili bir rol 
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oynadığını ortaya koymuştur (64,65). Ayrıca araştırmalar, otofaji anormalliklerinin, 

kanser, enfeksiyon hastalıkları ve nörodejeneratif hastalıklar gibi önemli sağlık 

sorunlarının da nedenleri arasında yer aldığını göstermektedir (66).  

 

Otofaji 4 formda açıklanabilir; çift membranla sınırlı organellerin sitoplazma 

içinde parçalanması olan makrootofaji, membran invajinasyonu ile sitoplazmanın 

lizozom içine tasınması olan mikrootofaji, spesifik moleküllerin lizozom içine 

alınması olan şaperon bağımlı otojaji ve kanonikal olmayan-alternatif (Atg5/7 

bağımsız)  makrootofaji  (67). 

 

Otofaji oluşum merkezleri yani otofagozom mekanizmasının yürütücü 

elamanları ‘otofaji ile bağlantılı proteinler (Atg)’ dir. Mayalarda yapılan çalışmalar 

sonucunda bir otofagozom biyogenezinde rol oynayan birçok çesit Atg proteini 

bulunmuştur. Bunların görevleri, otofajik kesecikler oluşturmaktır. Otofagozom 

yapılarının ilk oluşumu sırasında, Atg5-12-16L ve Atg8 yolakları otofagozomdaki 

çift membran yapılarının oluşması için gereklidir. Ubikutin benzeri bir modifikasyon 

ile öncelikle Atg12, Atg5’e Atg7 ve Atg10 aracılığı ile kovalent bağ kurar, ikincil 

olarak Atg8, lipid, fosfatidil etanolamini (PE) modifiye eder ve Atg4’e degrade olur. 

Atg5-Atg12 kompleksinin otofagozomu başlatan Atg8 için gerekli Atg16L ile 

etkileşime girmesi gerekmektedir. Önemli olarak Atg8 proteinleri p62 ve NBR1 gibi 

ubikuitin bağlayıcı/ayırıcı proteinler için bağdaştırıcıdır, yanlış katlanmış protein 

agregasyonunu denetler, diğer ubikutinlenmiş yapıları düzeltir ve genişleyen 

otofagozom membranlarını ayırır (68,69). 

 

1.6.1 Otofajinin Düzenlenmesi 

Otofajinin indüklendiği durumlar, açlık, hipoksia ve çesitli stres sartlarıdır. Bu 

durumlarda otofajinin aktivasyonu için TOR kompleksi devreye girmektedir. TOR 

kompleksi, hücrenin enerji metabolizmasının diğer bir deyişle protein sentezi ve 

hücre büyümesini kontrol eden anahtar proteinidir. İlk olarak mayada mantara karşı 

kullanılmak üzere geliştirilen bir immun baskılayıcı ajan olan rapamisinin hedef 

molekülü olarak saptanmıştır. Memelilerde izoformu bulunan TOR kompleksi 

mTOR olarak geçmektedir ve bu proteinin baskılanması ya da çesitli gen 
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modifikasyonları ile TOR geninin susturulması otofajinin indüklenmesini 

sağlamaktadır. 

 

 

 

 

Şekil 9. Otofajinin düzenlenmesi (70). 
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1.7 Hücre Ölümü ve Sağ Kalımı ile İlişkili Sinyal Yolakları 

1.7.1.1 Poliaminler 

Poliaminler; küçük alifatik polikatyonlardır. Putresin, NH2(CH2)4NH2, 

spermidin, NH2(CH2)3NH(CH2)4NH2, ve spermin, 

NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NH2 doğal poliaminlerdir ve hem prokaryotlarda 

hem de ökaryotlarda hücre büyümesi için gereklidir Çünkü poliaminler nükleik 

asitler, özellikle RNA ve ATP, sepesifik proteinler ve fosfolipitler ile etkileşim 

kurabilirler. Kanserli dokular, normal dokulara göre daha fazla poliamin miktarı 

içermektedir ve poliamin biyosentez inhibitörleri; tümör büyümesini ve metastazı 

inhibe etme potansiyeli vardır (71,72). 

 

1.7.1.2 Hücrelerde Poliamin İçeriğinin Düzenlenmesi  

Hücre poliamin içeriği biyosentez, degredasyon, alım ve atılım tarafından 

düzenlenmektedir (71). Putresin; ornitin dekarboksilaz (ODC) tarafından ornitinden 

sentezlenir. Dekarboksillenmiş S-adenozilmetiyonin; S-adenozilmetiyonin 

karboksilaz (SAMDC) enzimi tarafından S-adenozilmetiyoninden sentezlenir. Bu iki 

enzim, ODC ve SAMDC, poliamin biyosentezinde hız-sınırlayıcı enzimlerdir. 

Spermidin; putresinden ve spermin de spermidinden sentezlenir. Bu reaksiyonlar 

spermidin sentaz ve spermin sentaz enzimleri tarafından gerçekleşir. Bu olaylar ile 

poliamin biyosentezi gerçekleşir. Poliamin katabolizmasında ise spermin oksidaz 

(SMO) ile direkt olarak sperminden spermidin oluşabilir veya spermidin/spermin N
1
- 

asetiltransferaz (SSAT) ve asetilpoliamin oksidaz (APAO) ile hem sperminden 

spermidin hem de spermidinden putresin dönüşümü katalizlenebilir (Şekil 10). 
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Şekil 10 Poliamin metabolizmasının gösterilmesi. Kırmızı oklar poliamin 

biyosentezi, mor oklar ise poliamin katabolizması yolunu göstermektedir. 

Görevli enzimler bordo, inhibitörler ise siyah renkli yazılmıştır. 

 

1.7.1.3 Poliaminler Tarafından Hücre Devrinin İlerlemesinin ve Apoptozun 

Düzenlenmesi 

Poliamin seviyesinin azalması hücre devrinin ilerlemesini engellemektedir. 

Hücreler G1/S fazında kalmaktadır. Poliamin eksikliği DNA sentezi oranı 

düşmektedir. Bu koşullar altında p27
Kip1

 ve p21
Cip1/WAF1

, sikline-bağımlı protein 

kinazlar CDK2 ve CDK4 inhibitörleri artmıştır. Poliamin eksikliği DNA Polimeraz-

α, timidin kinaz, DNA ligaz I, Flap endonükleaz aktivitesinde azalmaya neden 

olmaktadır (73). Bu enzimlerdeki aktivitelerinin azlığının DNA sentezi inhibisyonu 

ile ilişkili olduğu düşünülmektedir (74). 

 

Poliamin eksikliğinin apoptozu etkilediği yönünde bulgular anti-kanser ajanı 

olarak poliamin metabolizması ile ilişkili ajanların etkili olabileceği yönünden ümit 

vaadetmektedir (75) ve DNA fragmentasyonu ile sonuçlandığı rapor edilmiştir (73). 

Poliamin eksikliğine bağlı olarak T hücre hibridomaları ve birçok kanser hücre 

hattında tümör nekroz faktör- indüklü apoptoza (76-79) meme kanseri hücrelerinde 
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epidermal büyüme faktörü-indüklü apoptoza (80) neden olduğu görülmüştür. Bunun 

aksine Jurkat hücrelerinde interferon bağımsız antiviral cevap boyunca poliaminler 

tarafından apoptoz uyarılmıştır (81). Bu durumda interferon düzenleyici faktör 3 

tarafından arginaz II aktivitesinin gelişmesi nedeniyle poliamin içeriği artmıştır. 

Böylelikle Jurkat T hücrelerinde poliaminlerin akümülasyonu hücre büyüme 

inhibisyonuna ve apoptoza neden olmuştur. Yapılan başka bir çalışmada, poliamin 

seviyesinin azalması kaspaz-3 aktivasyonunu indüklemiştir ve mitokondriyal 

membran potansiyelinin bozulmasına neden olmuştur. Bcl-xL anti- apoptotik Bcl-2 

ailesi üyesi, aşırı ifadesi mitokondriyal membran potansiyelini, kaspaz aktivitesini ve 

hücre ölümünü inhibe etmiştir. Bu sonuçlar; intraselülar poliamin havuzlarının 

tükenmesinin mitokondri- aracılı apoptotik yolu kaspaz aktivasyonu aracılığıyla 

tetiklediğini ve Bcl-xL’in poliaminler tarafından nasıl düzenlendiğini göstermektedir 

(82,83).  

 

1.7.1.4 Poliamin Metabolizmasında Görevli Kritik Enzimler 

Poliamin metabolizması enzimleri; çeşitli büyüme faktörleri, karsinojenler, 

virüsler ve onkogenler tarafından aktive olmaktadır.   

 

 Ornitin Dekarboksilaz, ODC 

Poliamin biyosentezinde, ornitinden putresin dönüşümünü katalizleyen ilk 

enzimdir. ODC; dimer halinde aktiftir ve monomerlerinin arayüzünde iki tane aktif 

bölge bulunmaktadır. ODC’ nin aktivitesi için pridoksal 5’- fosfata (PLP) bağımlı 

olduğu bulunmuştur. ODC; ornitini dekarboksilleyerek putresine dönüşümünü sağlar. 

ODC aktivitesi ve poliamin konsantrasyonunun artması tümör artışı ve ilerleyişi ile 

ilişkilidir (84). ODC; hücre transformasyonu için esas olduğundan onkogen olarak da 

rol oynayabilmektedir (85) ve ODC aktivitesi; tümör büyüklüğünün ve agresifliğinin 

ölçümünde biyolojik markır olarak kullanılmaktadır. ODC’ nin inhibe edilmesiyle 

meme, deri, kolon, prostat kanseri gibi kanser tiplerinde hücrelerinde 

proliferasyonun, koloni formasyonunun ve göçün inhibe edildiği gösterilmiştir (86). 

Dolayısı ile ODC ifadesindeki artış genel olarak bozulan homeostası ve karsinogenez 

ile ilişkili olarak gösterilmektedir. 
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 Spermidin/Spermin-N1-Asetiltransferaz, SSAT  

Poliamin metabolizmasındaki önemli bir enzimdir (87). Spermin ve spermidinin 

aminopropil uçlarına asetil grupları ekler, bu asetilasyon poliaminlerin yükünü 

azaltır. Bunu asidik makromoleküllere bağlanmak ve onların fonksiyonlarını 

etkilemek için gerçekleştirir ve bu asetile olmuş ürün türevleri asetilpoliamin oksidaz 

(APAO) için iyi bir substrattır (87,88). SSAT seviyesi; poliaminler tarafından 

düzenlenebilmekte ve ekspresyonu sağlanabilmektedir. SSAT; poliamin 

homeostazisini korumada, normal ve neoplastik büyüme gibi hücresel işlemlerin 

etkilenmesinde anahtar role sahiptir. Ayrıca yakın zamanda SSAT’ nin 

obesite/glukoz toleransı, integrin fonksiyonu, stres cevabı ve oksijen 

homeostazisinde rolü olduğu gösterilmiştir (89). 

 

 Asetilpoliamin Oksidaz, APAO  

APAO; FAD-bağımlı amin oksidazdır ve N
1
- asetile olmuş poliaminleri okside 

eder. Bunun sonucunda spermidin veya putresin meydana gelir. APAO aktivitesi; 

SSAT tarafından asetile edilmiş poliamin substratları tarafından 

sınırlandırılmaktadır. İnsan meme kanseri hücrelerinde yüksek miktarda APAO 

ekspresyonu olduğu gösterilmiştir (90). 

 

 Spermin Oksidaz, SMO 

Spermini okside ederek direk spermidin oluşmasını sağlar. Ayrıca yan ürün 

olarak reaktif oksijen türü olan hidrojen peroksit (H2O2) ve 3-aminopropanal 

oluşturur. SMO; anti-tümör poliamin analogları da dahil pekçok uyaran tarafından 

ekspresyonu kolaylıkla tetiklenebilir (87,91).  

 

 S-Adenozilmetiyonin Dekarboksilaz, AdoMetDC  

S-Adenozilmetiyoninin dekarboksilasyonu; AdoMetDC tarafından 

gerçekleştirilir, spermidin ve spermin oluşumunu sağlar (92). 

 

1.7.2 mTOR Sinyal Yolağı 

TOR bir serin/treonin protein kinaz olup hücre büyümesi, hücre döngüsünün, 

devamlılığı, besinlerin hücre içine alınımı, protein sentezi ve otofajiyi düzenler (93). 

Antifungal bir ajan olan rapamisinin substratı olan TOR’un memeli hücrelerinde 
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analoğu mTOR’dur (94). mTOR, mTORC1 ve mTORC2 olmak üzere iki ayrı 

kompleksten oluşur.  

 Besinin ortamda az bulunması ile otofaji indüklenirken, besinin bol bulunduğu 

ortamda TOR proteini Atg13 ü fosforile ederek otofajiyi baskılamaktadır. Açlık 

durumlarında ise TOR proteinin inaktivasyonu ile Atg13 defosforile hale gelir ve bir 

serin treonin kinaz olan Atg1’e bağlanır. Atg1 aktivasyonu doğrudan otofajini 

indüklenmesi ile ilgilidir. Memelilerde bu kompleksin karşılığı ULK:Atg13: FIP200 

(200 kDa fokal adezyon kinaz ailesi ile etkileşen protein) proteinleridir. Çok yakın 

zamanda ULK1 ve ULK2 proteinlerinin mTOR kinaz ve AMPK (Adenozin 

monofosfat ile aktive olan protein kinaz) ile direkt etkileşerek ve memelilerde 

otofajinin başlamasına eşlik ettiği gösterilmiştir (95). Bu durumun aksine Tor 

yolağında yer alan proteinlerden ribozomal S6 proteinin hedefi olan S6K proteinin 

fosforilasyonu ise otofajinin baskılanmasının bir işaretidir (96). 

 

Şekil 11. mTOR sinyal yolağı (97). 

1.7.3 Rapamisin 

Rapamisin, diğer adıyla sirolimus, 1975 yılında Paskalya adasında bulunan 

toprak numunesinden elde edilen Streptomyces hygroscopicus adlı bakteri ailesinden 

izole edilmiş bir peptittir. Kimyasal formülü C51H79NO13‘dür. Orjinalinde antifungal 
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rolü olan rapamisin, daha çok organ transplantasyonlarında T ve B lenfositlerinin 

interlökin 2 (IL-2) ‘e karsı oluşturdukları cevabı engelleyerek immün baskılayıcı 

olarak görev yapmaktadır. Rapamisin ve analogları hücre döngüsü progresyonunda 

G1 fazında G1'den S fazına kadar olan sinyal iletim yolaklarını düzenleyerek hücre 

proliferasyonunu engeller. 

 

Rapamisinin hem in vitro hem de in vivo da kanser hücrelerinin geniş oranda 

proliferasyonlarını inhibe ettiği gösterilmiştir. Bu ajanın günümüzde antikanser 

tedavilerin klinik gelişiminde kullanıldığı bilinmektedir. İnsan kanser hücrelerindeki 

öncü klinik çalışmalar, rapamisinin prostat, küçük hücreli akciğer, glioblastoma, T 

hücreli lösemi, renal hücre ve meme kanserleri tedavisinde etkili olabileceğini 

göstermiştir. Rapamisin FKBP 12 adlı immunofilin ailesinden FK 506 bağlayıcı 

proteinlerden birine bağlanarak serin/treonin kinaz yolağının inhibisyonu ile 

antiproliferatif etkiler sergilemektedir.  

 

Şekil 12. Rapamisinin kimyasal yapısı. 

 

Kanser olgularında hücre döngüsünün baskılanması önemli bir stratejik terapi 

modelidir. Birçok faktör tarafından etkilenen hücre döngüsünde AR’nin kontrol ettiği 

hücre proliferasyon mekanizmaları G1-S faz ilerlemesinin esas düzenleyicisi olarak 

rol oynar, G1 siklin bağımlı kinaz (CDK) aktivitesini yöneten sinyalleri uyarır, 

retinoblastoma tümör supressor (RB) fosforilasyon ve inaktivasyonunu uyarır ve 

dolayısıyla androjen bağımlı proliferasyonu yönetir. Hücre devri mekanizmasının 

birkaç bileşenleri hücre devri boyunca AR aktivitesini düzenler. Böylece AR ve 



 

35 
 

hücre devri yolakları arasındaki karşılıklı etkileşim androjene karşı mitojenik cevabı 

düzenler. Androjen G1-S geçişinin kritik bir düzenleyicisidir. Bu aşamada aktif AR,  

mTOR yoluyla Siklin D1’in birikimini uyarır, CDK4’ ü uyarır ve retinoblastoma 

(RB) tümör baskılayıcının fosforilasyonunu yönetir. 

 

 

Şekil 13. Prostat kanser hücrelerinde AR bağımlı hücre devri ilerlemesi 

gösterilmiştir. Aktif AR mTOR yoluyla Siklin D1’in birikimini uyarır, CDK4’ü 

uyarır ve retinoblastoma (RB) tümör baskılayıcının fosforilasyonunu yönetir. 

AR ile uyarılmış p21Cip1 ekspresyonu ve p27Kip1 degredasyonu RB’nin 

siklinD1/CDK4 ve cycE/CDK2 bağımlı inaktivasyonu artırır ve siklin A (CycA) 

gibi E2F hedef genlerin ekspresyonuna izin verir. Siklin A G1-S faz geçişini 

harekete geçirmek için CDK2 ‘yi aktive eder. Daha sonra hücre devri 

mekanizmasının bileşenleri androjen cevabını düzenler. Yükseltilmiş siklin D1 

AR aktivitesini azaltmak için negatif feedback döngüsü gibi davranır, böylece 

androjen aktivitesini ayarlar. G2 fazında, CDK1 AR’nin aktivasyonunu ve 

fosforilasyonunu yönetir. Fakat AR M fazında indirgenir ve DNA replikasyonu 

için bir ‘lisans faktör’ olması amaçlanır. AR fonksiyonunun baskılayan 

bileşenler kırmızıyla gösterilmiştir. AR aktivitesinin pozitif efektörleri ise yeşille 

gösterilmiştir  (98). 

 

1.7.4 PI3K/Akt Sinyal yolağı 

PI3K/AKT sinyal iletim yolağı, hücre çoğalmasını uyarması ve apoptozu 

engellemesinden dolayı onkogenik transformasyonda önemli bir role sahiptir (99). 

Bu yolağın farklı komponentleri insan kanserlerinin büyük kısmında 

düzenlenmesinin azaldığı bulunmuştur. AKT serin/treonin kinaz ailesi son derece 

korunmuş üç üyeye sahiptir: AKT1, AKT2 ve AKT3. AKT nin aktivasyonu 
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membrana proteinin bağlanmasını ve iki farklı bölgede fosforilasyonunu sağlar. Bu 

işlemde, iki farklı kinaz vardır: PDK1 ve mTOR-Rictor kompleksi (100). Tamamen 

aktif halde olan AKT plazma mebranından ayrılır ve sitoplazma ve nukleusta yer 

alan substratları hedef alır. AKT yolağının bileşenleri Şekil 11 de özetlenmiştir. Aktif 

haldeki Akt de TOR’u aktive ederek otofajiyi bloke etmektedir. Bir tümor baskılayıcı 

protein olan PTEN ise PI3K/Akt yolağı ile ters yönde çalışarak otofajinin 

arttırılmasında görev yapmaktadır. Nitekim PTEN molekülünde meydana gelen 

mutasyonların otofajiyi baskıladığı gösterilmiştir (101). 

 

 

Şekil 14. PI3K/AKT yolağı. Fosfotidilinositol fosfatın fosforilasyonu 

fosfotidilinositol 3-kinaz tarafından gerçekleştirilir ve iki kinaz PDK1 ve 

mTOR-Rictor kompleksi AKT aktivasyonu ve fosforilasyonu sonucunda oluşur. 

(102) 

1.7.5 Otofaji ve Apoptotik Yolak Arasındaki Önemli Oyuncular: Bcl-2 

ve Bcl-xL 

Otofaji ve apoptoz arasındaki ilişki üç farklı durumda özetlenebilir. Otofaji 

apoptozun baskılandığı durumlarda, hücrelerin ölümüne neden olabilirken, apoptozu 

baskılayarak hücrenin hayatta kalmasını sağlayabilir. Bir diğer durum ise, apoptoz 

için ön koşul olabilmesidir.  
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Birer anti-apoptotik protein olan Bcl-2 ve Bcl-xL apoptozu inhibe edebildiği 

gibi otofajiyi de otofagozom yapılarının oluşumunda görev alan proteinler ile 

bağlantı kurarak inhibe edebilmektedir. Otofagozum yapılarını oluşumunda önemli 

görevi olan Vps34 PI3K aktivasyonu, Atg6/Beclin tarafından kontrol edilir. Bcl-2 ve 

Bcl-xL, Beclin proteininin BH3 bölgesine bağlanır ve böylece otofajiyi inhibe eder 

(103). Bcl-xL, JNK tarafından tarafından fosforile edildiğinde inaktif forma geçer ve 

Beclin’e bağlanması engellenir, otofaji aktif formda kalır. Beclin yanında, Vps34 

düzenleyici proteinlerden biri olan Bif-1 de hücre ölümü ile ilişkilidir. Bif-1, otofaji 

yanında, Bax/Bak aktivasyonu ile apoptozu da düzenlemektedir.  

 

1.8 Amaç 

Bu çalışmanın amacı, mTOR sinyal yolağının indirgendiği durumlarda, CDK 

inhibitörleri roskovitin ve purvalanol’ün terapotik etkilerinin androjene bağımlı 

LNCaP ve androjenden bağımsız DU 145 ve PC3 prostat kanseri hücre hatlarında 

hücre sağkalım ve ölüm ile ilişkili olarak sinyal yolaklarının irdelenemesidir. Bu 

amaçla tez çalışması kapsamında, otofaji ve apoptoz ile ilişkili anahtar moleküller ve 

mTOR sinyal yolağı ile ilişkili hücre sağ kalım mekanizmasınde yer alan anahtar 

oyuncuların ifade düzeyleri incelenmiştir.  
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  2. MATERYAL VE YÖNTEMLER 

2.1  MATERYAL  

2.1.1  Kullanılan Hücreler ve Özellikleri  

LNCaP (ATCC CRL1740), birincil tümörden türevlenen iyi farklılaşmış 

prostat kanseri hücre hattıdır. Karakteristik biyokimyasal bir belirleyici olan, prostat 

spesifik antijen salgılar ve buna bağlı fonksiyonel androjen reseptörü açısından 

olarak androjene duyarlıdır. p53 ifadesi doğal tip olarak tanımlanmıştır.  

 

DU 145 (ATCC HTB81), beyine metastaz yapan adenokarsinomlardan 

türevlenen ve kısmen farklılaşmış prostat kanseri hücre hattıdır. PC3 (ATCC CRL 

1435) hücre hattı gibi androjene duyarsızdır. PC3 hücreleri p53 ve AR ifadesinden 

yoksundur.  

2.1.2 Kullanılan Cihazlar  

Kullanılan cihazlar Ek A’da yer almaktadır. 

 

2.1.3 Hücre Kültürü Donanımları  

Hücre kültüründe kullanılan materyaller Ek B’de yer almaktadır. 

 

2.1.4 Kimyasal Maddeler  

Çalışma kapsamında kullanılan kimyasal maddeler Ek C’de yer almaktadır. 

 

2.1.5 Kullanılan Çözeltiler  

Çalışma kapsamında kullanılan çözeltiler Ek D’de yer almaktadır. 

2.1.6 Kullanılan Antikor, siRNA  ve Plazmidler 

Çalışma kapsamında kullanılan antikor ve plazmidler Ek E’de yer almaktadır. 
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2.2 YÖNTEMLER  

2.2.1 Hücre Kültürü  

LNCaP (ATCC CRL 1740), DU 145 (ATCC HTB 81) ve PC3 (ATCC CRL 

1435) prostat kanseri hücreleri önerilen besiyerlerinde % 5 CO2 içeren nemli 

37
o
C’lik etüvde RPMI1640 besiyerine % 10 fetal sığır serumu ve 100U/ml 

Penisilin/Streptomisin eklenmesi ile elde edilen tam besiyerinde büyütülmüşlerdir. 

Her 2-3 günde bir, hücre yoğunluğuna ve deneysel ihtiyaçlara bağlı olarak pasajları 

gerçekleştirildi. 

 

2.2.2 Hücre Canlılığının Belirlenmesi (MTT testi) 

3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difenil tetrazolyum bromür ile (MTT ayıracı), 

canlı hücrelerde mor renkli formazon tuzu oluşturması sonucu kolorimetrik yöntemle 

hücre canlılığı belirlenmiştir. 1x10
4
 hücre/kuyu 96 kuyucuklu petri kaplarında 

ekildikten sonra gece boyunca yapışmaları beklenir. Hücreler 10 nM rapamisin 

varlığında veya yoksunluğunda, roscovitin/purvalanol (0-50 µM) ile 24 saat boyunca 

muamele edildikten sonra, MTT tetrazolium tuzu (10 μl) ile 4 saat bekletilen 

örneklerde oluşan kesilmiş formazan bileşikler canlı hücrelerin hücre yüzeyinde 

birikir. Daha sonra MTT ayıracı eklenmiş besiyeri hücrelerden çekilmiş ve her 

kuyucuğa 100 μl DMSO eklenmiştir. Örnekler karanlıkta 5 dakika boyunca 

bekletildikten sonra mikroplaka okuyucuda, ikili dalga boyunda 570 nm ve 655 nm’ 

de absorbans ölçümü yapılmıştır (104). 

 

Etkin doz için hücre canlılığını indirgeyici doz izobologram eğrisi araciligi ile 

mTOR inhibitörü varlığında sinerjistik, antagonistik veya arttirici (additive) doz 

olarak sunulmuştur. 

 

2.2.3 Kombinasyon Denemeleri için Veri Analizi 

CDK inhibitörleri ve rapamycin için kombinasyon dozu izobolografik analiz 

ile gerçekleştirilecektir. Bu amaçla toksisite değerleri için kombinasyon indeks 

değeri (CI) değeri Ichite ve ark. tarafından önerilen yöntem ile hesaplanacaktır (105). 

Eğer CI değeri 1,3 ten büyük ise antagonistik, CI 1,1-1,3 arasında ise ılımlı 
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antagonizm, CI 0,9 ile 1,1 arasında ise additive etki, CI 0,8 ile 0,9 arasında ise az 

sinerji, CI 0,6 ile 0,8 arasında ise orta sinerji, CI 0,4 ile 0,6 arasında ise sinerji ve 0,2 

ve 0,4 arasındaki değerler kuvvetli sinerjistik etki olarak ifade edilecektir. 

 

2.2.4 Hücre Sağkalımı 

Prostat kanseri hücreleri her bir kuyucukta 1x10
5
 hücre olacak şekilde 12 

kuyucuklu petrilere ekildi. İlaç uygulamalarını takiben belirlenen bu zaman 

dilimlerine göre her 24 saatte bir olacak şekilde hücrelerin sayımı iki tekrarli şekilde 

gerçekleştirildi. Bu amaçla önce örnekler PBS ile yıkanır ve tripsin ile kaldırılır. 

Santrifüj edilen hücrelerin üzerine 50 μl 0.4 % ( w/v) Tripan Mavisi eklenir ve bu 

karışımdan 10 μl çekilerek Neubauer hemositometresinde sayıldı. 

 

2.2.5 Protein İfadesinin Belirlenmesi 

2.2.5.1 Protein İzolasyonu 

Toplam protein izolasyonu için 5X10
5
 hücre/kuyu olacak şekilde 6 kuyucuklu 

petrilere ekildi. İlaç uygulamasını takiben hücreler kazıyıcılar ve 1X PBS yardımıyla 

petri yüzeyinden kaldırılır. Soğuk santrifüjleme işlemiyle hücre pelleti eide edilir. 

Toplam protein içeriği eldesi için hücre özütleme tamponu (Ek D) içerisine alınan 

hücreler 15 dakika oda ısısında çalkalayıcıda inkübe edilir. 20 dakika 13200 rpm’de 

+4°C’de santrifüjlenen örneklerin üst sıvısı yeni bir tüpe alınarak -80°C’de saklandı.  

 

2.2.5.2 Bradford Yöntemiyle Protein Miktar Tayini 

Protein miktar analizi Bradford yöntemi kullanılır (Bio-Rad). Burada proteinler 

Coomassie brillant blue G-250 ye bağlanır ve tayini bu sayede yapılır. Normalde 

protone halde kırmızı/kahverengi renkte olan boya proteinle bağlanınca mavi renkte 

görülür. Bu değişim mikroplaka okuyucusu yada spektrofotometre ile 595 nm de 

absorbans ölçerek belirlenir. BSA (Bovine Serum Albumin) 1,5 µg- 7,5 µg 

aralığında alınarak standartlar oluşturulur.  
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Daha sonra örneklerde 1 µl olacak şekilde kuyucuklara eklenir ve üzerlerine 

200 µl Bradford solüsyonu eklenip karanlıkta 5 dakika beklendikten sonra 595 nm de 

ölçüm yapılır. 

 

2.2.5.3 SDS-PAGE Jel Hazırlanması 

SDS-Page (sodyum dodesil sülfat (SDS) poliakrilamid jel elektroforez) 

proteinlerin moleküler büyüklüğünü analiz etmek için kullanılmaktadır. 

Poliakrilamid jellerle yapılan elektroforez, örnekteki bileşenlerin daha iyi 

ayrışmalarına yol açar çünkü ayrışım hem moleküler ayrım hem de elektroforetik 

harekete dayanır.  

 

2.2.5.4 Protein Örneklerin Hazırlanması 

Immunoblotlama yöntemi için her bir örnekten alınan protein miktarı Bradford 

sonuçlarına göre standart eğriye göre protein örnekleriyükleme tamponu ile1:5 

oranında karıştırılarak 95°C’ de 5 dakika tutuldu ve buza alındı. 

 

2.2.5.5 SDS-PAGE Jelin Yürümesi ve PVDF Membrana Transfer 

Örnekler protein belirteçler ile birlikte 75 Volt’da 2,5 saat SDS içeren yürütme 

tamponunda (Ek D) yürütüldü. Jel üzerinde olan protein örnekleri PVDF membrana 

transferedildikten sonra(% 15 Metanol içeren 1X Transfer Tamponu), yağsız süt tozu 

ile 2 saat oda sıcaklığında çalkalandı. (100 ml %0,001 Tween-20 içeren Tris Tuz 

Solüsyonu için 5g süt tozu).  

 

2.2.5.6 Immunoblotlama İçin Birincil ve İkincil Antikorların Girilmesi ve 

Sonucun Filme Fiksasyon İşlemi 

Uygun birincil antikorla (1:1000; antikor: % 5 süt solüsyonu) gece boyu +4°C 

inkübe edildi. 15’er dakikalık üç kez TBS- T ile yıkama sonrasında uygun ikincil 

antikorla (1:5000; antikor: % 5 süt solüsyonu) gece boyu +4°C inkübe edildi. Daha 

sonra uygulamaların ardından 15’er dakikalık TBS-T ile iki kez yıkama ve 15 

dakikalık TBS ile yıkama sonrasında örnekler oda sıcaklığına getirilmiş 
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kemiluminesans madde ile 1 dakika boyunca muamele edildiler. Daha sonra streç 

filme sarılan membranlar, ışık geçirmez kasetlerde film üretmek üzere karanlık 

odaya götürüldü. Geliştirici ve sabitleyici film çözeltileri ile istenilen görüntü elde 

edilinceye kadar yıkanarak, en son aşamada filmler soğuk suda yıkanarak kurumaya 

bırakıldılar. Sonuçlar β-aktin yükleme kontrolü ile karşılaştırılarak tartışıldı.  

 

2.2.6 Apoptotik hücre ölümünün belirlenmesine yönelik yöntemler 

2.2.6.1 Floresan Problar Aracılığı ile Hücre Ölümünün Belirlenmesi 

 Propidyum Iodür (PI) 

Hücrelere ilaç uygulanmasından 24 saat sonra hücreler 5mg/ml PI ile 370C de 

30 dakika inkübe edilmiştir. Daha sonra invert floresan mikroskobunda Ex:536 

nm/Em: 617 nm olacak şekilde inceleme yapılmıştır. 

 

 DiOC6  

Hücrelere ilaç uygulanmasından 24 saat sonra hücreler 4 nM DiOC6 ile 37
0
C 

de 15 dakika inkübe edilmiştir. Daha sonra invert floresan mikroskobunda Ex: 488 

nm/Em: 535 nm olacak şekilde inceleme yapılmıştır. 

 

 DAPI 

Hücrelere ilaç uygulanmasından 24 saat sonra hücreler 5mg/ml DAPIile 37
0
C 

de 10dakika inkübe edilmiştir. Daha sonra invert floresan mikroskobunda Ex: 350 

nm/ Em: 570 nm olacak şekilde inceleme yapılmıştır. 

 

 

 

 MitoTracker 

Hücrelere ilaç uygulanmasından 24 saat sonra hücreler 100 nM Mito Tracker 

Red ile370C de 5dakika inkübe edilmiştir. Daha sonra invert floresan mikroskobunda 

Ex: 579 nm/ Em: 599 nm olacak şekilde inceleme yapılmıştır. 
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2.2.6.2 DNA Fragmentlerinin Belirlenmesi 

Hücrelerde CDK inhibitörleri için seçilen etken dozun apoptotik parametrelere 

olan etkisinin gösterilebilmesi amacı ile, sitoplazmik histona bağlı DNA 

parçacıklarının kantitatif belirlenmesi hedeflenmektedir. 1x10
4
 hücre/kuyu 96 gözlü 

petri kabına ekildikten sonra, uygun zaman ve konsantrasyonda roscovitin/purvalanol 

uygulanacaktır. Hücreler bir kere 1X PBS ile yıkandıktan sonra steril pipet ucu ile 

özütleme tamponunda özütlenir. Elde edilen örnekler biotin ile işaretlenmiş anti-

histon antikoru ile bekletileceklerdir. Peroksidaz işaretli Anti-DNA antikorunca 

tanınan biotin ile işaretlenmiş örnekler substrat varlığında spektrofotometrik olarak 

taranacaktır (Abs 405-480).  

 

2.2.6.3 CDK İnhibitörlerinin Kaspaz Yolağı Üzerine Etkilerinin 

Belirlenmesi 

Roskovitin/Purvalanol için seçilen dozlar ile belirlenen zamanlarda tetiklenen 

apoptotik yolağın kaspaza bağımlı olup olmadığı, pan-kaspaz inhibitörü, (z-VAD-

FMK), kaspaz-3 inhibitörü, (z-DEVD-FMK), kaspaz-9 inhibitörü, (z-LEHD-FMK), 

kaspaz-8 inhibitörü, z-IETD-FMK) ile 1 saat öncesinde hücrelerin herbiri 20 µM 

olmak üzere uygulama yapılması sonucunda elde edilen MTT hücre canlılığı testine 

göre belirlenecektir. Kontrol hücrelere negatif kaspaz kontrolü (z-FA-FMK) 

eklenerek sonuçlar elde edilecektir. Böylece CDK inhibitörleri tarafından tetiklenen 

apoptoz mekanizmasının mTOR ve poliamin biyosentezi özgül inhibitörleri 

varlığında kaspaz yolağı ile ilişkisi irdelenecektir. Aynı zamanda, hücrelerden elde 

edilen total protein özütlerinde kaspaz-3, kaspaz-8 ve kaspaz 9 antikorları ile 

immunoblotlama yapılacaktır. 

 

2.2.7 Poliamin Düzeylerinin Belirlenmesi 

HPLC ile hücrelerde poliamin içeriklerinin belirlenmesi: 

Roskovitin/Purvalanol uygulaması ve/veya inhibitor (rapamisin ve DFMO) 

uygulamasına bağlı olarak, prostat kanseri hücrelerinde hücresel poliamin içeriği ve 

asetile-poliamin ürünlerinin miktarı yüksek basınçlı sıvı kromatografisi (HPLC) 

kullanılarak belirlenecektir. Bu nedenle uygulama sonrasında poliamin içeriği 

benzoil klorür (Sigma-Aldrich 240540) yöntemi ile poliamin standartları kullanılarak 
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(Put, Spd, Spm) poliamin analizi yapılacaktır. İç standart olarak, 1,-7, diaminoheptan 

(Fluka) belirlenecektir. 

 

2.2.8 Otofajinin İrdelenmesi ile İlgili Yöntemler 

2.2.8.1 Otofajik Vakuollerin Monodansilkadaverin (monodansylcadaverine, 

MDC) ile İşaretlenmesi 

Hücreler CDK inhibitörleri ve diğer inhibitor maddeler uygulaması sonrasında 

0,05mM MDC (PBS içerisinde) ile 10 dakika 37°C de bekletilir (Biederbick et al., 

1995). Otofajik vakuolleri MDC ile işaretleyebilmek için hücreler lamel üzerinde 

büyütüldükten sonra otofajik sürece tabi tutulurlar. Lameller dört kez 1 x PBS 

yıkamasını takiben ters bakışlı 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 içerisinde bekletilen ve ardından %100 etanole 

maruz bırakılarak steril edilen ve 6 kuyucuklu petrilere yerleştirilen lamellerin 

herbirinde, 5x10
5
 DU 145 ve LNCap prostat kanseri hücreleri olacak şekilde hücre 

ekimi yapılmıştır. Yapışan hücreler 2, 4 ve 8 saat boyunca, 10 μM  rapamisin ile 

muamele edilmiştir. Her bir lamele 1 μM LysoTracker® Red DND-99 boyası 

eklenerek, 30 dakika etüvde inkübasyon gerçekleştirilmiştir. Hücreler 1X PBS ile 

yıkandıktan sonra lameller lam üzerine konulmuş ve floresan mikroskobu ile görüntü 

elde edilmiştir. 

 

2.2.8.3 GFP-LC3 Plazmit Eldesi ve Hücre Lokalizasyonunun Analizi 

 Kompotent Hücre Hazırlanması 

E. coli kompetent hücresi (HB101) -80
o
C den çıkartılıp buza alındıktan sonra 5 

ml LB besi yerinde 37
o
C de gece boyu inkübe edildi. Ertesi gün 100 ml LB besi yeri 

üzerine eklenip orbital çalkalayıcıda 37
o
C de inkübasyona devam edildi. Bakteri 

yoğunluğu spektrofometre yardımıyla OD (Optik Densite) 600nm de ölçüldü ve 

ölçüm değeri 0,6 yı aştığı anda 50 ml steril tüpe alınarak 10 dakika buzda bekletildi. 

http://jcs.biologists.org/content/114/20/3619.long#ref-3
http://jcs.biologists.org/content/114/20/3619.long#ref-3
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Daha sonra hücreler +4
o
C de 3200 rpm de 7 dakika santrifüj edildi. Daha sonra 

peletlerin üzerine 10 ml soğuk CaCl2 eklendi ve 5 dakika 3200 rpm de santrifüj 

edildi. Aynı işlemi tekrarlanarak santrifüj yapmadan örnekler 30 dakika buzda 

beklemeye bırakıldı. Daha sonra santrifüjlenen hücrelerin üzerine CaCl2 eklenerek     

-80
o
C kaldırıldı. 

 

 Transformasyon 

Kompenent hale gelmiş hücreler çıkarılıp eritildi ve saflaştırılmış plazmit ile 

karıştırılarak 30 dakika buzda inkübe edildi. Daha sonra tüp 42
o
C de 45 saniye 

tutulup tekrar geri buza 2 dakikalığına alınır. Üzerine 80 µl SOC medya eklenip 1 

saat 37
o
C de orbital çalkalayıcıda inkübe edilir. Daha sonra kültürden seçici 

(Ampicilin eklenmiş) LB agar petrilere aktarılır ve gece boyu 37
o
C de inkübe edilir.  

 

 Plazmid izolasyonu ve Miktar Tayini 

LB agardan seçilen tek bir koloni daha sonra giderek büyütülen hacimlerde sıvı 

kültürlere alınır. Sıvı kültürler uygun yoğunluğa erişince santrifüjle pelletler 

çöktürülür ve QIAGENPlasmid Mini Kit yardımı ile uygun protokol izlenerek 

plazmid elde edilir. Daha sonra elde edilen plazmidin kantifikasyonu 

spektrofotometrede ölçülür. 260/280 oranına bakılarak Plazmidin saflığı belirlenir ve 

konsntrasyonu; Kons=260 nm absorbans x dilüsyon faktörü x 50 formülüyle 

hesaplanır.  

 

 Transfeksiyon 

İlk adım olarak hücreler 6 kuyucuklu petri kaplarında cam lameller üzerine 

5X10
4 

olacak şekilde ekildi. Daha sonra hücreler % 80 yoğunluğa ulaşınca ekim 

yapılmak üzere 100 µl toplam hacim olmak üzere 1 µg/kuyu GFP-LC3 plazmid, 3 µl 

Fugene HD ve kalan hacim kadar besiyeri eklenerek ile bir kokteyl hazırlanarak 15 

dakika boyunca bekletildi. Daha sonra bu karışım hücrelere 1ml tam besiyeri ile 

birlikte verilir. Örnekler 48 saat boyunca LC-3-GFP plazmidi ile muamele edildikten 

sonra önerilen ilaçlar (CDK inhibitörleri, rapamisin varlığında ve yoksunluğunda) 24 

saat boyunca uygulandı.  
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2.2.9 siRNA Yöntemi ile Gen Sessizleştirilmesi 

2.2.10 Hücrelerin Hazırlanması 

2x10
4 

LNCaP, DU 145 ve PC3 hücresi 6 kuyucuklu petri kaplarına ekilerek bir 

gece petri kabına yapışmaları beklendikten sonra hücrelere Beclin siRNA ve LC3 

siRNA transfeksiyonu gerçekleştirilmiştir. Beclin siRNA ve LC3 siRNA uygulaması 

48 saat gerçekleştirildikten sonra 24 saat ilaç uygulamasını takiben hücre canlılığı 

üzerine etkileri MTT hücre canlılığı analizi ile incelendi. 

 

2.2.11 siRNA Transfeksiyonu 

30 nM LC3 ve Beclin 1 siRNA,1:6 oranda transfeksiyon ajanı ileuygulanmıştır. 

LC3 ve Beclin siRNA FBS içermeyen besiyeri içerisinde belirtilen oranda hazırlanıp, 

15-20 dakika oda sıcaklığında bekletilmesininardından, hücrelerin üzerinde bulunan 

besiyeri üzerine damla damla eklenip, petri kabı halkasal hareketlerle nazikçe 

çalkalanır. LC3 ve Beclin siRNA 48 saat boyunca uygulanmıştır. Bu süre sonunda 

siRNA içeren besiyeri atılıp, yukarıda belirtilen oranlarda laç içeren besiyeri eklenir. 

2.2.12 İstatistiksel Analiz 

İstatistiksel analizlerin yapılabilmesi amacı le ile veriler Graph Pad programı 

aracılığı ile t-testi, çoklu veri analizi ANOVA ile değerlendirildi. Ayrıca 

immunoblotlama sonuçları Image J programı ile yükleme kontrolü örneklerine göre 

değerlendirildi. Tüm test sonuçları ilgili şekillerin altında istatistiksel anlamlılık 

sınırları ile birlikte sunulmaktadır. 
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3. SONUÇLAR 

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

hücre çoğalmasını inhibe etmektedir 

Farklı genomik özelliklere sahip LNCaP AR (+), DU 145 ve PC3 AR (-) 

prostat kanseri hücrelerine 24 saat boyunca farklı konsantrasyonlarda (0-100 nM) 

rapamisin uygulanmıştır. Rapamisin, LNCaP AR (+) hücrelerinde çoğalmaya ket 

vurmasının yanı sıra 10 nM rapamisin % 20 oranında hücre canlılığında azalmaya 

neden olmuştur. Ancak DU 145 ve PC3 hücrelerinde hücre sayısında anlamlı bir 

değişikliğe neden olmamıştır (Şekil 15).  

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 15. Rapamisin’in (0-100 nM) AR (+) LNCaP, DU 145 ve PC3 AR (-) 

prostat kanseri hücre canlılığa etkisinin doza bağlı olarak değisimi. Hücreler 24 

saat boyunca ilaç dozları ile inkübe edildikten sonra 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-

2,5- difeniltetrazolium bromid (MTT) yöntemi ile analiz edildi. Yapılan deney 

grupları 4 tekrarlı 3 farklı deneyin ortalamasıdır. 

10 nM rapamisin literatür verileri ile uyumlu olarak deneyler kapsamında ele 

alınmıştır. 10 nM rapamisin aynı zamanda Tablo 1 de yer alan CI verileri ile her bir 

CDK inhibitörü üzerinde sinerjistik etki gösterdiği anlaşılmıştır. Bu nedenle en fazla 

CDK inhibitörlerine cevap veren LNCaP hücrelerinde CI verilerinin sinerjistik etki 
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gösterdiği 10 nM rapamisin dozu tercih edilmiştir. Ek olarak 10 nM rapamisin 

uygulaması LNCaP hücrelerinde limit en az sitotoksisite gösteren rapamisin dozu 

şeklinde Şekil 16 da yer almaktadır. Diğer hücre hatlarında 10 nM rapamisin hücre 

canlılığında anlamlı bir değişikliğe yol açmamaktadır. Prostat kanseri hücre 

hatlarında her bir CDK inhibitörünün hücre canlılığı üzerine etkisi Şekil 16 de 

gösterilmektedir. 0-50 M arasında 24 saat boyunca uygulama yapılan hücrelerde 

MTT hücre canlılığı analizi sonuçlara göre, LNCaP AR (+), DU 145 ve PC3 AR (-) 

prostat kanseri hücrelerine uygulanan purvalanol (20 M) LNCaP hücre canlılığında 

yaklaşık olarak % 40, DU 145 ve PC3 hücre canlılığında % 30 oranında azalmaya 

neden olmuştur. Roskovitin (30 M) LNCaP hücre canlılığında yaklaşık olarak % 

50, DU 145 ve PC3 hücre canlılığında yaklaşık olarak %  40 oranında azalmaya 

neden olmuştur (Şekil 16). 

Ayrıca roskovitin ve purvalanol için belirlenen inhibitör konsanstrasyonlar ile 

rapamisinin kombine etkisi “Combination index (CI)” hesaplama yöntemi ile 

irdelenmiştir. Bu amaçla ilaca hassasiyet gösteren LNCaP hücre hatlarında sinerjistik 

etki sağlayan dozların tüm hücre hatlarına uygulanması gerektiği ilk aşamada 

önerildiği hali ile kalmıştır. Dolayısı ile analizler % 50 hücre canlılığına ket vuran 

purvalanol ve roskovitin dozlarında sinerjistik etki oluşturan rapamisin uygulaması 

hedeflenerek gerçekleştirilmiştir. Bu amaçla purvalanol ve roskovitin için seçili 

dozlar 10 nM rapamisin ile kombine edilmiş ve CI değeri elde edilmiştir. CI 

değerleri 1’den küçük olarak bulunduğu için etki sinerjistik olarak görülmüştür. DU 

145 ve PC3 hücrelerinde ise antagonist (>1) veya sadece PC3 hücrelerinde 

purvalanol için sinerjistik (<1) etki olarak saptanmıştır (Tablo 1). 
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Şekil 16 CDK inhibitörleri hücre canlılığı üzerine doza bağlı olarak ket 

vurucu etki göstermektedirler. LNCaP, DU 145 ve PC3 prostat kanseri hücre 

hatları 1X10
4
 hücre her bir kuyucukta olacak şekilde 96 kuyucuklu hücre 

petrisine ekildiler, ardından 0-50 µM CDK inhibitörleri ile 24 saat boyunca 

muamele edildiler. Değerler en az 5 tekrarla gerçekleştirilen üç farklı MTT 

hücre canlılığı testinden elde edilen ortalama ±st. hata verileridir. 
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Tablo 1 Her bir hücre hattı için, CDK inhibitörlerinin rapamisin ile kombine uygulanması sonucunda elde edilen MTT hücre 

canlılığı verilerinin kombinasyon index (CI) yöntemi ile incelenmesi. 

LNCaP AR (+) prostat kanseri hücreleri 

  Tek ilaç Rapamisin (5 nM) kombine Rapamisin (10 nM) kombine 

CI 

değeri 

CI 

değeri 

Purvalanol 54,46669 83 43 1,53 0,78 

Roskovitin 51,02075 60 42 1,19 0,83 

DU 145 AR (-) prostat kanseri hücreleri 

  Tek ilaç Rapamisin (5 nM) kombine Rapamisin (10 nM) kombine 

CI 

değeri 

CI 

değeri 

Purvalanol 69,04549 75 83 1,09 1,20 

Roskovitin 62,51933 63 78 1,01 1,25 

PC3 AR (-) prostat kanseri hücreleri 

  Tek ilaç Rapamisin (5 nM) kombine Rapamisin (10 nM) kombine 

CI 

değeri 

CI 

değeri 

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 duyarlı LNCaP hücrelerinde CDK inhibitörleri ile kombine edilen 

rapamisin apoptotik hücre ölümü üzerinde sinerjistik etki yaratmaktadır 

Hücre canlılığı ve CI hesaplamalarından yola çıkılarak, hücre canlılığında uygulanan 

doz ve kombine terapi modellerinde hücre ölümü parametreleri araştırılmıştır. DNA 

kırıklarının belirlenmesi yolu (ELIZA) ve hücre akım sitometrisi ile purvalanol ve 

roskovitinin hücre canlılığında neden olduğu azalmaya bağlı olarak apoptozu teşvik ettikleri 

gösterilmiştir. Purvalanol (20 M) ve roskovitinin (30 M) apoptotik etkisine ek olarak 

rapamisinin (10 nM) mTOR yolağını baskılamasıyla hücre ölümünde ne gibi değişikliklere 

yol açacağı incelenmiştir. Yapılan MTT hücre canlılığı analizi sonuçlarına göre, LNCaP 

prostat kanseri hücrelerinde rapamisin (10 nM) hücre canlılığına yaklaşık % 20 oranında ket 

vurmuştur (Şekil 17). Hücre canlılığındaki azalmanın apoptotik mekanizma sonucu ile 

gerçekleştiğini anlamak üzere yapılan DNA kırıklarını hücrelerde belirlemeye yönelik 

gerçekleştirilen ELIZA sonuçlarına göre rapamisin eş uygulaması hem purvalanolün hem de 

roskovitinin apoptotik etkinliğini arttırmıştır. Bu veriyi kontrol etmek üzere hücrelerde 

mitokondriyal membran potansiyeli (MMP) DiOC6 boyama ile fluoresan mikroskobu ve 

fluorometre ile belirlenmiştir. Purvalanol ve roskovitin sırasıyla % 50 ve % 40 oranında 

kontrole oranla MMP de azalmaya neden olmuştur. Rapamisin özellikle roskovitin ile eş 

uygulama sonucunda MMP kaybında daha fazla artışa neden olmaktadır (Şekil 17). 

 

Fluoresan mikroskopi yöntemi ile 4,6 –diamidino-2’-fenilindol (DAPI) ve Propidium 

iyodür (PI) boyaları ile hücrelerde boyama gerçekleştirildi. PI membran bütünlüğü bozulmuş 

(ölü) hücrelere nüfuz ederek ölü hücrelerin görünür hale gelmesini sağlar. Yalnız purvalanol 

ve roskovitin uygulaması ölü hücre sayısında artışa neden olmuştur. Rapamisin ile CDK 

inhibitörlerinin kombinasyonu daha önce yapılan MTT hücre canlılığı analizi sonucunu 

destekleyecek şekilde çıkmıştır. Bir nükleik asit boyası olan DAPI hücre nukleusunu belirgin 

hale getirerek DNA kırıklarının görünür hale gelmesini sağlar. Purvalanol ve roskovitin 

uygulamaları sonucu, bir geç zamanlı apoptoz belirteci olan DNA kırıkları görünür hale 

gelmiştir (Şekil 18-19). 

 

 



 

52 
 

 

Şekil 17. Rapamisin, CDK inhibitörlerinin, purvalanol ve roskovitin, apoptotik 

hücre ölümü mekanizması üzerinde etkisinin modellenmesi. A. LNCaP  AR (+) prostat 

kanseri hücre hatlarına 24 saat boyunca rapamisin (10 nM) ile purvalanol (20 M) veya 

roskovitin (30 M) yalnız ve ya kombine edilerek uygulandı. MTT hücre canlılığı testi 

ile hücrelerde ilaçların etkisi gözlenmiştir. Anlamlılık testi iki yönlü ANOVA testi ile 

Bonferronni çoklu karşılaştırma testi uygulanarak elde edilmiştir (***p=0,0003 

;**p=0,0087). Kolon grafikte yer alan sonuçlar en az 5 farklı deney setinde yer alan 4 

tekrarın ortalamı ve standart sapma olarak sunulmaktadır.  B. İlaçların her birisinin ya 

da rapamisin ile kombine edilmesi yolu ile LNCaP hücreleri üzerindeki 24 saalik 

süresinde apoptoz üzerine etkileri DNA fragmantlerinin belirlenmesi yolu ile (Cell 

Death ELİZA) ile belirlendi. Her bir deney sonucu en az iki deney setinde yer alan 2 

tekrarın ortalama ve standart sapması olarak ifade edilmektedir. İki yönlü Anova 

uygulamasında Bonferronni çoklu karşılaştırma testi ile elde edilen anlamlılık 

sonuçlarına göre * p= 0,012, **** p<0,0001. C. Rapamisin ile kombine edilen purvalanol 

veya roskovitinin LNCaP hücrelerinde mitokondri membran potansiyelinin 

bozulmasına bağlı olarak, hücre canlılığındaki azalmaya olan etkisi DiOC6 boyama ile 

en az 3 deney setinde yer alan 4 tekrarın ortalaması ve standart sapması olarak 

sunulmaktadır. Örnekler fluorometrede 485 – 538 nm’de saptanmıştır. 
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Şekil 18. Rapamisin ile kombine edilen CDK inhibitörlerinin LNCaP prostat 

kanseri hücrelerinde hücre morfolojisi ve mitokondriyal membran potansiyeline olan 

etkisinin ışık ve floresan mikroskobunda incelenmesi. CDK inhibitörleri, purvalanol (20 

M) veya roskovitin (30 M), rapamisin (10 nM) varlığında veya yokluğunda 24 saat 

boyunca LNCaP hücrelerine uygulandı. DiOC6 (4 nM) ile boyanan hücreler ışık veya 

floresan mikroskobunda incelendi (x20-x40). 

 

Rapamisin ile CDK inhibitörlerinin kombinasyonu ile AR(+) LNCaP hücreleri kaspaza 

bağımlı apoptotik ölüm yolağını seçmektedir. Rapamisin ile CDK inhibitörlerinin her birinin 

LNCaP AR (+) prostat kanseri hücrelerinde PI ve DAPI boyama ile irdelenilen apoptotik etki 

(Şekil 19), apoptoza özgü PARP, Kaspaz 3, Kaspaz 7, Kaspaz 2, Kaspaz 8 gibi moleküllerin 

ifade düzeylerinin immunoblotlama yöntemi ile belirlenerek incelendi. Rapamisin ile 

purvalanol kombinasyonu kesilmiş PARP oranını arttırırken, rapamisin roskovitin ile birlikte 

aynı etkiyi göstermemektedir. Rapamisin 24 kDa PARP kesilmiş fragmentine kendi başına da 

LNCaP hücrelerinde neden olmaktadır.  
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Şekil 19. Rapamisin ile kombine edilen CDK inhibitörleri ile tetiklenen hücre 

ölümünün LNCaP prostat kanseri hücrelerinde floresan problar ile belirlenmesi. 

Rapamisin (10 nM) ile purvalanol (20 µM) veya  roskovitin (30 µM) ile tek tek veya 

kombine edilerek LNCaP hücrelerine 24 saat boyunca hücrelere uygulandı. Propidium 

iyodür  (PI) ve DAPI ile boyanan hücreler floresan mikroskobunda incelendi (x20-x40). 

 

Purvalanol veya roskovitin uygulamasına tabi tutulan hücrelerde, Prokaspaz 7 ve 3’ün 

Kaspaz 7 ve 3 fragmentine kesilmesine neden olmuştur. Rapamisin ile kombine edilen CDK 

inhibitörleri ise benzer etkiyi Kaspaz 3 aktivasyonu için göstermemişlerdir. Benzer şekilde, 

CDK inhibitörlerinin ölüm sinyal yolağını apoptozu tetiklemek için Kaspaz 8 ve 2 yolu ile 

aktive ettikleri Şekil 20’de görülmektedir. Özellikle roskovitin anlamlı olarak Kaspaz-2 

aktivitesine neden olmaktadır. Her iki CDK inhibitörü Kaspaz 8 i benzer oranlarda aktivite 

etmekte ve rapamisin bu etkiyi arttırmaktadır. Her iki CDK için elde edilen apoptotik veriler 

ve MMP kaybı ile uyumlu olarak ilaçların hücrede tüm apoptotik yolakları aktive edebildiğini 

düşündürmektedir. Bu amaçla hücrelere ön uygulama ile (1 saat) pan-kaspaz inhibitörü (z-

VAD-FMK) veya Kaspaz-9 inhibitörü (z-LEHD-FMK) uygulandı. Ardından ilaçlar tek tek 

veya kombine olarak uygulandılar ve bu süreçte her bir kaspaz inhibitörü ilaçların sitotoksik 

etkisini önlediği belirlendi. 
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Ancak bu önleme mekanizması purvalanol ve roskovitin arasında mekanizma 

etkinliğinde bir farklılık olabileceğini düşündürtmektedir. Çünkü purvalanol kaspaz 

inhibitörleri varlığında hiç etkin olamazken, roskovitin halen kontrol hücrelere oranla kaspaz 

inhibitörleri varlığında hücre bölünmesini durdurma yönünde etkili olmaktadır (Şekil 20).  

 

Şekil 20. Rapamisin ile kombine edilen CDK inhibitörlerinin kaspaza bağımlı 

apoptoz üzerinde etkisinin belirlenmesi. A. Rapamisin (10 nM) ile purvalanol (20 

M)/roskovitin (30 M) yalnız veya kombine edilerek 24 saat boyunca hücrelere 

uygulandı. Total protein izolasyonunun ardından 30 g protein %12’ lik SDS-PAGE jel 

ile ayrıldı ve immunoblotlama yöntemi ile PARP, kaspaz-2.3.7.8 protein ifadeleri 

incelendi. β-aktin yükleme kontrolü olarak uygulandı. B. Kombine ilaç uygulamasının 

kaspaza bağımlı yolak üzerindeki etkisini belirlemek üzere, genel kaspaz inhibitörü (Z-

VAD) ve kaspaz 9 inhibitörü (z-LEHD) ilaç uygulamalarından 1 saat önce 10 M olacak 

sekilde uygulandı. Kaspaz inhibitörlerinin hücreler üzerindeki etkisi MTT hücre 

canlılığı analizi ile incelendi. Kolon grafikte yer alan sonuçlar 2 farklı deney setinde yer 

alan en az 4 tekrarlı sonuçların ortalama ve standart sapması olarak sunulmuştur. 

Rapamisin varlığında veya yokluğunda purvalanol veya roskovitinin LNCaP hücreleri 

üzerindeki apoptotik etki mekanizmasının anlaşılmasına yönelik olarak, pro-apoptotik ve anti-

apoptotik Bcl-2 protein ailesi üyelerinin ifade düzeyleri incelenmiştir. Rapamisin LNCaP 

prostat kanseri hücrelerinde, Bim L ve S formlarını tetiklemiş, Bak ifadesinin artmasına neden 

olmuş ve Mcl-1’in azalmasına neden olmuştur. Bu veriler daha önce sunulmuş olduğumuz 

MTT hücre canlılığı ve MMP sonuçları ile uyumludur.  
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Ayrıca Bim kısa formlarının oluşması üzerinde purvalanol de benzer etki göstermiş 

ancak roskovitin sadece BimEL düzeyinde azalmaya neden olmuştur. Her iki ilaç Bak ve Bax 

ifadelerini kaydadeğer düzeyde arttırmıştır. Bak ve Bax’ta görülen bu artış her iki ilacın 

mitokondri üzerinden apoptotik etkinlik gösterebileceklerine dikkati çekmektedir. Bid ifade 

düzeyi CDK inhibitörleri tarafından azaltılmış ancak bu etki rapamisin kombinasyonunda 

ortadan kalkmıştır. Rapamisin bu anlamda oldukça dikkat çekici bir kombinasyon ajanıdır. 

Bak ifade düzeyi rapamisin ile CDK inhibitörleri kombine edildiğinde kontrol hücrelere 

oranla hiç değişmezken, Bax ifadesi özellikle roskovitin ile rapamisin kombine edildiğinde 

korunmuş ancak rapamisin purvalanol ile beraber zıt etkiye neden olup, Bax’ın ifade 

düzeyinin artmasını engellemiştir. Pro-apoptotik Bcl-2 ailesinin görevine benzer şekilde görev 

alan Apaf-1 apoptozom kompleks ile Kaspaz 9 varlığında aktive olmaktadır. Bu süreçte 

purvalanol Apaf-1 ifade düzeyinde artışa neden olmuştur. Ancak roskovitin zıt etki göstermiş 

ve ancak rapamisin ile kombine edildiğinde Apaf-1 ifade düzeyi artmıştır. Pro-apoptotik 

proteinlerin ifade düzeylerine bakıldığında her iki CDK inhibitörünün farklı Bcl-2 ailesi 

üyeleri ile interaksiyon göstererek apoptotik karara neden oldukları düşünülebilir. Ancak bu 

verilere rağmen, antiapoptotik Bcl-2 ailesi üyelerindeki uyumlu azalma, CDK inhibitörlerinin 

anti-apoptotik üyeler üzerinde baskı mekanizması yolu ile hücre ölümünde görev aldıklarını 

düşündürtmektedir.  

 

Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1 ifade düzeyleri CDK inhibitörleri varlığında anlamlı düzeyde 

azalmaktadır ve rapamisin koruyucu etki göstermemektedir. Survivin benzer şekilde apoptoz 

inhibitör proteinleri (IAPler) gibi anti-apoptotik etkilere sahiptir. Kontrole oranla rapamisin 

survivinin ifade düzeyini arttırmaktadır. Benzer şekilde CDK inhibitörleri de survivin ifade 

düzeyini arttırmakta ancak rapamisin kombine edildiğinde bu etki azalmaktadır. Dolayısı ile 

CDK inhibitörlerine Bcl-2 ailesi üyelerinin alt sinyal yolaklarında bir direnç mekanizması 

LNCaP hücrelerinde oluşabilir ancak Bcl-2 ailesi anti-apoptotik üyelerinin baskılanmaları 

hücrelerde apoptoza neden olmaktadır (Şekil 21). Aynı deney düzeneği bu kez otofajik 

belirteçlerin taranmasına yönelik olarak kullanıldı. Şekil 21’de sağ panelde görülen 

immunoblotlama sonuçlarına göre, Beclin-1, Atg12 ve Atg3 rapamisin varlığında azalırken, 

LC3-I/II ifadesi artmıştır. Purvalanol Beclin-1 üzerine etki göstermemiştir. LC3-I/II, Atg7 ve 

Atg-3 ifadesi artmış ve p62 azalmıştır. Bu veriler rapamisin kadar purvalanolün de apoptoz 

kadar otofaji üzerinde de etkili olduğunu göstermektedir. 
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Benzer şekilde roskovitin LC3-I/II, Atg5, Atg12, Atg3 ifadelerini arttırmıştır. Ancak her 

iki ilacın etkinlik dereceleri bu mekanizmalar üzerine farklı zamanlarda yer almaktadır. Bu 

nedenle toplam protein ifadesi üzerinden 24 saat uygulama sonuçları genel bir veri sağlama 

potansiyelindedir. Rapamisin ve purvalanol uygulaması sonucunda Beclin-1 azalmış, LC3-I/II 

ifade düzeyi sadece purvalanol uygulamasına göre azalmış, Atg-5, Atg7 ve p62 sadece 

purvalanol uygulamasına göre artmıştır. Bu nedenle rapamisin purvalanolün otofaji üzerine 

etkinliğini daha erken otofagozom oluşumu şeklinde modifiye etmiştir. Hücre canlılığı 

azalmakta ve ölüm gerçekleşmektedir ancak hücre ölümünün tipi rapamisin varlığında 

purvalanol uygulaması için aynı zamanda otofajiyi de düşündürtmektedir. Roskovitin 

rapamisin ile kombine edildiğinde ise Beclin-1 ifadesi değişmemekte, Atg5 ve Atg7 ifade 

düzeyleri sadece roskovitin uygulamasına göre artış göstermektedir.  

 

Rapamisin ile kombinasyonun otofajik markırlar üzerindeki etkisini anlamak üzere 

otofaji anahtar moleküllerine yönelik olarak susturma yolu ve monodansil kadaverin (MDC) 

boyama ile otofajik yapıların aşamaları incelenmiştir (Şekil 22-23). Rapamisin otofajik 

yapılarda belirgin bir artışa neden olmuştur. Yalnız purvalanol uygulaması otofajik yapılarda 

belirgin bir artışa neden olmazken, roskovitin purvalanole kıyasla daha çok otofajik yapılar 

oluşmasına neden olmustur. Her iki ilacın rapamisin ile kombinasyonu otofagozom yapılarını 

arttırmıştır.  
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Şekil 21. Rapamisin ile kombine edilen CDK inhibitörlerinin pro- ve anti-

apoptotik Bcl-2 ailesi (A), ve otofaji belirteçleri (B) üzerine etkileri immunoblotlama 

yöntemi ile belirlendi. Total protein izolasyonunun ardından 30 g protein her bir örnek 

için %10-12 SDS-PAGE ile ayrımlandırıldı. Immunoblotlama işlemlerinin ardından 

ilgili proteinlere ait bantlar kemiluminisans yöntem ile belirlendi.   



 

59 
 

3.3. Otofaji yolağının farklı stratejilerle baskılanması ve CDK inhibitörlerinin 

rapamisin ile kombinasyonu ile prostat kanseri hücrelerinde etkinliklerinin 

belirlenmesi. 

Otofaji inhibitörü 3-MA ve Beclin-1/LC3 siRNA ile gerçekleştirilen otofaji yolağının 

baskılanmasına yönelik olarak deney kurgularında LNCaP hücre canlılığı ve bu hücrelerde 

MDC vesikül boyaması esas alınmıştır. Rapamisin bir otofaji tetikleyici ajan olarak her hücre 

tipinde CDK inhibitörlerinin terapotik etkinliğinde farklılıklar göstermektedir. Şekil 22’de yer 

aldığı üzere her üç strateji ile birlikte otofajinin indirgenmesi kontrol hücrelerine oranla hücre 

canlılığına ket vurucu etkiye neden olmaktadır. En anlamlı etki LC3 siRNA veya Beclin-1 

siRNA ile hücrelerde otofajik sinyal yolağı baskılandığı zaman roskovitin ve 

roskovitin+rapamisin kombinasyonu için belirlenmiştir (*p<0,05 her bir koşul için; roskovitin 

vs roskovitin+LC-3 siRNA, rapamycin+roskovitin vs LC3 siRNA veya Beclin-1 siRNA +). 

Bu nedenle purvalanol ve roskovitinin LNCaP hücrelerinde farklı hücre yolaklarını hedef 

aldıkları hipotezi geliştirilmiştir. Ancak LNCaP prostat kanseri hücrelerinde otofajinin 

indirgenmesi aynı zamanda kontrol hücrelerine oranla hücre canlılığında negatif bir etkiye 

neden olmuştur (Şekil 22). 

 

 

 

Şekil 22. Androjene duyarlı LNCaP prostat kanseri hücrelerinde 3-MA, LC3 

siRNA veya Beclin-1 siRNA uygulaması ile otofaji yolağının baskılandığı durumlarda 

CDK inhibitörleri ve rapamisinin etkisinin hücre canlılığı verileri ile irdelenmesi. 
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3.4. PI3K/Akt yolağı otofaji ile apoptoz arasındaki denge/geçiş sürecini 

etkilemektedir  

Rapamisin ile CDK inhibitörleri ile kombinasyonunun PI3K/ Akt sinyal yolağı 

üzerindeki etkisini belirlemek üzere immunoblotlama yöntemi ile PI3K, PDK, Akt, p-FoxO3a 

(T32 veya T24), GSK3α,β, mTOR, p-mTOR, p-p70S6K, Siklin D1 ve D3 ifade düzeyleri 

incelenmiştir (Şekil 3,8). Rapamisin PI3K p85, GSK3 ve p-FoxO1 (T24) ifade düzeylerini 

arttırırken ve Akt ve p-FoxO1 (T32) ifade düzeylerini azaltmıştır. Purvalanol, PI3K p85 ve 

Akt ifadesinde belirgin bir etkiye neden olmamıştır, fakat rapamisin ile kombinasyonu PI3K 

ve Akt ifadesini azaltmıştır. Roskovitin, tek basına PI3K p85 ifadesini azaltmıştır. Rapamisin 

ile kombine edildiğinde PI3k p85 ifadesindeki azalma yalnız roskovitin uygulandığındaki etki 

ile aynı olmuştur. Roskovitinin PI3K p85 ifadesini azaltması, aynı sinyal yolağında bulunan 

Akt ifadesinde de azalmaya neden olmuştur. PI3K’in alt sinyal yolağında yer alan PDK 

ifadesinin fosforile düzeyi rapamisin varlığında azalmaktadır. AKT, serin / treonin kinaz 

fosfatidilinositol 3-bağımlı kinaz 1 (PDK1) tarafından fosforillenerek aktive olur. Buna göre 

rapamisin varlığında p-Akt düzeyi de azalmıştır. Purvalanol p-Akt düzeyinin baskılanmasında 

roskovitine kıyasla daha etkili olmuştur. 

Transkripsiyon faktörü olan Forkhead ailesi (FoxO) aktif formda iken hücre siklusunun 

durdurulması, apoptoz gibi tümör baskılayıcı özelliklere sahip bir protein ailesidir. Akt 

tarafından fosforile edildiğinde hücre canlılığının devam etmesine yol açmaktadır. Elde edilen 

sonuçlara göre, rapamisin p-FoxO3a ifadesini azaltmıştır. Purvalanol ve roskovitin kontrol ile 

kıyaslandığında fosfo-FoxO3a ifade düzeyini azaltmıştır. Her iki ilacın rapamisin ile 

kombinasyonu p-FoxO3a ifadesinde daha etkili bir azalmaya neden olmuştur. Bu etki hücre 

siklusunun durdurulmasında görev alan diğer proteinleri etkilemiştir.  PI3k/ Akt sinyal 

yolağının etkilediği ve hücre çoğalması, apoptoz gibi metabolizmada önemli rolü olan 

glikojen sentaz kinaz (GSK3) ifadesi purvalanol uygulaması ile artmıştır, rapamisin 

kombinasyonu GSK3β ifadesinde azalmaya neden olmuştur. Roskovitin kontrole ile 

kıyaslandığında GSK3α ve β ifade düzeylerinde azalma saptanmıştır. Rapamisin ile CDK 

inhibitörlerinin kombinasyonu da aynı etkiye neden olmuştur. Hücrede enerji 

metabolizmasının düzenlenmesinde önemli rolü olan mTOR düzeyinin baskılanması hücre 

siklusunda görev alan proteinleri etkileyerek hücre proliferasyonunu engellemektedir. 

Rapamisin mTOR inhibitörü olması nedeniyle mTOR ifadesini baskılamıştır. Purvalanol ve 

roskovitinin kontrole kıyasla mTOR ifade düzeyini azaltması CDK inhibitörlerinin hücrede 

enerji metabolizmasına ket vurduğunu göstermektedir. Purvalanol Serin 2448 bölgesinden 
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fosforile olan mTOR ifadesini azaltmıştır. Purvalanol ile PI3k/Akt/mTOR sinyal yolağı inhibe 

edilmesiyle Siklin D1 ve Siklin D3 ifade düzeylerinde kaydadeğer bir azalma görülmüştür. 

Roskovitin kontrol ile kıyaslandığında mTOR ve p-mTOR ifadesini azaltmıştır; fakat bu etki 

purvalanol ile kıyaslandığında purvalanolün daha etkili olduğu görülmüştür. mTOR alt sinyal 

yolağında translasyonel aktivasyonda görevi olan p70S6K fosforile formu rapamisin 

varlığında tamamen baskılanmıştır. Bu sonuca benzer olarak, p-Akt düzeyinde olduğu gibi 

purvalanol p-p70S6K ifadesi üzerinde roskovitinden daha etkili olmuştur. Siklin D1 ifade 

düzeyinin azalmasında roskovitin daha etkili olurken, Siklin D3 ifadeleri ile kıyaslandığında 

purvalanol daha etkili olmuştur. Bu etki her iki CDK inhibitörünün hücre siklusunu farklı 

noktalarda durdurduğuna bir kanıt olarak gösterilebilir. Her iki ilacın rapamisin ile 

kombinasyonu mTOR ve p-mTOR ifade düzeylerini daha da azaltmıştır. Rapamisin ile 

purvalanol kombinasyonu Siklin D1 ve Siklin D3 ifadesinde de daha etkili bir azalma 

sağlamıştır. Rapamisin ile roskovitin kombinasyonu, tek başına roskovitinin Siklin D1 

ifadesinde yarattığı etkiyi geri çekerken; Siklin D3 ifadesinde daha kayda değer bir azalmaya 

yol açmıştır (Şekil 23).  
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Şekil 23. Rapamisin ile CDK inhbitörleri kombinasyonu PI3K/AKT/mTOR sinyal 

iletiminde yer alan protein ekspresyon düzeylerini etkilemektedir. Total protein 

izolasyonunun ardından 30 µg protein %12 lik SDS-PAGE jel ile ayrıldı ve 

immunoblotlama yöntemi 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 inhibitörleri ile eş uygulanması ODC’nin 

baskılanmasını engelleyerek hücre içi poliamin seviyesinin düşmesini engellemektedir 

mTOR sinyal yolağı enerji metabolizması ile hücrede büyüme, çoğalma, protein sentezi 

gibi yaşamsal faaliyetleri düzenlemektedir. Bazı aminoasit türevlerinin eksikliği otofajiye 

neden olarak hücrenin stres koşullarında ölümden kaçışını sağlamaktadır. Bir amin türevi olan 

poliaminlerin CDK inhibitörleri ile tetiklenen apoptotik/otofajik süreçte etkili olabileceği 

düşünülmektedir. Bu etkiyi belirlemek üzere immunoblot yöntemi ile ODC, PAO, SSAT 

ifade düzeyleri incelendi (Şekil 24). Poliamin biyosentez enzimi olarak görev alan ODC’nin 

ifade düzeyi, purvalanol uygulaması ile kayda değer br şekilde etkilenmemiştir, fakat 

roskovitin ODC ifadesini belirgin bir şekilde azaltmıştır. Her iki ilacın rapamisin ile 

kombinasyonu ODC seviyesinde artışa neden olmuştur. Poliamin metabolizmasında ODC’yi 

baskılayan antizim (AZ) ifadesinde rapamisin varlığında azalma görülmüştür. Antizim 

inhbitörü (AZI) ifadesinde ise bu veriyi destekleyecek şekilde rapamisin varlığında artış 

gözlenmiştir. Rapamisin poliamin katabolizmasında rol oynayan PAO ifadesinde belli bir 

değişiklik yaratmamıştır. Her iki CDK inhibitörü PAO ifadesini yüksek miktarda arttırmıştır. 

Bu sonuçtan yola çıkarak purvalanol ve roskovitinin hücre içi poliamin seviyesinde azalmaya 

neden olduğunu gösterilmiştir. Her iki ilacın rapamisin ile kombinasyonu PAO ifadesinde 

purvalanol ve roskovitinin yarattığı etkinin geri çekilmesine neden olmuştur. Poliamin 

katabolizmasında rol oynayan bir diğer enzim SSAT ifadesinde rapamisin uygulanmasıyla 

azalma gerçekleşmiştir. Purvalanol SSAT ifadesini arttırmış; fakat roskovitin kontrolle 

kıyaslandığında SSAT ifadesinde azalmaya neden olmuştur. Rapamisin kombinasyonu 

purvalanolün yarattığı etkiyi geri çekerek, SSAT ifadesinde azalmaya sebep olmuştur. 

Rapamisin ile roskovitin kombinasyonu SSAT ifadesini kontrolle kıyaslandığında azaltmıştır. 

Rapamisinin kombinasyonu ile poliamin katabolizmasında görev alan enzimlerin azalması 

hücrede poliamin katabolizması ile oluşan reaktif oksijen türlerinde (ROS) azalmıştır. ROS 

seviyesindeki azalma apoptoz ile otofaji arasındaki denge/geçiş sürecini etkileyen bir diğer 

veri olmuştur.  



 

64 
 

 

Şekil 24. Rapamisin ile CDK inhbitörleri kombinasyonu hücre içi poliamin 

seviyesini üzerinde etkili olmaktadır. A.Total protein izolasyonunun ardından 30 µg 

protein SDS-PAGE jel ile ayrıldı ve immunoblotlama yöntemi ile PAO, ODC, SSAT c-

Myc protein ifade düzeyleri incelendi. β-aktin yükleme kontrolü olarak 

gösterilmektedir. B. Kombine ilaç uygulamalarından sonra hücre metabolizmasındaki 

reaktif oksijen türlerindeki (ROS) değişim, DCFDH-DA (1 mM) floresan boyama 

ardından 485-530 nm de florometre ile ölçüldü. 

 

Bu araştırma kapsamında hücre sağkalım, apoptotik hücre ölümü arasındaki ilişkinin 

poliamin yolağının hedef alınarak sorgulanması ile ilgili amaçlar doğrultusunda putresin, 

spermidin ve spermin içerikleri HPLC ile benzoilasyon yöntemi sonucunda standart putresin, 

spermidin ve spermin okumalarına göre sırası ile örneklerde belirlenmiş ve toplam protein 

düzeyinde hesaplanarak aşağıda yer alan Şekil 25’te sunulmaktadır. Tüm hücreler için 

poliamin içerikleri ile ilgili deneyler en az iki farklı kültür ortamından elde edilen 2 tekrarlı 

örneklerde belirlenmiş olup, halen çalışmalar laboratuvarlarımızda devam etmektedir. 

Özellikle poliaminlerin; spermidin ve spermin’in otofaji ve apoptotik mekanizmalar ile ilgili 

ilişkileri oldukça yeni tartışılmakta olan araştırma konularından olup, ilgili doğal 

poliaminlerin sentetik analoglarının bu anlamda terapotik etkinlikleri umut vaadetmektedir. 
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Bu nedenle tez çalışması kapsamında ODC ile birlikte çalışan c-myc, bir protoonkogen PI3K-

AKT-RAS sinyal ekseninin hedeflerinden bir tanesi olarak incelenmesi gerektiği 

düşünülmüştür. Bu nedenle poliamin düzeylerinin irdelenmesi yolu ile poliaminlerin hem 

biyosentez hem de katabolik yönden, hücre sağ kalım/apoptoz kararına katıldıkları 

gösterilmiştir. Ek olarak, hücre içerisinde biyosentezi kontrol eden AZI ve OAZ ifade 

düzeylerine ek olarak bu dönem içerisinde c-myc ODC ifadesi ile ilişkili olarak 

sorgulanmıştır. Roskovitin ile rapamisin uygulanması sonucunda putresin düzeylerinde 

görülen değişim sadece rapamisine veya roskovitin uygulamalarına oranla anlamlı düzeyde 

değişime neden olmuştur (Şekil 25. Bonferroni’nin çoklu Anova testine göre ** p=0,0016 vs 

rapamisin, *** p=0,002 vs roskovitin).  

 

Şekil 25 Rapamisin ile kombine edilen CDK inhibitörlerinin, purvalanol ve 

roskovitin uygulamasının LNCaP prostat kanseri hücrelerinde hücre içi poliamin 

düzeylerine etkisinin gösterimi. Kolon grafik 2 farklı kültür ortamından elde edilen 2 

tekrarlı örneklerin ortalama±standard hata olarak sunulmaktadır. 
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3.6. DU 145 AR (-) Prostat Kanseri Hücrelerinde Rapamisin, CDK 

inhibitörlerinin hücre canlılığında yarattığı etkiyi geri çekmektedir 

Rapamisin (10 nM) ile CDK inhibitörleri, purvalanol (20 µM) veya roskovitin (30 µM) 

kombinasyonunun DU 145 AR (-) prostat kanseri hücre canlılığına olan etkisini belirlemek 

üzere MTT hücre canlılığı testi gerçekleştirildi. Rapamisin tek başına hücre canlılığını anlamlı 

düzeyde etkilememiştir. Purvalanol ile kombine edildiğinde, purvalanolün hücre 

canlılığındaki azalmaya olan etkisini geri çekmiştir. Roskovitin ile kombine edildiğinde de 

benzer sonuçlar görülmüştür (Şekil 26A). Rapamisinin zamana bağlı olarak hücre canlılığında 

oluşturduğu etkiyi belirlemek üzere tripan mavisi ile hücreler boyanarak haemositometrede 

sayılmıştır. Tripan mavisi boyaması ile hücrelerde 96 saat boyunca rapamisin varlığında hücre 

çoğalması kontrol edilmiştir. Tripan mavisi ile boyanan hücreler toplam sayılan hücreden 

çıkartılarak eksponential büyüme kinetiği eğrisi elde edilmiştir. DU 145 hücreleri uygulama 

yapılmadan sürekli bölünürken, rapamisin varlığında bölünme indeksi baskılanmıştır (Şekil 

26B). Bu veri MTT hücre canlılığından elde edilen verilerle benzer şekilde 

değerlendirilmiştir. Rapamisin hücre canlılığına ket vurmamakta ama hücrelerin bölünme 

indekslerini baskılayıcı etki göstermektedir. Rapamisin CDK inhibitörleri beraber 

uygulandığında, CDK inhibitörlerinin hücre canlılığına ket vurucu etkisini önlemektedir. 

Rapamisinin terapotik yetkinliğinin sorgulanabilmesi amacı ile apoptotik süreç ile ilgili 

ilişkisini tartışmak üzere DNA kırıkları Cell Death ELİZA testi ile belirlendi (Şekil 26C). DU 

145 prostat kanseri hücrelerinde purvalanol uygulaması yaklaşık 4,5 kat oranında apoptotik 

hücre ölümü tetiklerken, roskovitin hücre ölümünü yaklaşık 3 kat arttırmıştır. Bu oran hiç 

uygulama yapılmayan kontrol hücrelerine göre anlamlı bir artış olarak belirlenmiştir. DU 145 

prostat kanseri hücrelerinde rapamisin DNA kırıklarını 24 saat uygulama sonrasında 

tetiklememekle birlikte, CDK inhibitörlerinin apoptotik etkinliğini değiştirmemektedir (ns= 

p>0,01 İki yönlü ANOVA Bonferronni çoklu karşılaştırma testi). Bu sonuçlar her iki CDK 

inhibitörünün DU 145 prostat kanseri hücrelerindeki apoptotik süreci farklı noktalarda 

tetiklediğini düşündürmektedir. Elde edilen bu bulguların doğrulanması amacı ile MMP, 

DiOC6 boyama ile florometre ölçümleri ve floresan mikroskobunda görüntüleme ile 

belirlenmiştir (Şekil 26D). Rapamisin MMP kaybını her iki CDKi ile arttırmıştır. Bu sonuçtan 

yola çıkılarak CDK inhibitörlerinin rapamisin ile kombinasyonu apoptozun intrinsik sinyal 

yolağı üzerinden hücre ölümüne neden olduğunu düşündürmektedir.  
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Şekil 26. Rapamisin, CDK inhibitörlerinin, purvalanol ve roskovitin, apoptotik 

hücre ölümü mekanizması üzerinde etkisinin modellenmesi. A. DU 145 AR (-) prostat 

kanseri hücre canlılığı MTT testi ile hücrelerde ilaçların etkisi gözlenmiştir. Anlamlılık 

testi iki yönlü ANOVA testi ile Bonferronni çoklu karşılaştırma testi uygulanarak elde 

edilmiştir (**p=0,0025 purvalanol vs. purvalanol+rapamisin ;**p=0,0016 roskovitin vs. 

roskovitin+rapamisin).  Kolon grafikte yer alan sonuçlar en az 5 farklı deney setinde yer 

alan 4 tekrarın ortalamı ve standart sapma olarak sunulmaktadır.  B. Tripan mavisi ile 

boyama yöntemi ile ölü-canlı hücrelerin sayımı ile gerçekleştirildi. Çizgi grafik 3 farklı 

deney düzeneğinden elde edilen verilerin ortalama ve standart sapması olarak 

sunulmuştur. C. CDK inhibitörlerinin rapamisin varlığında veya yokluğunda DNA 

fragmantasyonu üzerine olan etkisi DNA kırıklarnın belirlenmesi yolu ile belirlendi. D. 

Rapamisin ile kombine edilen purvalanol ve roskovitinin DU 145 hücrelerinde 

mitokondriyal membran potansiyelinin bozulmasına bağlı olarak, hücre canlılığındaki 

azalmaya olan etkisi DiOC6 boyama ile en az 3 deney setinde yer alan 4 tekrarlı 

sonuçların ortalama ve standart sapması olarak yer almaktadır. Sonuçlar florometrede 

485 – 538 nm’de ölçülmüştür. 

 

DU 145 prostat kanseri hücrelerinin CDK inhibitörlerinin uygulanması sonucu 

rapamisin varlığında veya yokluğında ışık mikroskobu görüntüleri incelenmiştir. Işık 

mikroskobu gözlemlerinde vakuol yapılarının arttığı gözlenmiştir. Özellikle rapamisin eş 

uygulamaları sonucu bu yapılarda artma daha da belirgin hale gelmiştir (Şekil 27). MTT 

hücre canlılığı verileri rapamisin eş uygulaması purvalanol veya roskovitinin hücre 

canlılığındaki azalmaya olan etkisini geri çekmesine rağmen, eş uygulamanın hücre canlılığını 

yaklaşık % 20 oranında azalttığı gösterilmiştir. Bu verileri doğrulamak üzere, floresan 

mikroskopi yöntemi ile 4,6 –diamidino-2’-fenilindol (DAPI) ve propidium iyodür (PI) 
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boyaları ile DU 145 prostat kanseri hücrelerinde boyamaları gerçekleştirilmiştir (Şekil 28). PI 

membran bütünlüğü bozulmuş (ölü) hücrelere nüfuz ederek ölü hücrelerin görünür hale 

gelmesini sağlamaktadır. Purvalanol ve roskovitin uygulaması ölü hücre sayısında artışa 

neden olmuştur. Rapamisin ile CDK inhibitörlerinin kombinasyonu daha önce yapılan MTT 

hücre canlılığı analizi sonucunu destekleyecek şekilde saptanmaktadır. Bir nükleik asit boyası 

olan DAPI hücre nukleusunu belirgin hale getirerek DNA kırıklarının görünür duruma 

gelmesini sağlamaktadır. Purvalanol ve roskovitin bir geç zamanlı apoptoz belirteci olan 

DNA kırıklarının oluşuma neden olmaktadır. 

 

Şekil 27. Rapamisin ile kombine edilen CDK inhibitörlerinin  DU 145 prostat 

kanseri hücrelerinde  mitokondriyal membran potansiyeline olan etkisinin gösterilmesi. 

CDK inhibitörleri, purvalanol (20 µM), roskovitin (30 µM) rapamycin (10 nM) 

varlığında veya yokluğunda 24 saat boyunca uygulandı. DiOC6 (4 mM) ile boyanan 

hücreler  floresan mikroskobunda incelendi (x20-x40). 
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Şekil 28. Rapamisin ile kombine edilen CDK inhibitörleri ile tetiklenen hücre 

ölümünün DU 145 prostat kanseri hücrelerinde gösterimi. CDK inhibitörleri, 

purvalanol (20 µM), roskovitin (30 µM) rapamisin (10 nM) varlığında veya yokluğunda 

24 saat boyunca uygulandı. Propidium iyodür (PI) (1 mM) ve DAPI (0,5 mM) ile 

boyanan hücreler floresan mikroskobunda incelendi (x20-x40). 

 

3.7. Rapamisin Kaspaza Bağımlı Apoptozu İnhibe Etmektedir 

Rapamisin ile kombine edilerek uygulanan purvalanol veya roskovitin’in apoptotik 

etkinliği DU 145 AR (-) prostat kanseri hücrelerinde apoptoza özgü PARP kesilimi, kaspaz 3, 

kaspaz 7, kaspaz 2 proteinlerinin incelenmesi ile yolu ile irdelenmiştir. Rapamisin tek başına 

uygulandığında DU 145 hücrelerinde PARP’ın fragmentlerine ayrılmasına neden 

olmamaktadır. Purvalanol ve roskovitin PARP kesilimini kayda değer bir şekilde arttırmıştır. 

Ancak rapamisin purvalanol tarafından tetiklenen PARP fragmentlerini indirgerken, 

roskovitinin etkinliğini arttırmaktadır. Hernekadar Cell Death ELIZA sonuçları, rapamisinin 

ilaçların apoptotik etkilerini değiştirmediğini gösterse de, PARP kesimi üzerinde rapamisin 

purvalanol ve roskovitin kombinasyonu DU 145 prostat kanseri hücre hatlarında apoptoz 

üzerinde farklı etkiler yaratmıştır. Bunu desteklemek üzere kaspaz 7 ifade düzeyi 

incelendiğinde her bir CDK inhibitörü tek başına pro-kaspaz 7 ifade düzeyini azaltmıştır. Bu 

durum kaspaz-7 aktivasyonu olarak kabul edilmiştir. Rapamisin ile CDK inhibitörlerinin 
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kombinasyonu pro-kaspaz 7 ifade düzeyini azaltmıştır. Rapamisin pro-kaspaz 3 üzerinde 

belirgin bir değişikliğe yol açmamıştır. Purvalanol pro-kaspaz 3 ifade düzeyini azaltmıştır. 

Purvalanol DU 145 prostat kanseri hücre hatlarında apoptozu kaspaza bağımlı bir şekilde 

gerçekleştirdiği gösterilmiştir. Roskovitin ise pro-kaspaz 3 ifade düzeyini değiştirmemiştir. 

Rapamisin kombinasyonu her iki CDK inhibitörü için pro-kaspaz 3 düzeyinde belirgin bir 

değişiklik meydana getirmemiştir. CDK inhibitörlerinin ölüm domeni (DD) yolağını apoptozu 

tetiklemek üzere seçerek Kaspaz 2 aktivasyonunda belirgin bir değişikliğe neden olmamıştır. 

Rapamisin pro-kaspaz 2 ifade düzeyini kontrol ile kıyaslandığında arttırmıstır. Rapamisin ile 

roskovitin eş uygulaması pro-kaspaz 2 ifade düzeyini azaltmıştır (Şekil 29). Bu sonuçlardan 

yola çıkarak DD yolağının CDK inhibitörlerinin seçilen dozları için primer bir yolak olmadığı 

anlaşılmıştır. 

  

Şekil 29. Rapamisin ile kombine edilen CDK inhibitörlerinin kaspaza bağımlı 

apoptoza etkisi. A. Total protein izolasyonunun ardından 30 µg protein %12’ lik SDS-

PAGE jel ile ayrıldı ve immunoblotlama yöntemi ile PARP, Kaspaz-2.3.7, protein 

ifadeleri incelendi. B. Kombine ilaç uygulamasının kaspaza bağımlı yolak üzerindeki 

etkisini belirlemek üzere, genel kaspaz inhibitörü (Z-VAD) ve kaspaz 9 inhibitörü (z-

LEHD-fmk) ilaç uygulamalarından 1 saat önce 10 µM olacak sekilde uygulandı. Kaspaz 

inhibitörlerinin hücreler üzerindeki etkisi MTT hücre canlılığı analizi ile incelendi. 
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Her iki CDK inhibitörünün rapamisin ile eş uygulamasıyla DU 145 prostat kanseri 

hücreleri üzerinde apoptotik mekanizmaları farklı yönde etkiledikleri belirlenmiştir. Bu veriyi 

desteklemek üzere hücrelere ön uygulama ile (1 saat) pan-kaspaz inhibitörü (z-VAD-FMK) 

veya kaspaz-9 inhibitörü (z-LEHD-FMK) uygulandı. Ardından ilaçlar tek tek veya kombine 

olarak uygulandılar. Bu süreçte kaspaz inhibitörlerinin etkisi MTT hücre canlılığı tespiti ile 

incelendi. Elde edilen sonuçlara göre, kaspaz inhbitörleri uygulandığında ilaçların sitotoksik 

etkilerinin devam ettiği gösterilmiştir. Purvalanol ile pan-kaspaz inhibitörü ön uygulaması 

yapılan hücrelerde canlı hücre sayısında artış gözlenmiştir. Purvalanol ve roskovitin hücre 

canlılığını farklı mekanizmalar üzerinden inhibe etmektedirler (Şekil 29B). Rapamisin her iki 

CDK inhibitörünün hücre canlılığını baskılayıcı etkisini ortadan kaldırmıştır. 

 

 

Rapamisin varlığında veya yokluğunda purvalanol veya roskovitinin DU 145 hücreleri 

üzerindeki apoptotik etkisinin anlaşılmasına yönelik olarak, pro-apoptotik ve anti-apoptotik 

Bcl-2 protein ailesi üyelerinin ifade düzeyleri incelenmiştir. Rapamisin BimEL ifade 

düzeyinde belirgin bir etki yaratmamıştır. Bunun tersine, CDK inhbitörleri; purvalanol ve 

roskovitin BimEL ifade düzeyini anlamlı düzeyde azaltmıştır. Rapamisin kombinasyonu 

BimEL düzeyinde purvalanol ve roskovitinin olusturduğu etkiyi bir miktar geri çekmiştir. 

Yine rapamisin ile kombine edilen herbir CDK inhibitörünün DU 145 hücrelerine 

uygulanması sonucunda Bad ifade düzeyi azalırken, p-Bad artmıştır. Rapamisin ile roskovitin 

eş uygulaması p-Bad ifade düzeyini PARP ve kaspaz 7 kesilimi ile benzer sonucu vererek 

arttırmıştır. Mitokondriyal membran permeabilizasyonunda önemli görevi olan Bak ifade 

düzeyi rapamisin ile kontrol hücrelere oranla artmış, ancak her iki CDK inhibitörü Bak ifade 

düzeyini belirgin bir şekilde arttırmıştır. Rapamisin ile CDK inhibitörlerinin kombinasyonu 

Bak ifade düzeyini arttırıcı etki göstermektedir (Şekil 30).  

 

Bax ifade düzeyi purvalanol ve roskovitin uygulaması sonucunda kontrol hücrelere göre 

kayda değer düzeyde artarken, rapamisin kombinasyonu ile bu etki ortadan kalkmıştır. Bid 

ifade düzeyinde belirgin bir değişiklik saptanmamıştır. Bak/Bax ile iletişim halinde olduğu 

bilinen Puma ifadesi her bir CDK inhibitörünün rapamisin kombinasyonu sonucunda tek tek 

ilaç uygulanmasına göre artış göstermektedir. Bu sonuca benzer şekilde, kaspaz 9 ile 

etkileşim halinde olan Apaf-1 ifade düzeyi her bir CDK inhibitörü tarafından arttırılmış ve 

rapamisin eş uygulaması bu etkiyi arttırıcı etkinlik göstermiştir. Puma gibi p53 tarafından 

transkripsiyonu gerçekleştirilen Noxa ifade düzeyi purvalanol ile artmıştır. Roskovitininin 



 

72 
 

etkisi ise purvalanole göre daha az olarak saptanmıştır. Ancak her iki ilacın etkisi rapamisin 

kombinasyonu ile azalmıştır. Tüm bu sonuçlardan yola çıkarak, pro-apoptotik proteinlerin 

ifade düzeyleri incelendiğinde her iki CDK inhibitörünün farklı Bcl-2 ailesi üyeleri ile 

etkileşime girerek apoptotik karar üzerinde etkili oldukları ileri sürülebilir. Özellikle 

roskovitin ile rapamisin kombinasyonu, purvalanol ile rapamisin kombinasyonuna göre 

apoptotik mekanizma üzerinde daha etkili olmaktadır. Ancak Bcl-2 ailesi üyeleri arasındaki 

dengenin anlaşılabilmesine yönelik olarak ayrıca anti-apoptotik Bcl-2 ailesi üyelerinin ifade 

düzeyi aynı deney düzeneğinde incelenmiştir. Bcl-2 ve Bcl-xL ifade düzeyleri CDK 

inhibitörleri tarafından azaltılmış ve rapamisin bu etkiyi arttırmıştır. Ancak CDK 

inhibitörlerinin Mcl-1 üzerindeki baskılayıcı etkisi rapamisin ile kombine edildiğinde her bir 

ilaç için farklı etkileşime neden olmuştur. Rapamisin roskovitin ile eş uygulandığında Mcl-1 

ifadesini daha fazla azaltmakta ancak purvalanol üzerinde böyle bir etki göstermemektedir. 

Anti- apoptotik mekanizma ile ilişkili olarak rol alan survivin ifade düzeyi her iki CDK 

inhibitörü uygulaması sonucunda azalmıştır. Rapamisin eş uygulaması purvalanolün survivin 

üzerindeki etkisini azaltmıştır. Roskovitin ile rapamisin kombinasyonu survivin ifade 

düzeyinin daha da azalmasına yol açmıştır (Şekil 30A).  

 

Purvalanol veya roskovitinin DU 145 prostat kanseri hücrelerinde apoptotik mekanizma 

üzerindeki etkinliklerinin daha iyi tartışılabilmesi için doğal bir otofaji indükleyicisi olan 

rapamisin ile kombine edilen ilaçların otofajik regülasyon üzerindeki rollerinin incelenmesine 

karar verilmiştir. Bu amaçla, otofajik yapıların oluşmasında görev alan markırların; Beclin-1, 

LC3I/II, Atg5, Atg12, Atg7, Atg3, p62 ifade düzeyleri immunoblotlama yöntemi ile 

incelenmiştir. Beclin-1 ifade düzeyi her iki CDK inhibitörleri uygulanması durumunda bir 

değişiklik göstermemiştir.  

 

Rapamisin ile eş uygulama sonucunda CDK inhibitörleri Beclin-1 ifade düzeyini 

azaltmıştır. LC3I kesilimi purvalanol ile azalırken, roskovitin uygulaması ile artmıştır. Her iki 

CDK inhibitörünün rapamisin ile kombinasyonu LC3I kesilimini arttırmıştır. Otofagozom 

yapılarının oluşumunda LC3 ile etkileşim içinde olan Atg5 ifade düzeyi rapamisin eş 

uygulaması ile artmıştır (Şekil 30). Atg5 ifade düzeyi purvalanol ile tetiklenirken roskovitin 

ile herhangi bir değişikliğe uğramamıştır. Ancak rapamisin kombinasyonu sonucunda CDK 

inhibitörlerinin Atg5 ifade düzeyini daha da azaltmasına neden olmuştur. Atg12 ifadesi CDK 

inhibitörleri ile azalmıştır. Rapamisin ile roskovitin kombinasyonu Atg12 ifade düzeyini 

arttırmıştır. Atg12 ile etkileşim halinde olan Atg7 düzeyi rapamisin kombinasyonu ile artış 
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göstermiştir. Atg3 ifadesi rapamisin ve purvalanol ile azalmıştır. Roskovitin kontrol ile 

kıyaslandığında belirgin bir etki yaratmamıştır. Purvalanol ve roskovitin kombinasyonu Atg3 

ifadesini kontrol ile kıyaslandığında değiştirmemiştir, fakat roskovitin ile rapamisin eş 

uygulaması Atg3 ifadesini ortadan kaldırmıştır. p62 ifadesi rapamisin ve purvalanol ile 

azalmıştır. Roskovitin p62 ifade düzeyini daha belirgin bir şekilde azaltmıştır. Her iki CDK 

inhibitörü rapamisin ile kombine edildiğinde p62 ifadesini etkili şekilde azaltmıştır. Bu veri 

ile otofaji indüklendiği zaman p62 seviyesinde azalmaya neden olduğu sonucuna varılmıştır 

(Şekil 30). Bu nedenle roskovitinin hem apoptotik hem de otofajik mekanizma üzerinde son 

derece kuvvetli bir ajan olduğu ortaya çıkmıştır. 

Ayrıca rapamisin eş uygulaması sonucunda CDK inhibitörlerinin otofajik markırlar 

üzerindeki etkisini anlamak üzere monodansil kadaverin (MDC) boyama gerçekleştirilerek 

otofajik yapılar incelenmiştir. Rapamisin otofajik yapılarda belirgin bir artışa neden olmuştur. 

Sadece purvalanol veya roskovitin uygulaması DU 145 prostat kanseri hücrelerinde otofajik 

yapılarda belirgin bir artışa neden olmazken, her iki ilacın rapamisin ile kombinasyonu 

otofagozom yapılarını arttırmıştır (Şekil 31). Bu veriler daha önce elde edilen ışık mikroskobu 

morfolojik incelemeleri ile uyumluluk göstermektedir. 
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Şekil 30. Rapamisin eş uygulamasının CDK inhibitörlerinin apoptotik ve otofajik 

markırlar üzerine etkisinin modellenmesi. Total protein izolasyonunun ardından 30 µg 

protein immunoblotlama yöntemi ile yukarıda gösterilen proteinler için incelenmiştir.
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Şekil 31. MDC boyama sonucunda asidik vesiküllerin DU 145 prostat kanseri hücrelerinde gösterimi. Seçilen resimler 400x 

büyütme ile gösterilmektedir. 
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DU 145 prostat kanseri hücre hatlarında tüm ajanlar ve tüm otofaji mekanizmasını 

baskılayan uygulamalar kontrole kıyasla hücre canlılığını azaltmaktadır (*** p<0,001 vs 

kontrol, her ajan için). DU 145 prostat kanseri hücrelerinde rapamisin CDK inhibitörlerinin 

apoptotik etkinliği üzerinde herhangi bir arttırıcı etki göstermezken, otofaji yolağının 

rapamisin tarafından tetiklendiği anlaşılmaktadır (Şekil 31). DU 145 androjen hormonuna 

duyarsız prostat kanseri hücrelerinde, rapamisin kendi başına uygulandığında otofajik vesikül 

sayısını arttırmıştır (Şekil 31). Ancak rapamisin CDK inhibitörlerinin her birisi ile birlikte 

uygulandığında ise, hücre morfolojisinde belirgin bozunmaya neden olmaktadır (yuvarlak ve 

morfolojik değişim). 3-MA uygulaması kendi başına rapamisin (10 nM) uygulamasının 

tetiklemiş olduğu vesikül oluşumunu engellemekte olup, benzer etki Beclin-1 siRNA ön 

uygulaması gerçekleştirilmiş hücrelerde rapamisin uygulaması sonrasında da görülmüştür 

(Şekil 32).  

 

Şekil 32. Androjene duyarsız DU 145 prostat kanseri hücrelerinde 3-MA, LC3 

siRNA veya Beclin-1 siRNA uygulaması ile otofaji yolağının baskılandığı durumlarda 

CDK inhibitörleri ve rapamisinin etkisinin hücre canlılığı verileri ile irdelenmesi. Kolon 

grafik dört tekrarlı deney sonuçlarının ortalama±standard hata sunumu şeklinde yer 

almaktadır. 

Literatürde rapamisinin LC3-I den LC-3II e dönüşümü tetikleme potansiyeli yüksek bir 

ajan olduğuna dikkati çekmektedir. Ancak LC3 siRNA ile rapamisin uygulanan hücrelerde 

vesikül sayısında rapamisine oranla bir değişim saptanmamıştır (Şekil 32). Bu durumda DU 

145 hücrelerinde ya LC3 siRNA kayda değer bir etki göstermemiş (siRNA optimizasyonu 

gerekmekte) ya da rapamisin tarafından tetiklenen otofajik regülasyon açısından LC3den 
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bağımsız bir otofajik düzenlenme olabileceği düşünülmüştür. LC3 kesiliminin rapamisin ile 

baskılanan mTOR yolağına bağlı olarak otofajik yolaktaki rolü ileride yeniden zamana bağlı 

rapamisin uygulaması ile irdelenmesi gerekliliği ortaya çıkmıştır. 

 

Rapamisine benzer şekilde CDK inhibitörleri, purvalanol veya roskovitine uygulanan 

DU 145 prostat kanseri hücrelerinde de vesiküller gözlenmiş ve 3-MA veya Beclin-1 siRNA 

uygulaması ile hücrelerde vesikül sayısında azalma, hücre morfolojisinde bozunma 

saptanmıştır. Bu nedenle her iki CDK inhibitörün hem apoptotik hem de otofajik yönde etki 

gösterebileceği sonucuna varılmıştır. Bu noktada LC3 siRNA kendi başına uygulandığında 

herhangi bir hücre morfolojisinde değişikliğe neden olmamakla birlikte, MDC boyama ile 

CDK inhibitörleri tarafından tetiklenen vesikül oluşumu LC3 siRNA ile indirgenmemiştir, 

ancak bu durumun tersine hücresel morfoloji bozunmuştur.  

 

Otofajik düzenlenmenin son evresi olan otofajik vesiküllerin lizozomlar ile birleşerek 

otolizozomları oluşturma evresi olduğu için hücre içi toplam lizozom etkinliğinin artmasına 

yönelik olarak lysotracker kırmızısı ile boyama gerçekleştirilmiştir. Şekil 7’de görüldüğü 

üzere aktif lizozomlar kırmızı renkte görülmektedir. DU 145 hücrelerine rapamisin, 

purvalanol veya roskovitin uygulanması sonucunda aktif lizozomlar gösterilmiştir. Rapamisin 

ile purvalanol eş uygulaması sonucunda yeşil renkli vesiküllerde artış görülmüştür. Rapamisin 

ile roskovitin  kombinasyonu kırmızı lizozomal vesiküllerde artışa neden olmuştur (Şekil 33). 
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Şekil 33. CDK inhibitörleri ile kombine edilen rapamisinin DU 145 AR (-) prostat 

kanseri hücrelerinde asidik vakuol oluşumuna etkisi. 1x10
4
 hücre/kuyu lamel üzerine 

ekildi. CDK inhibitörleri, purvalanol (20 M), roskovitin (30 M) rapamisin (10 nM) 

varlığında veya yokluğunda 24 saat boyunca uygulandı. Lysotracker kırmızısı (1 mM) 

ile 30 dk inkübe edildi. Floresan mikroskobunda 100x ile görüntülendi. 

3.8. Rapamisin İle Kombine Edilen CDK İnhibitörlerinin Apoptotik/Otofajik 

Mekanizma Üzerine Etkisinin İrdelenmesi Amacı İle PI3K/Akt Sinyal Yolağının 

İncelenmesi 

Rapamisin ile CDK inhibitörlerinin PI3K/Akt/mTOR sinyal yolağına etkisini 

belirlemek üzere immunoblot yöntemi ile PTEN, PI3K p85, Akt, p-Akt, Gsk3, p-Gsk3 p-

mTOR, p-p70S6K, Siklin D1, Cdc2, p-Rb (S780), Rb4H1 ifade düzeyleri incelendi. 

PTEN(+/+) olan DU145 hücrelerinde PTEN fosforilasyonu purvalanol tarafından kayda değer 

şekilde artmıştır, fakat aynı etki roskovitin ile oluşmamıştır. PTEN fosforilasyon düzeyi her 

iki CDK inhibitörü ve rapamisin kombinasyonu ile etkili şekilde artış göstermiştir. Her iki 

CDK inhibitörü DU 145 prostat kanseri hücrelerinde PI3K p85 ifadesini azaltmıştır. 

Rapamisin tek basına PI3K p85 ifadesini değiştirmezken, CDK inhibitörleri ile kombine 

edildiğinde PI3K p85 ifadesinde CDK inhibitörlerinin etkisine ket vurmuştur. Benzer şekilde 

Akt ifade düzeyi rapamisin, purvalanol veya roskovitin uygulaması sonucunda azalmıştır. 

Rapamisin eş uygulaması CDK inhibitörlerinin etkisini değiştirmemiştir. CDK inhibitörleri p-

Akt düzeyini baskılamış; fakat rapamisin kombinasyonu ile p-Akt düzeyi artış göstermiştir. 
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Şekil 34. Rapamisin ile CDK inhbitörleri kombinasyonu PI3K/AKT/mTOR sinyal 

iletiminde yer alan protein ekspresyon düzeylerini etkilemektedir. Total protein 

izolasyonunun ardından 30 µg protein % 12 lik SDS-PAGE jel ile ayrıldı ve 

immunoblotlama yöntemi ile PTEN, PI3K p85, Akt, p-Akt, GSK3, p-GSK3 p-mTOR 

(S2448), p-p70S6K (T389), Siklin D1, Cdc2, p-Rb (780), Rb4H1 protein ekspresyon 

seviyeleri incelendi. β-aktin yükleme kontrolü amacıyla kullanıldı. 
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Akt alt sinyal yolağında yer alan ve PTEN’nin fosforilasyonu düzenleyerek hücre sağkalım 

yolaklarında önemli görevi olan GSK3β düzeyi purvalanol ve roskovitin ile artış gösterirken, 

rapamisin kombinasyonu bu etkiyi arttırmıştır. Hücrede enerji metabolizması, protein sentezi 

gibi önemli rolleri olan mTOR ifade düzeyi rapamisin ile baskılanmıştır. CDK inhibitörlerinin 

de p-mTOR ifadesini baskılaması, hücre çoğalmasının engellenmesinde enerji 

metabolizmasını baskılanması gerektiğini düşündürmüştür.  

Rapamisin ile eş uygulama her iki CDK inhibitörünün mTOR fosforilasyonunda artışa 

neden olmuştur. mTOR proteinin alt sinyal yolağında hücre çoğalması ile ilgili proteinlerin 

sentezinde görev alan p70S6K ifadesi rapamisin varlığında tamamen baskılanmıştır. Bu 

durumda mTOR’un alt yolaklarının rapamisin varlığında baskılandığı ve uygulanan 10 nM 

rapamisin dozunun hücrelerde istenilen etkinin modellenmesi için yeterli olduğu görüşüne 

varılmıştır. Hücre siklusunun devamı için önemli bir rolü olan Siklin D1 ifadesi rapamisin 

varlığında tamamen azalmıştır. Her iki CDK inhibitörü Cdc2 ifadesini etkilememiştir, 

rapamisin varlığında ise Cdc2 ifadesi azalmıştır. Rapamisin varlığında, p-Rb S780 ifadesi 

Siklin D1 ile uyumlu olarak azalmıştır. Purvalanol kontrole oranla p-Rb S780 ifadesini 

arttırmıştır. Benzer etkiler Rb4H1 ifadesinde de gözlenmiştir. Bu sonuçlara göre rapamisin ile 

birlikte uygulanan CDK inhibitörlerinin PI3K/Akt/mTOR sinyal yolağına etki ederek hücre 

siklusunu baskıladığı düşünülmektedir (Şekil 34). 

3.9. Rapamisin CDK İnhibitörlerinin Poliamin Katabolizmasına Olan Etkisini 

Geri Çekmektedir 

Poliaminler hücre proliferasyonunda önemli rolleri olan küçük alifatik polikatyonlardır. 

Poliaminlerin hücrelerde çok miktarda bulunması, bozulan biyosentez yolağı, iyi çalışmayan 

katabolik mekanizma, hücre membranında alma/atma pompalarında düzensizlikle birlikte 

kanser progresyonu ve gelişiminde etkili olmaktadır. Özellikle prostat hücreleri diğer 

hücrelere oranla en fazla poliamin içeriğine sahiptirler. Bu nedenlerle poliaminler kanser 

terapisinde önemli hedef haline gelmişlerdir. CDK inhbitörleri poliamin katabolizmasında 

görev alan PAO protein ifadesini arttırmaktadır. Rapamisin kombinasyonu CDK 

inhibitörlerinin PAO üzerindeki etkisini değiştirmemiştir. Ancak SSAT protein ifadesi 

rapamisin varlığında CDK inhibitörleri tarafından arttırılmıştır. Poliamin birincil biyosentez 

enzimi ODC ifadesi ilaç uygulamaları ile artmıştır (Şekil 35).  

Ancak rapamisin eş uygulaması soncunda CDK inhibitörleri tarafından c-myc ifade 

düzeyi azaltılmıştır. ODC nin önemli bir transkripsiyon faktörü olan c-myc yoksunluğunda 
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ODC düzeyinin değişmemesi yine yıkımı ile ilgili bir koruma mekanizmasını 

düşündürtmektedir. Bu nedenle AZ ve AZI sonuçları önem arz etmektedir. c-myc sinyal 

yolağındaki azalma ayrıca c-jun ve c-fos ifade düzeyleri ile uyumlu olarak görülmüştür. CDK 

inhibitörleri hernekadar c-myc, c-jun ve c-fos üzerinde arttırıcı etki gösterseler de, rapamisin 

bu yolağın baskılanmasına neden olmaktadır. Ayrıca DFMO, ODC’nin özgül inhibitörü olup 

hücrelerde 96 saat uygulandıktan sonra etki göstermektedir. DFMO varlığında CDK 

inhibitörleri tarafından tetiklenen apoptoz oranı azalmıştır. Bu noktada hücre içi poliamin 

içeriklerinin hücre ölümü ile ilişikili olarak PAO enzim aktivitesi için belirleyici olduğu 

sonucuna varılmıştır. PAO artışı hücrelerde H2O2’nin artmasına neden olmaktadır. Bu nedenle 

hücrelerde ROS belirlenmesine yönelik olarak DCFDH-DA ile boyama yapılmıştır.  

Rapamisin, ROS oluşumunu azaltmasına rağmen, her iki CDK inhibitörünün meydana 

getirdiği ROS miktarında artışa neden olmaktadır (Şekil 35). Bu nedenle oluşan ROS’ların 

güçlü bir otofajik ajan varlığında (rapamisin) CDK inhibitörleri tarafından tetiklenen otofaji 

ve apoptoz geçiş/denge sürecini etkilediği düşünülmektedir. 
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 Şekil 35. Rapamisin ile CDK inhbitörleri kombinasyonu hücre içi poliamin 

miktarlarının düzenlenme mekanizması üzerinde etkili olmaktadır. Total protein 

izolasyonunun ardından 30 g protein SDS-PAGE jel ile ayrıldı ve immunoblotlama 

yöntemi ile PAO, SSAT, c-Myc, ODC, c-Jun, c-Fos proteinlerinin ifade düzeyleri 

incelendi. B, 96 saat DFMO uygulamsının ardından 24 saalik purvalanol ve roskovitin 

uygulamasının DNA fragmantasyonu üzerine olan etkisi Cell Death ELIZA yöntemi ile 

belirlendi. C, Kombine ilaç uygulamalarından sonra hücre metabolizmasındaki reaktif 

oksijen türlerindeki (ROS) değisimi, DCFDH-DA (1 mM) floresan boyama ardından 

florometre (485-538 nm) ile ölçüldü. 

 

DU 145 prostat kanseri hücrelerinde elde edilen poliamin düzeyleri ele alındığında, 

sadece roskovitin uygulaması putresin seviyesinde artışa neden olmaktadır (Şekil 36. *** 

p<0,001 vs kontrol, Bonferroni’s ANOVA2-way test). Bu etki rapamisin varlığında da devam 

etmektedir (*** p<0,001, rapamisin+roskovitin vs rapamisin, ns: rapamisin+roskovitin vs 

roskovitin). Spermidin ve spermin düzeylerinde benzer veriler elde edilmemiştir. Purvalanol 

veya rapamisin veya iki ajanın kombinasyonu poliamin içeriğinde anlamlı bir değişikliğe 

neden olmamaktadır (Şekil 36). 
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       Şekil 36. Rapamisin ile kombine edilen CDK inhibitörlerinin, purvalanol ve 

roskovitin uygulamasının DU 145 prostat kanseri hücrelerinde hücre poliamin 

düzeylerine etkisinin gösterimi. Kolon grafik 2 farklı kültür ortamından elde edilen 2 

tekrarlı örneklerin ortalama±standard hata olarak sunulmaktadır. 

3.10.  Androjene duyarsız PC3 Prostat Kanseri Hücrelerinde CDK 

İnhibitörlerinin Terapotik Etkisinin Araştırılması  

Rapamisin PC3 AR (-) prostat kanseri hücre canlılığında kontrol hücrelere oranla 

belirgin bir etki göstermemiştir. Purvalanol ile kombine edildiğinde, purvalanolün tek başına 

yarattığı etkiyi arttırarak hücre canlılığını yaklaşık % 40 oranında azaltmıştır. Roskovitin ile 

kombine edildiğinde ise hücre canlılığını yaklaşık % 35 oranında azaltarak, roskovitinin tek 

başına hücre canlılığına olan etkisini bir miktar geri çekmiştir (Şekil 37A). Rapamisin 

hücreler üzerindeki etkisini anlamak üzere sağkalım analizi gerçekleştirilmiştir. Rapamisin 

hücrelerin bölünme indekslerine ket vurmakta ancak sitotoksik bir etkiye neden olmamaktadır 

(Şekil 37B). Rapamisin kombinasyonunun hücre canlılığında yarattığı etkinin MMP kaybı ile 

ilişkisi, DiOC6 boyama ile floresan mikroskobu ve florometre ölçümü ile belirlendi. 

Purvalanol ve roskovitin MMP kaybını sırasıyla % 40 ve % 20 oranında arttırmıştır. 

Rapamisin tek basına MMP kaybına neden olmazken her iki CDK inhibitörü ile 

kombinasyonu MMP kaybında artışı ortaya koymuştur (Şekil 37C).  

 

Işık mikroskobu görüntüleri incelendiğinde, purvalanol uygulaması ile hücre yapısı 

küçülmüştür, roskovitin uygulaması ile bu etkiye ek olarak hücrede vakuol yapılarının arttığı 

gözlenmiştir. Rapamisin ile CDK inhibitörlerinin kombinasyonu ile vakuolizasyon artmıştır 

(Şekil 38). Hücre ölümünün daha iyi anlaşılabilmesi amacı ile PC3 prostat kanseri hücreleri 
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DAPI ve PI boyaları ile boyanarak floresan mikroskobu ile görüntülendi. PI membran 

bütünlüğü bozulmuş (ölü) hücrelere nüfuz ederek ölü hücrelerin görünür hale gelmesini 

sağlamaktadır. Sadece purvalanol ve roskovitin uygulaması ölü hücre sayısında artışa neden 

olmuştur. Rapamisin ile CDK inhibitörlerinin kombinasyonu daha önce yapılan MTT hücre 

canlılığı analizi sonucunu destekleyecek şekilde çıkmıştır. Bir nükleik asit boyası olan DAPI 

hücre nukleusunu belirgin hale getirerek DNA kırıklarının görünür hale gelmesini 

sağlamaktadır. Rapamisin DNA kırıklarında belirgin bir artışa neden olmazken, purvalanol ve 

roskovitin uygulamaları sonucu, bir geç zamanlı apoptoz belirteci olan DNA kırıklarını 

görünür hale getirmiştir. Rapamisin kombinasyonu ile DNA kırıkları gözlenmiştir (Şekil 39). 

Şekil 37. Rapamisin, CDK inhibitörlerinin, purvalanol ve roskovitin, apoptotik 

hücre ölümü mekanizması üzerinde etkisinin modellenmesi. A MTT hücre canlılığı testi 

ile hücrelerde ilaçların etkisi gözlenmiştir. Anlamlılık testi iki yönlü ANOVA testi ile 

Bonferronni çoklu karşılaştırma testi uygulanarak elde edilmiştir (purvalanol vs 

purvalanol+rapamisin *p=0,0252; roskovitin vs roskovitin+rapamisin *p=0,0116). 

Kolon grafikte yer alan sonuçlar en az 5 farklı deney setinde yer alan 4 tekrarın 

ortalamı ve standart sapma olarak sunulmaktadır. B. Tripan mavisi ile ölü hücrelere 

toplam hücre sayısından çıkartılarak sağ kalım grafiği her 24 saatte bir alınan sonuçlar 

ile birlikte 96 saat süresi için çizilmiştir. Her bir deney sonucu en az iki deney setinde 

yer alan 2 tekrarın ortalama ve standart sapması olarak ifade edilmektedir. C. DiOC6 

boyama ile en az 3 deney setinde yer alan 4 tekrarın ortalaması ve standart sapması 

olarak sunulmaktadır. Sonuçlar florometre 485 – 538 nm’de ölçülmüştür. 
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Şekil 38. Rapamisin ile kombine edilen CDK inhibitörlerinin PC3 prostat kanseri 

hücrelerinde mitokondri membran potansiyeline olan etkisinin gösterilmesi. CDK 

inhibitörleri, purvalanol (20 M), roskovitin (30 M) rapamisin (10 nM) varlığında veya 

yokluğunda 24 saat boyunca uygulandı. DiOC6 (4 mM) ile boyanan hücreler floresan 

mikroskobunda incelendi (x20-x40) 

3.11. Rapamisinin CDK inhibitörleri ile kombinasyonu PC3 hücrelerinde 

kaspaza bağımlı hücre ölümüne etkisinin gösterimi 

Rapamisinin kaspaz yolağı ile ilişkili olarak CDK inhibitörleri ile kombine edildiği 

zaman PC3 hücreleri üzerindeki etkileri belirlemek üzere immunoblotlama yöntemi ile 

kesilmiş PARP, kesilmiş kaspaz 7, kaspaz 3, kaspaz 2 ve kesilmiş kaspaz 8 ifade düzeyleri 

incelendi (Şekil 40). Rapamisin kesilmiş PARP ve kesilmiş kaspaz 7 ifadesini arttırırken, 

kaspaz 3 ifadesinde belirgin bir değişikliğe neden olmamıştır. Purvalanol ve roskovitin 

kesilmiş PARP, kesilmiş kaspaz 7 ifadesini arttırmakla birlikte, pro-kaspaz 3 ifadesini 

azaltması apoptotik hücre ölümünü arttırmıştır. Purvalanol ve roskovitin pro-kaspaz 2 ve 

kesilmiş kaspaz 8 ifadesinde belirgin bir değişiklik yaratmamıştır. Bu sonuç purvalanol ve 

roskovitinin PC3 prostat kanseri hücrelerinde ölüm domeni yolağında etkili olmadığı 

sonucunu ortaya koymaktadır. Rapamisin ile purvalanol kombinasyonu, kontrol ile 

kıyaslandığında kesilmiş PARP ve kesilmiş kaspaz 7 ifadesini arttırmıştır; fakat purvalanolün 

tek başına yarattığı etki rapamisin kombinasyonu ile geri çekilmiştir. 
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Şekil 39. Rapamisin ile kombine edilen CDK inhibitörleri ile tetiklenen hücre 

ölümünün PC3 prostat kanseri hücrelerinde gösterimi. CDK inhibitörleri, purvalanol 

(20 M), roskovitin (30 M) rapamisin (10 nM) varlığında veya yokluğunda 24 saat 

boyunca uygulandı. Propidium iyodür (PI) (1 mM) ve DAPI (0,5 mM) ile boyanan 

hücreler floresan mikroskobunda incelendi (x20-x40). 

Rapamisin ile purvalanol eş uygulaması pro-kaspaz 3 ifadesini azaltmıştır, pro-kaspaz 2 

ifadesini değiştirmemiştir. Kesilmiş kaspaz 8 ifadesi ise artmıştır. Rapamisin 

kombinasyonunun hücrede farklı ölüm yolaklarına etki ettiği düşünülmektedir. Roskovitin ile 

rapamisin kombinasyonu kesilmiş PARP ve kesilmiş kaspaz 7 ifadesini azaltmıştır. Pro-

kaspaz 3 ve pro-kaspaz 2 ifadeleri azalırken, kesilmiş kaspaz 8 ifadesinin artması roskovitin 

ile rapamisin eş uygulamasının hücrede tüm kaspaz yolaklarına etki ettiğini düşündürmektedir 

(Şekil 40A). Rapamisinin her bir CDK inhibitörü ile kaspaza bağlı apoptotik hücre ölümünde 

farklı cevaplar yaratması her iki ilacın hücre ölümünü farklı yolaklar üzerinden tetiklediğini 

göstermektedir. Bu veriyi doğrulamak üzere, hücrelere ön uygulama ile (1 saat) z-VAD-FMK 

veya z-LEHD-FMK uygulandı. Ardından ilaçlar tek tek veya kombine olarak uygulandılar. 

Bu süreçte kaspaz inhibitörlerinin etkisi MTT hücre canlılığı testi ile incelendi. Elde edilen 

sonuçlara göre, kaspaz inhbitörleri uygulandığında ilaçların sitotoksik etkilerinin devam ettiği 

gösterilmiştir (Şekil 40 B).  
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MTT hücre canlılığı analizi sonucunda, z-LEHD-FMK ön uygulaması purvalanol ve 

roskovitin ile rapamisin kombinasyonları, yalnız purvalanol ve roskovitin uygulamaları ile 

kıyaslandığında hücre canlılığında artışa neden olmuştur. Diğer dikkat çeken sonuç ise; pan-

kaspaz inhibitörü uygulandığında hücre canlılığında azalmanın gerçekleşmesidir (Şekil 40B). 

Bu sonuca göre, rapamisin kombinasyonunun CDK inhibitörleri ile mitokondri türevli hücre 

yolağının tetiklenmesinin yanısıra aynı zamanda başka apoptotik hücre ölümü 

mekanizmalarının tetiklenmesine de neden olduğu düşünülmektedir. 

 

Rapamisin varlığında ve yokluğunda purvalanol veya roskovitinin PC3 hücreleri 

üzerindeki apoptotik etki mekanizmasının açıklığa kavuşturulmasına yönelik olarak, pro-

apoptotik ve anti-apoptotik Bcl-2 protein ailesi üyelerinin ifade düzeyleri incelenmiştir (Şekil 

41). Apoptotik sürecin başlatılmasında önemli bir rolü olan Bad ve p-Bad rapamisin ve 

purvalanol uygulamaları ile aktive olurken, roskovitin ve rapamisin kombinasyonları benzer 

sonuçlar göstermemiştir. MMP için lider moleküller olan Bax/Bak protein ifadeleri rapamisin 

ve purvalanol ile artmıştır.  

 

Roskovitin Bax proteininin ifade düzeyini tetiklerken, Bak ifadesinde üzerinde bir 

değişikliğe neden olmamaktadır. Rapamisin ile purvalanol kombinasyonu Bak ifadesini 

baskılamış, Bax ifadesinde ise artışa neden olmuştur. Rapamisin ile roskovitin ise tam zıt etki 

göstermiştir. Rapamisin her bir CDK inhibitörünün apoptotik süreçte etki ettiği 

mekanizmalarda farklılığa neden olmaktadır. Kaspaz 8 in alt sinyal yolağında bulunan Bid 

proteini, mitokondriyal membran geçirgenliğinin arttırarak sitokrom c nin salınımı arttıran 

önemli bir faktördür. Buna göre Bid ifadesi kaspaz 8 ifadesi ile uyumlu sonuçlar vermiştir. 

Bid fragmentasyonu rapamisin, purvalanol ver roskovitin uygulamaları ile artmıştır. 
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Şekil 40. Rapamisin ile kombine edilen CDK inhibitörlerinin kaspaza bağımlı apoptoza etkisinin modellenmesi. A. Rapamisin (10 

nM) ile purvalanol (20 M), roskovitin (30 M) yalnız veya kombine edilerek 24 saat boyunca uygulandı. Total protein izolasyonunun 

ardından 30 g protein %12’ lik SDS-PAGE jel ile ayrıldı ve immunoblotlama yöntemi ile kesilmiş PARP, kaspaz-2,3,7, 8 protein 

ifadeleri incelendi. B. Kombine ilaç uygulamasının kaspaza bağımlı yolak üzerindeki etkisini belirlemek üzere, genel kaspaz inhibitörü 

(Z-VAD) ve kaspaz 9 inhibitörü (Z-LEHD) ilaç uygulamalarından 1 saat önce 10 M olacak sekilde uygulandı. Kaspaz inhibitörlerinin 

hücreler üzerindeki etkisi MTT hücre canlılığı analizi ile incelendi. 
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Apoptotik tetikleme mekanizmasının aktif olduğunun bir diğer göstergesi Puma  ve  

fragmentleri arasındaki değişimdir. Buna göre rapamisin varlığında Puma α ifadesi artarken 

Puma β ifadesi azalmıştır. Özellikle purvalanol uygulandığında Puma ifadesinde artışa neden 

olmuştur. Roskovitin de benzer bir etkiye neden olmuş ama etkisi purvalanole kıyasla daha az 

olmuştur. Noxa ifadesinin Puma ile benzer özellik göstermesi beklenirken, rapamisin 

varlığında Noxa üzerindeki etki azalmıştır. Sadece purvalanol veya roskovitin uygulaması 

PC3 hücrelerinde Noxa ifadesini etkili şekilde arttırmıştır. Apoptozom kompleksinin 

oluşumunda görev alan Apaf-1 proteini ifade düzeyi rapamisin ve purvalanol eş 

uygulamasında sadece purvalanol uygulamasına oranla artışa neden olmuştur. Benzer şekilde 

roskovitin ve/veya rapamisin Apaf-1 ifade düzeyini kontrole oranla arttırmıştır (Şekil 41A).  

 

Anti-apoptotik Bcl-2, Mcl-1, Bcl-xL ve survivin proteinlerinin ifade düzeyleri CDK 

inhibitörleri tarafından baskılanmış ve bu etki rapamisin varlığında artmıştır. Elde edilen 

sonuçlar 24 saat boyunca CDK inhibitörlerinin uygulandığı süreçte apoptotik karar 

mekanizmasının hücrelerde aktif olduğunu göstermektedir. Ayrıca, rapamisin eş uygulaması 

her bir CDK inhibitörünün kaspazlar ve pro-apoptotik protein ifadelerinde farklı cevaplar 

oluşturmasına neden olmaktadır. Ancak rapamisinin diğer hücrelerde olduğu gibi PC3 

hücrelerinde de anti-apoptotik proteinlerin daha da baskılanmasına neden olarak apoptotik 

süreçte destekleyici rol aldığı düşünülmektedir. Ancak bu süreç içerisinde farklı sinyal 

yollarını aktive etmekte ve primer olarak otofajik düzenlenmenin ne kadar rol aldığı sorusu 

otofajik markırların incelenmesi yolu ile cevaplanmaya çalışılmıştır. Beclin-1 ifadesi özellikle 

roskovitinin rapamisin varlığında veya yokluğunda uygulandığı durumda azalmakla birlikte, 

rapamisin purvalanol’ün Beclin-1 üzerindeki baskılayıcı etkisini arttırmıştır. Bu nedenle 

roskovitin Beclin-1 ifadesinin baskılanmasında purvalanole göre daha etkilidir. Atg5 ifadesi 

ise her iki CDK inhibitörü ile artarken rapamisin varlığında, bu etki çok anlamlı olmamakla 

birlikte geriye çekilmiştir. Ancak kontrol ile kıyaslandığında tüm ilaç uygulamaları sonucunda 

Atg5 ifadesinin arttığı gözlenmiştir. Atg12 ifadesi Beclin-1 ifadesi ile benzer sonuçlar 

vererek, rapamisin varlığında daha etkili şekilde baskılanmıştır. Atg7 ifadesinde purvalanol 

ile artış gözlenmekle birlikte rapamisin varlığında Beclin-1 ve Atg12 ile benzer sonuçlar elde 

edilmiştir (Şekil 41B). 
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       Şekil 41. Rapamisin Eş Uygulaması İle CDK inhibitörlerinin pro- ve anti apoptotik 

Bcl-2 ailesi üyeleri, otofaji markırları üzerindeki etkisinin immunoblotlama yöntemi ile 

gösterimi. 

 

Rapamisin ile CDK inhibitörlerinin eş uygulanmasının otofajik markırlar üzerindeki 

etkisini daha iyi anlamak üzere MDC boyama ile otofajik yapılar incelenmiştir. Rapamisin 

otofajik yapılarda belirgin bir artışa neden olmuştur. Yalnızca purvalanol veya roskovitin 

uygulaması otofajik yapılarda belirgin bir artışa neden olmazken, her iki ilacın rapamisin ile 

kombinasyonu otofagozom yapılarını anlamlı düzeyde arttırmıştır (Şekil 42).  
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Şekil 42 MDC boyama sonucunda asidik vesiküllerin PC3 prostat kanseri hücrelerinde gösterimi. Seçilen resimler 400x büyütme 

ile gösterilmektedir. 



 

92 
 

PC3 androjen hormonundan bağımsız proliferasyon gösteren prostat kanseri 

hücrelerinde ise rapamisin CDK inhibitörlerinin apoptotik etkisini anlamlı düzeyde 

arttırmamakta, ancak otofajik düzenlenme konusunda aktivite göstermektedir. Hücre 

canlılığı testi ve MDC boyaması otofajinin sorgulanabilmesi açısından 

gerçekleştirilmiştir (Şekil 42). Bu amaçla, LC3 siRNA ve 3-MA ile CDK 

inhibitörlerinin her birisi rapamisin varlığında ve yoksunluğunda uygulanmıştır. 

Dolayısı ile MDC boyamasının LC3 siRNA nın etkinliğinin gösterilebilmesi 

açısından farklı bir yöntem ile doğrulanmasına karar verilmiştir (Şekil 43). 

       Şekil 43. Androjene duyarsız PC3 prostat kanseri hücrelerinde 3-MA, LC3 

siRNA veya Beclin-1 siRNA uygulaması ile otofaji yolağının baskılandığı 

durumlarda CDK inhibitörleri ve rapamisinin etkisinin hücre canlılığı verileri 

ile irdelenmesi. Kolon grafik dört tekrarlı deney sonuçlarının 

ortalama±standard hata sunumu şeklinde yer almaktadır. 

Bu verilere ek olarak PC3 hücrelerinde rapamisin uygulamasının otofaji 

anahtar hedefleri ve özellikle Beclin-1 ile interaksiyonu bulunan anti-apoptotik Bcl-2 

ailesi üyelerinin zamana bağlı ifade düzeylerindeki değişiklikler belirlenmiştir (Şekil 

44). Beclin-1 24 saat rapamisin uygulaması sonucunda ifade düzeyinde azalma 

gösterirken, p62 ifadesindeki 24. saat uygulama sonrasındaki artış dikkati çekmiştir. 

Bu durum rapamisin (10 nM) uygulamasının 24 saat uygulama sürecinde otofaji 

yolağını başarılı bir şekilde aktive ettiğini göstermektedir. Ancak anti-apoptotik 

moleküllerden Bcl-2 ifadesinde azalma 72 saat rapamisin uygulması sonrasında 
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gözlenirken Mcl-1 ifadesi kayda değer şekilde artış göstermiştir. Bu nedenle 

rapamisinin apoptotik mekanizmayı aktive etmekten çok hücre enerji yolağı üzerinde 

etkili olarak hücrelerde açlığa neden olduğu düşünülmektedir.  

 

Şekil 44. PC3 prostat kanseri hücre hatlarında zamana bağlı rapamisin 

uygulanmasının ardından Bcl-2, Mcl-1, Beclin-1 ve p62 ifade düzeylerinin 

immunoblotlama yöntemi ile belirlenmesi. β-aktin yükleme kontrolü olarak yer 

almaktadır. 

 

Bu bulguları desteklemek amacı ile, aynı deney düzeneğinde lizozomal bir 

belirteç olarak lysotracker kırmızısı kullanılarak otolizozom yapıları floresan 

mikroskobu ile görüntülendi. Aktif lizozomlar kırmızı renkte görülmektedir. 

Rapamisin, purvalanol ve roskovitin ayrı ayrı uygulamalarında aktif lizozomlar 

belirlenmiştir. Rapamisinin her iki CDKi ile kombinasyonu kırmızı lizozomal 

vesiküllerde artışa neden olmuştur (Şekil 45). 
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Şekil 45. CDK inhibitörleri ile kombine edilen rapamisinin androjen 

bağımsız PC3 prostat kanseri hücrelerinde asidik vakuol oluşumuna etkisi. 

1x10
4
 hücre/kuyu lamel üzerine ekildi. CDK inhibitörleri, purvalanol (20 M), 

roskovitin (30 M) ve/veya rapamisin (10 nM) ile 24 saat boyunca uygulandı. 

Lysotracker kırmızısı (1 mM) ile 30 dk inkübe edildi. Örnekler floresan 

mikroskobunda x1000 ile görüntülendi. 

Otofajik vezikül zar uzamasında rol oynayan LC3 proteininin yesil floresan 

proteini ile işaretlenerek hücrelere (GFP-LC3), PC3 hücrelerine transfekte edilmiş ve 

daha sonra PC3 hücreleri ilaçlar ile muamele ettikten sonra sonuçlar floresan 

mikroskobu altında görüntülenmiştir. GFP-LC3, otofaji uyarımı sonrası hücre içi 

yaygın yayılımdan noktasal yerleşime geçerek, mikroskop altında Şekil 46’daki gibi 

bir görüntü oluşturmuştur. Rapamisin yokluğunda noktasal (puncta) yapılar 

gözlenmezken, rapamisin varlığında artan noktasal yapılar gözlenmiştir. Özellikle 

rapamisin ile roskovitin eş uygulamasında otofajik yapılar dikkat çekmektedir. Diğer 

verilerimiz ile uyumlu olarak roskovitin PC3 hücre hatlarında apoptotik mekanizma 

üzerinde etkili olduğu kadar otofajik süreçte de aktif rol oynamaktadır. GFP-LC3 

plasmid aktarılan hücrelerde roskovitin yeşil noktasal kısımlara kendisi de neden 

olmaktadır.  
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Şekil 46. PC3 prostat kanseri hücrelerinde, purvalanol ve roskovitinin 

apoptotik etkisinin yanı sıra rapamisin kombinasyonu, otofaji belirteci olan 

otofagozom yapılarının da oluşmasına neden olmaktadır. 1x 10
5 

hücre/kuyu 

ekildikten 24 saat sonra 1 µg yesil floresan protein GFP-LC3 (GFP-LC3), 6 µl 

lipozom türevli transfeksiyon ajanı ile hücrelere transfekte edildi. 24 saat 

boyunca hücreler bekletildikten sonra rapamisin (10 nM) ve/veya, purvalanol 

(20 µM) veya roskovitin (30 µM) içeren yeni besiyeri ile plazmid içeren besiyeri  

değiştirildi. Örnekler ilaçlarla 24 saat muamele sonucunda floresan 

mikroskobunda x40 büyütme ile incelendi. 

 

PC3 hücrelerinde roskovitin uygulanması sonucunda putresin ve spermin 

düzeylerinde anlamlı düzeyde artış saptanmıştır (Şekil 47. sırası ile ***p<0,001 ve 

**p=0,0080 vs kontrol,  Bonferroni’s Anova 2-way test). Purvalanol kendi başına 

spermin düzeylerinde etki göstermemesine karşın, rapamisin ile kombine edildiği 

zaman anlamlı düzeyde azalmıştır (*p=0,0106 purvalanol+rapamisin vs 

purvalanol).Rapamisin uygulaması aynı zamanda spermin miktarlarında azalmaya 

neden olmuş ve roskovitinin etkisini arttırmıştır (** p=0,041 rapamisin+roskovitin vs 

roskovitin). 
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Şekil 47. Rapamisin ile kombine edilen CDK inhibitörlerinin, purvalanol ve 

roskovitin uygulamasının PC3 prostat kanseri hücrelerinde hücre poliamin 

düzeylerine etkisinin gösterimi. Kolon grafik 2 farklı kültür ortamından elde 

edilen 2 tekrarlı örneklerin ortalama±standart hata olarak sunulmaktadır. 
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4. TARTIŞMA 

Kanser vakaları son yüzyıl içerisinde ölüm nedenleri arasında yükselen bir 

sıralama ile sağlık alanında yer alan tüm birimler için aşılması gereken bir problem 

olarak ortaya çıkmaktadır. Yapılan istatistiksel araştırmalara göre 2050 yılında 17 

milyon kişi için kanser teşhis edileceği öngörülmekte olup, kanser bağlı ölümlerde 

mortalite oranları teşhis ve tedavide görülen yeniliklere rağmen anlamlı düzeyde 

artmaktadır. Bu nedenle kanserin tanımlanması, tedavisi ve izlenmesi aşamalarında 

malin hücrelerin genomik ve moleküler düzeyde tanımlanmaları önem taşımaktadır.  

 

Prostat kanseri, prostat bezindeki hücre proliferasyonu ve hücre ölümü 

arasındaki dengenin bozularak, organ hacminin büyümesi olarak tanımlanabilir. 

Dünyada 55 yaş ve üzeri erkeklerde akciğer kanserinden sonra en sık rastlanan 

kanser türüdür ve yüksek oranda mortaliteye sebep olmaktadır. Prostat kanseri 

hastalığına neden olan epidemiyolojik faktörler, hormonal faktörler, diyet, çevresel 

faktörler ve genetik faktörler olarak sıralanabilir. 

 

Prostat kanserinde hücrelerin canlılıklarını sürdürebilmeleri ve büyümeleri 

androjelerden gelen sinyallerin varlığına bağlıdır. Bununla ilişkili olarak androjen 

baskılanması ile yapılan tedaviler olumlu yanıt vermişlerdir. Fakat uzun süreli 

androjen baskılanması tedavilerinde prostat kanseri hücreleri farklılaşmaya 

uğrayarak androjenden bağımsız bir başka ifade ile androjene duyarsız hale 

gelmektedirler. Prostat kanseri tedavilerinde en büyük sorun haline gelen bu durum 

yeni terapi modellerinin gelişmesine gerekliliğe sebep olmuştur. 
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CDK inhibitörleri olan purvalanol ve roskovitin güçlü apoptotik ajanlar olup, 

hücre içinde CDK’lar ile yarışa girerek siklinler ile etkileşime girerler ve hücre 

siklusunu baskılayıp hücre ölümünü indüklemektedirler (106). Kanser hücrelerindeki 

metabolik farklılıklardan dolayı purvalanol ve roskovitinin her kanser hücresindeki 

etkileri aynı değildir. Bu çalışmada purvalanol ve roskovitinin, AR (+) ve AR (-) 

prostat kanseri hücrelerinde apoptozun indükleyip hücre canlılığında azalmaya neden 

olduğu gösterilmiştir. Purvalanol (20 M) ve roskovitin (30M) AR(+) LNCaP 

hücre canlılığını sırasıyla % 45 ve % 50 oranında azaltmıştır. AR(-) DU 145 hücre 

hattında ise sırasıyla % 30 ve % 40 oranında ve AR (-) PC3 hücrelerinde sırasıyla % 

30 ve % 45 oranında hücre canlılığında azalma saptanmıştır. Bu sonuçlara bakılarak 

AR (+) LNCaP hücrelerinin AR (-) DU 145 ve PC3 hücrelerine göre CDKi’lere karşı 

daha duyarlı olduğu ortaya konulmuştur. Her iki CDKi ‘nin de hücreler üzerindeki 

etkisinin farklı olduğu sonucuna varılmıştır. CDKi’lerin yanısıra son zamanlarda 

kanser tedavilerinde de kullanılan mTOR inhibitörü rapamisin kombinasyonu ile 

kanser hücre türlerine bağımlı olarak hücre ölümü üzerinde sinerjistik bir etki 

sağlanmıştır. Rapamisinin kanser hücrelerindeki terapötik etkisi hücre siklusu ile 

ilişkilidir. Rapamisin ve onun bir türevi olan RAD001 meme kanseri hücrelerinde 

Siklin D1 ifadesini azaltmış hatta tamamen inhibe etmiştir. Diğer siklinler üzerinde 

etkisi olmakla birlikte meme kanseri hücrelerinde Siklin D3 ifadesini de inhibe 

etmiştir (107). Yalnız rapamisin (10 nM) uygulaması AR (+) LNCaP hücre 

canlılığını yaklaşık % 20 oranında azaltırken, AR (-) DU 145 ve PC3 prostat kanseri 

hücre canlılığında belirgin bir azalmaya neden olmamıştır. Rapamisin ile CDKi 

kombinasyonu AR(+) LNCaP prostat kanseri hücrelerinde sinerjistik etki 

göstermiştir. AR(-) PC3 ve DU 145 prostat kanseri hücrelerinde antagonist, fakat 

PC3 hücrelerinde purvalanol için sinerjistik etki saptanmıştır. Kombinasyonun 

etkinliği kanser tipine ve aynı zamanda her bir CDKi ‘ye göre değişmektedir. Meme 

kanseri hücreleri ile yapılan bir çalışmada sisplatin, doksorubisin, etoposid, 

paklitaksel, gemsitabin gibi paklitaksel türevli sitotoksik ilaçların anti-karsinojenik 

kemoterapötik etkisini arttırmak üzere rapamisin ile kombine edilmesi her bir ajan ile 

farklı bir yanıt oluşturmuştur. Elde edilen sonuçlara göre etoposid ile rapamisin 

kombinasyonu 5 farklı hücre hattı için, doksorubisin ile 4 hücre hattı için sinerjistik 

bir yanıt oluşturmakla birlikte, paklitaksel ile rapamisin kombinasyonu 4 hücre hattı 

için, sisplatin ile rapamisin kombinasyonu ise 5 hücre hattı için antagonist bir yanıt 

oluşturmuştur (108). Kanser terapi modellerinde kombinasyonal terapinin avantajları 
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olmakla birlikte, farklı kanser hücre tiplerinde uyumluluk sorunu yaşanmaktadır. Bu 

nedenle kombine çalışmalar birçok kanser hücre tipleri üzerinde yapılmalıdır. AR (-) 

DU 145 hücrelerinde CDKi’ler tarafından oluşturulan hücre canlılığındaki 

azalmanın, rapamisin varlığında hücre içinde farklı sağkalım mekanizmalarının 

indüklenmesi ile baskılandığı düşünülmektedir.  

 

Zamana bağlı olarak tek başına uygulanan rapamisinin DU 145 hücre 

proliferasyonunu inhibe ettiği gözlenirken PC3 hücre hattında daha çok sitostatik bir 

etki yaratarak hücre çoğalmasını engellemiştir. U937 lösemi hücre hattında zamana 

bağlı olarak uygulanan rapamisinin toksik bir etkisine rastlanmamıştır (109). Protein 

kinaz C inhibitörü olan UCN-01 (100 nM) ile kombinasyonu apoptozu etkili bir 

şekilde arttırarak hücre ölümünü tetiklemiştir (109).  

 

Rapamisinin purvalanol ve roskovitin ile kombinasyonu tarafından tetiklenen 

hücre canlılığındaki azalmanın apoptotik hücre ölümünden kaynaklanıp 

kaynaklanmadığını anlayabilmek için apoptotik belirteçler araştırılmıştır. Öncelikle 

hücreler ışık mikroskobunda incelenmiş her üç hücre hattında da membran 

yapısındaki bozulmalar tespit edilmiştir. Bunu takiben tüm hücre hatlarına rapamisin 

varlığında ve yokluğunda purvalanol ve roskovitin uygulanarak mitokondriyal 

membran potansiyelindeki (Δψm) değişim floresan ve florometrik ölçümler ile 

incelenmiştir. LNCaP hücre hattında Δψm’de oluşan kaybın rapamisin ile roskovitin 

kombinasyonunun mitokondriyal yolak üzerinden apoptozu tetiklediği; fakat 

purvalanolün florometrik ölçümleri sonucu aynı yanıtı oluşturmadığını ortaya 

koymuştur. Δψm kaybı, genellikle mitokondri zarları arasında bulunan ve elektron 

transport zinciri üyesi olan sitokrom c’nin sitoplazmaya çıkışını tetiklemektedir. 

Sitokrom c’ nin sitoplazmaya çıkışı mitokondriyal yolağın aktive olduğunun işareti 

olarak gösterilmektedir. LNCaP hücrelerinde purvalanol ve roskovitin uygulaması 

sonucu sitokrom c sitoplazmada artmaktadır (110). DU 145 hücre hattında hücre 

canlılığı analizini destekleyecek veriler çıkmakla birlikte, dikkati çeken bir diğer 

sonuç; DU 145 hücrelerinin ışık mikroskobu görüntülerinde hücre içerisinde vakuol 

yapılarının ilaç uygulamaları ile artmış olduğudur. Rapamisin kombinasyonu ile DU 

145 hücre hatlarında hücre ölüm oranındaki geri çekilmenin nedeninin oluşan vakuol 

yapıları ile ilgisi olduğu sonucuna varılmıştır. PC3 hücre hatlarında Δψm’deki 

bozulmaların sonucu apoptozun mitokondriyal yolak aracılığı ile tetiklendiği 
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düşünülmüştür. Bir diğer apoptoz belirteci olan DNA kırıklarının oluşumu, ELIZA 

yöntemi ile her üç hücre hattında incelenmiştir. Rapamisin varlığında LNCaP 

hücrelerinde, DU 145 ve PC3 hücre hatlarına göre daha fazla DNA kırıklarının 

oluştuğu gözlenmiştir. DU 145 hücre hattında rapamisin, purvalanol ve roskovitinin 

neden olduğu DNA kırıkları oluşumuna arttırıcı bir etki yaratmamıştır. Vakuol 

yapılarının bu sonucuna neden olduğu düşünülmüştür. Serviks kanseri hücresi olan 

HeLa hücre hatları üzerinde yapılan bir çalışmada rapamisin uygulaması ile 

apoptotik etkinin geri çekildiği gözlenmiştir (111).  

 

Δψm kaybı ile mitokondri içerisinde bulunan sitokrom c nin sitoplazmaya çıkışı 

kaspazların aktivasyonu anlamına gelmektedir (112). Bu nedenle mitokondriyal 

yolak aracılı apoptozda başlatıcı kaspaz görevini gören Kaspaz 9 ve kaspazların 

hedefi olan PARP’ın kesilmiş hali LNCaP hücrelerinde rapamisinin, purvalanol ile 

kombinasyonu ile etkili şekilde artarken, DU 145 hücrelerinde ise rapamisin ile 

roskovitin kombinasyonu PARP kesimini daha çok arttırmıştır.  Her üç hücre 

hattında rapamisinin tek başına uygulanması PARP kesilimine neden olmuştur. 

Rapamisin varlığında ve yokluğunda purvalanol ve roskovitinin prostat kanseri 

hücrelerinde kaspaz bağımlı apoptozu indüklemesi aynı zamanda kaspaz inhibitörleri 

kullanılarak da gösterilmiştir. Genel kaspaz inhibitörü ile Kaspaz 9 inhbitörlerinin 

kullanıldığı deney sonuçlarına göre LNCaP ve PC3 hücreleri sağkalımda artış 

gösterirken, DU 145 hücre canlılığı azalma göstermiştir. PC3 hücrelerinde X-bağlı 

apoptoz inhibitörü (XIAP)’nün mutant olması nedeniyle CDKi’ler ile tetiklenen 

apoptotik etki diğer hücrelere göre daha fazladır (113). DU 145 hücrelerinin 

oluşturduğu direnç ayrı bir araştırma konusudur. 

 

Bcl-2 ailesi üyeleri, LNCaP, DU 145 ve PC3 hücre hatları için apoptotik hücre 

ölümünün düzenlenmesinde kritik bir öneme sahiplerdir (114). Purvalanol ve 

roskovitin LNCaP ve DU 145 hücrelerinde Bad, Bak, Bax, Apaf-1 gibi önemli pro-

apoptotik protein ifadelerini arttırırken, her iki CDKi ile rapamisin kombinasyonu 

Bad, Bax protein ifadelerindeki artışı geri çekmiştir. PC3 hücreleri hücre siklusunun 

gardiyanı olarak bilinen bir tümör baskılayıcı protein olan p53’ten yoksun olmaları 

sebebi ile CDKi’lerin Bcl-2 ailesi üyelerinde oluşturduğu cevap diğer iki hücre 

hattından farklıdır. Purvalanol Bad, Bak, Bax düzeyini kayda değer bir şekilde 

arttırmıştır, fakat kritik önemi olan sonuç her üç hücre hattında, anti-apoptotik Bcl-2, 
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Mcl-1, Bcl-xL gibi protein ifadelerinin rapamisin kombinasyonu ile etkin şekilde 

azalmasıyla apoptozun tetiklendiğidir.  

 

Kanser hücrelerine uygulanan terapotik ajanlara oluşturulan cevap, kanser 

hücrelerinin farklı genomik özelliklerinden dolayı değişkenlik gösterir. Özellikle 

hücrelerin sağkalım mekanizması stresin türüne ve uygulandığı sürece göre 

değişmektedir. Hücrelerde amino asitler gibi besin kıtlığı, büyüme faktörlerinin 

yokluğu veya stres faktörleri ökaryotik hücrelerin strese girmesine ve hızla açlık 

durumunun düzeltilmesine yönelik birçok sinyalin oluşturulmasına neden olmaktadır 

(115,116). Bu süreçte büyüme durmakta ve makrootofaji tetiklenmektedir. Bu 

nedenle strese maruz kalan hücrelerde otofajik tetiklenme büyüme mekanizması ile 

ilişkili olup, hücre sağkalımı ile ilgili birçok molekülün rol aldığı süreçtir (117).  Bu 

durumda, CDKi’lerin hücrede yarattığı etki, rapamisin kombinasyonu ile hücre 

sağkalım mekanizması olarak görülen otofajik süreci nasıl etkilediği otofajik 

belirteçler ile incelenmiştir. LNCaP hücrelerinde kesecik oluşumunda görev alan 

LC3 proteini rapamisin varlığında/yokluğunda artmıştır. LNCaP ve DU 145 

hücrelerinde Atg5 seviyesi özellikle roskovitin ve rapamisin kombinasyonu ile 

anlamlı şekilde artmıştır.    DU 145 hücrelerinde özellikle rapamisin varlığında her 

iki CDKi ile LC3 kesilmesi artmıştır. Beclin düzeyi LNCaP ve DU 145 hücrelerinde 

değişmezken, PC3 hücrelerinde azalması ise üzerinde durulması gereken diğer bir 

araştırma konusudur. 

 

DU 145 hücre hatlarında rapamisin kombinasyonu ile hücre ölümü oranının 

azalması hücrede sağ kalım mekanizmalarının aktif olduğunu düşündürmekle birlikte 

buna neden olan olayın otofagozom yapılarından kaynakladığı sonucuna varılmıştır. 

Bu nedenle hücrede otofajik sürecin baskılanması ile hücre sağkalım oranlarında ne 

gibi değişikliklerin olabileceği hücre canlılığı testleri ile incelenmiştir. Öncelikle 

otofajinin baskılanması ile hücre içi vakuol yapılarındaki artış ve azalma bu 

vakuolleri pH derecesine bağlı olarak boyayan MDC ve lysotracker red floresan 

boyaları ile floresan mikroskobunda gösterilmiştir. 3-MA spesifik bir otofaji 

inhibitörüdür. Otofaji inhibisyonunu, sınıf III PI3K proteinini protein sentezi ya da 

ATP seviyesine etki etmeden inhibe ederek gerçekleştirmektedir (118,119).  Bazı 

araştırmalar birkaç kanser hücre hattında, 3MA’nin kemoterapotik ajanların etkilerini 

apoptozu indükleyerek arttırdığını göstermiştir (120). Prostat kanseri hücrelerinde 3-
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MA,  mitokondriden sitokrom c salınımını etkili bir şekilde arttırmış ve PC3 

hücrelerinde sülforafan tarafından indüklenen apoptozu arttırmıştır (120). Bu 

çalışmada LNCaP hücrelerinde belirgin vakuol yapıları gözlenmemiştir, buna 

rağmen otofajik yapılar rapamisin uygulanması ile hücre içinde bir miktar artmıştır. 

DU 145 hücrelerine rapamisin varlığında CDK inhibitörleri uygulandığında artan 

otofajik yapılar gözle görülür hale gelmişlerdir. 3-MA varlığında ise otofajik 

yapıların azalmasından çok, hücrelerin morfolojik yapılarının özellikle hücre 

membranlarının apoptotik bir ifade oluşturması dikkat çekmiştir. Otofagozom 

yapılarının oluşmasında önemli görevleri olan LC3 ve Beclin proteinleri 

susturulduğunda, özellikle rapamisin varlığında otofajik vakuollerin azaldığı, aynı 

zamanda hücre bütünlüğünün bozulduğu ve hücrenin ölüme gittiği gözlenmiştir. LC3 

siRNA uygulanan hücrelere yalnız rapamisin uygulamasında vakuol yapılarının hala 

görülmesi bir soru işareti oluşturmuştur. PC3 hücre hatlarında rapamisin varlığında 

artmış vakuol yapıları gözlenmiştir, bunun yanında yalnızca roskovitin uygulanan 

hücrelerde de vakuol yapılarını gözlenmesi roskovitinin apoptoz indükatörü 

olmasının yanı sıra otofajiyi de tetiklediğinin göstergesidir. 3-MA uygulandığında 

DU 145 hücre hattı ile benzer sonuçlar elde edilmiştir. LC3 siRNA uygulanan 

hücrelere rapamisin uygulandığında, DU 145 hücrelerine kıyasla otofajik yapıların 

azaldığı gözlenmistir. PC3 hücrelerine GFP-LC3 plazmidi transfekte edilmesinin 

ardından uygulanan ilaçların, hücre içinde oluşturduğu GFP-LC3 molekülleri 

floresan mikroskobu ile analiz edilmiştir. Rapamisin varlığında CDK inhibitörlerinin 

neden olduğu GFP-LC3 yapıları artmıştır. Yalnız roskovitin uygulanan PC3 

hücrelerinde artan GFP-LC3 yapıları, MDC görüntülerini desteklemektedir. 

 

Enerji metabolizmasının indirgendiği koşullarda önemli moleküllerden biri 

rapamisin hedef molekülü olan mTOR’dur ve çevresel stres faktörleri varlığında 

otofaji ve büyüme arasındaki dengeyi sağlamaktadır (121,122). mTOR proteini, 

PI3K ve Akt proteinlerinin yer aldığı bir dizi kinaz kaskatı tarafından 

düzenlenmektedir. PI3K/Akt sağkalım sinyalleri, otofajinin baskılanmasını mTOR 

aracılığı ile gerçekleştirmektedir. Memeli hücrelerinde Akt sinyal yolağındaki 

islevsizliğin otofajinin indüklenmesine neden olduğu daha önce gösterilmiştir (101). 

Bu çalışmada LNCaP hücre hatlarında, PI3K p85 ifadesi rapamisin kombinasyonu ile 

azalmakla birlikte, alt sinyal yolağında yer alan p-Akt protein ifadesinin de 

azalmasına neden olmuştur. Purvalanol ve roskovitinin AR(-) DU 145 hücrelerinde 
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de PI3K p85, pPDK ve pAkt ifadelerini azalttığı belirlenmiştir. Yalnız rapamisin 

uygulaması belirgin bir etkiye neden olmazken, purvalanol ve roskovitin ile 

kombinasyonunun böyle bir etki yaratması, CDKi’lerin PI3K/Akt sinyal yolağında 

etkili olduğunu düşündürmektedir. Özellikle roskovitin ile rapamisin kombinasyonu 

purvalanole göre bu sinyal proteinleri üzerinde daha etkili olmuştur. Akt ifadesinin 

azalması ile GSK3β baskılanmaktan kurtulmuş ve düzeyi artmıştır.  Bunu takiben 

PTEN (+/+) DU 145 hücre hattında GSK3β’nın artışı pozitif geri kazanım ile PTEN 

fosforilasyonunu arttırmıştır. Yapılan bir araştırmada, PTEN aktivasyonunun c 

terminalinden fosforile olmasına bağlı olduğu, bunun da GSK3β’nın aracılığı ile 

olduğu gösterilmiştir (123).  

 

mTOR’un alt sinyal yolağını ise translasyonel mekanizmada rol oyanayan 

p70S6K ve 4E-BP1oluşturmaktadır. mTOR tarafından fosforile edilen p70S6K ve 

4EBP1 proteinlerinin fosforile durumları translasyon baslangıcında yüksektir. 

Böylece, hücre dönügüsünde G1 den S fazına geçişte önemli görevi olan proteinlerin 

translasyonunu düzenlemektedir (124,125). Birçok çalışmada kanser hücrelerinde 

rapamisinin mTOR’ u inhibe etmesiyle hücre siklusunun baskılandığı gösterilmiştir 

(126). Bu çalışmada purvalanol ve roskovitinin LNCaP ve DU 145 hücre hatlarında 

mTOR fosforilasyonunu baskıladığı gösterilmiştir. Rapamisin kombinasyonu ile bu 

etki daha da artmıştır. Bunu takiben DU 145 hücre hattında p-p70S6K’nın rapamisin 

varlığında tamamen baskılandığı dikkati çekmektedir. Bu sonuca göre, hücre 

döngüsünde G1 den S fazına geçiste görev yapan Siklin D1 ve Siklin D3 seviyeleri 

incelendiğinde (127), rapamisin varlığında her iki siklin seviyesinin de azaldığı hatta 

purvalanol ile rapamisin kombinasyonunda LNCaP ve DU 145 hücre hatlarının 

ikisinde de Siklin D1’in tamamen baskılandığı gözlenmiştir. Böylece purvalanol ve 

roskovitinin hücre döngüsünde, farklı fazlarda etkinlik gösterdiğini kanıtlayan 

önemli bir sonuca varılmıştır. 

 

Besin yetersizliğinde, özellikle bazı amino asitlerin yetersizliğinde otofajik 

vakuol oluşumları hücre ömrünü uzatıp, otofaji ve apoptoz arasındaki dengeyi 

etkilemektedir. Poliaminler de bir amin türevi olup, sağlıklı dokulara kıyasla kanserli 

dokularda yüksek konsantrasyonlarda bulunması poliamin yolağının terapotik hedef 

haline gelmesine neden olmuştur (124). PA’lar putresin, spremin ve spermidin 

üyelerini içeren alifatik katyonlardır ve hücre büyümesi, çoğalması ve farklılaşması 
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gibi önemli hücresel olaylarda görev almaktadırlar (128). Putresin, spremin, 

spermidin hücresel düzeylerinin azaltılmasının G1/S fazında durmaya ve hücre 

döngüsünde CDK inhibitörü olan p27Kip’in fosforillenmesine neden olduğu 

gösterilmiştir (129)  PA’ların metabolizmasında ODC enzimi görev almaktadır. Bu 

nedenle kanserli dokularda PA seviyesi ile orantılı olarak ODC seviyesi de yüksektir. 

Hücresel PA seviyesini azaltmak için ODC hedef durumundadır. ODC’nin α-DFMO 

tarafından seçici inhibisyonu Merrell Dow laboratuvarı tarafından geliştirilmiştir 

(130). Fakat hücresel PA düzeylerinin inhibisyonu, PA’ların hücreye dışardan 

alınımını engelleyememektedir. Bu nedenle, son dönemde yapılan çalışmalar, PA 

katabolizmasının indüklenmesi ve hücre içi PA seviyelerinin azaltılması 

amaçlanmaktadır. 

 

Kanser tedavisi için hücre içi PA seviyelerinin ve PA sentezinde görev alan 

enzimlerin hedef olarak alınması gerektiği ve bu nedenle rapamisin varlığında ve 

yokluğunda purvalanol ve roskovitinin PA seviyelerine olan etkisi incelenmiştir. 

LNCaP hücre hattında roskovitin, ODC protein ifade düzeyinde belirgin bir azalma 

sağlarken, rapamisin kombinasyonu ODC ifade düzeyini bir miktar arttırmıştır. 

HCT116 kolon kanseri hücrelerinde yapılan bir çalışmada roskovitinin ODC 

ifadesini azaltarak apoptozu tetiklediği gösterilmiştir (131). PA metabolizmasında 

ODC yi baskılayan enzim olan antizim (Az) ifadesinde rapamisin varlığında belirgin 

bir azalma gözlenmiştir, bununla birlikte Az inhibitörü olan AzI ifade düzeyinde de 

bu veriyi destekleyecek sekilde rapamisin varlığında artış gözlenmiştir. Daha önce S. 

pombe maya türünde yapılan çalışmalarda da ODC protein ifadesindeki azalmanın 

Az düzeyi ile bağlantılı olduğu gösterilmiştir (132). 

 

PA katabolizma enzimlerinin (PAO, SMO, SSAT) tetiklenmesi ile hücrede PA 

seviyelerinde azalma sağlanmaktadır (133) LNCaP ve DU 145 hücre hatlarında PAO 

seviyelerinde bir artış gözlenmekle birlikte, rapamisin varlığında CDK 

inhibitörlerinin yarattığı etki geri çekilmiştir. Rapamisin varlığında SSAT 

seviyesindeki artış DU 145 hücre hattında LNCaP hücresine göre daha belirgindir. 

 

PA katabolik enzimlerin aktivasyonu ile hücresel PA seviyelerinde azalış 

gözlenmekle birlikte, SSAT tarafından asetillenen PA’ların PAO ile oksidasyonları 

ile toksik maddeler de açığa çıkmaktadır. Özellikle açığa çıkan H2O2’nin DNA 
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kırılmalarına neden olarak apoptozu indüklediği gösterilmiştir (134). Purvalanol ve 

roskovitin ile tetiklenen PA katabolik enzimlerinin artışının neden olarak görüldüğü 

ROS’taki artış, DU 145 hücre hattında daha belirgindir. LNCaP hücrelerinde 

rapamisin varlığında ROS oluşumu bir miktar geri çekilmiştir. CaCo-2 ve HCT1116 

kolon kanseri hücre hatlarında CDK inhibitörlerinin SSAT ve PAO’yu indükleyerek 

ROS oluşumunu uyardıkları bilinmektedir (131,135). 

 

Sonuç olarak, bu araştırma kapsamında elde edilen bulgulara göre, purvalanol ve 

roskovitin güçlü apoptotik ajanlar olup, hücrelerin moleküler yetkinliklerine göre 

hücre sağkalım ve ölüm kararında farklı moleküler hedefleri etkilemektedirler. 

Rapamisin hernekadar LNCaP hücrelerinde CDK inhibitörlerinin apoptotik 

etkinliğini stimule edici bir etki gösterse de androjene duyarsız diğer hücre hatları 

DU145 ve PC3 de kombine ajanların uygulandığı ilk 24 saat içerisinde otofaji 

yolağını aktive ederek, apoptozdan farklı bir hücre ölüm kararına neden olmakta ve 

etkiyi değiştirmektedir. Bu nedenle özellikle rapamisin varlığında CDKi’ler 

tarafından tetiklenen hücre ölümünün, apoptotik mekanizmanın LNCaP hücrelerinde 

kaspaza bağımlı, DU 145 ve PC3 hücre hattında hem kaspaza bağımlı hem de 

otofajinin tetiklenmesi ile gerçekleştiği sonucuna varılmıştır. Benzer şekilde CDK 

inhibitörleri tarafından tetiklenen apoptotik ve otofajik süreçlerin mTOR yolağının 

baskılandığı durumlarda PA katabolizması ile ilişkili bir şekilde olduğu tespit 

edilmiştir.  

 

Purvalanol ve roskovitin hücre döngüsünü baskılayan farklı moleküler 

mekanizmaları mTOR alt sinyal yolaklarını da hedef alarak aktive etme özelliğine 

sahiplerdir. Özellikle her iki CDK inhibitörü p70S6K fosforilasyonuna etkileri ve 

bunun sonucunda Siklin D ifadesi yolu ile farklı terapotik etki göstermekte oldukları  

bu tez çalışması ile ortaya konmaktadır. Hücrelerde enerji metabolizmasının 

baskılanması yolu ile CDKi’lerin prostat kanserinde mTOR yolağı ile ilişkili olarak 

bir terapotik hedef olabileceği açıkça ortaya konmuştur.  
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6. EKLER 

6.1.1. Ek A: Çalışma Kapsamında Kullanılan Cihazlar 

Tablo 2. Kullanılan cihazların listesi 

ADI ÜRÜN 

KODU 

FİRMA ADI 

Buzdolabı ( No frost ) 4263TMB Arçelik 

Derin Dondurucu 2041D Arçelik 

Dikey akışlı güvenlik kabini Model: 

12469,2000 

HeraSafe 

Distile Su Cihazı D56412 TKA-Pacific 

Dondurucu (-80ºC) Ultra Low 

Temperature 

Freezer, U725 

innova 

New Brunswick 

Scientific Elektroforez sistemi 165-8000 Bio-Rad 

Elektroforez transfer sistemi 170-4155 Bio-Rad 

Floresan ataçmanlı invert  

mikroskop 

Model: 

1X71 

Olympus 

Fluorometre Fluoroskan 

Ascent 

Thermo 

Labsystems Güç Kaynağı PowerPac/B

asic 

BioRad  

Hassas Tartı LE6202S Sartorius 

Hemositometre Z359629 Sigma Aldrich 

HPLC 1200 series Agilent 

Invert Mikroskop  XDS-1B SOIF 

İnkübatör EN 025 Nüve 

Kantitatif eş zamanlı PCR 

aparatı                                                  

     

PTC-1148C Bio-Rad 

Kar-buz makinası  AF80 Scotsman 

Manyetik Karıştırıcı SB162 Stuart/ProLab 

Masaüstü soğutmalı 

santrifüj 

5417R Eppendorf  

Mikropipet (0,5µl-10µl) EH52836 Thermo 

Scientific Mikropipet (2µl-20µl) CJ17240 Thermo 

Scientific Mikropipet (20µl-200µl) EH46925 Thermo 

Scientific Mikropipet (200µl-1000µl) T27274 Thermo 

Scientific Mikroplaka okuyucu,  680 Bio-Rad 

Otoklav OTO32 Nüve 

pH Metre N315 SEM/Mettler 

Toledo PVDF Membran 88518 Thermo 

Scientific Sıvı azot tankı ve ikmal tankı Arpege 40 Air Liquid 

Spektrofotometre Ultraspec 

2100 pro 

Biosciences  
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Tartı LE6202S Sartorius 

Tüp rotasyon aleti SRT9D Stuart 

Vorteks SA8 Stuart/ProLab 

X-ray Film 34090 Thermo 

Scientific  

6.1.2. Ek B: Hücre Kültüründe Kullanılan Sarf Malzeme 

Tablo 3. Hücre kültürü donanımları. 

ADI ÜRÜN 

KODU 

FİRMA ADI 

100 mm petri 93100 TPP 

12 kuyucuklu petri 92012 TPP  

25cm
2
 hücre büyütme kapları 90026 TPP 

6 kuyucuklu petri 92006 TPP 

60 mm petri 93060 TPP 

75cm
2
 hücre büyütme kapları 90076 TPP 

96 kuyucuklu petri 92096 TPP 

PC3 hücre hattı  ATCC 

DU 145 hücre hattı CRL-2698 ATCC 

Fetal Bovine Serum P291509 Pan Biotech 

Kriyovial tüp V7634 NUNC 

LNCaP hücre hattı CRL-1740 ATCC 

Penisilin/Streptomisin P06-07100 Pan Biotech 

RPMI besiyeri  21875 GIBCO 

Steril pipetler (10ml) 94010 TPP 

Steril pipetler (5ml) 94005 TPP 

Şırınga filtreleri (0.22 μm) 99722 TPP 

Tripsin-EDTA P10-0231 Pan Biotech 
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6.1.3. Ek C: Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Tablo 4. Kullanılan kimyasalların listesi. 

ADI ÜRÜN KODU FİRMA ADI 

10X PBS P04-53500 Pan Biotech 

2-merkaptoetanol S4805940517 Merck 

3 MA M9281 Sigma Aldrich 

Akrilamid / Bis-Akrilamid 30% 

çözelti 

A3699 Sigma Aldrich  

Amonyum persülfat A3678 Sigma Aldrich 

Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi 

antikorları 

99412 Cell Signaling 

Technology 

Apoptoz antikorları  9915 Cell Signaling 

Technology 
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 Geliştirici P7042 Kodak 

Film Sabitleştirici P7167 Kodak 

Glisin A1067 AppliChem 

Hidrojen peroksit K39218400838 MERCK 

Hücre döngüsü antikorları 9932 Cell Signaling 

Technology İzopropanol 24137 Rieel-de Haen 

Kazpaz antikorları 9929 Cell Signaling 

Technology 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 

Technology Page Ruller Prestained Protein 

Ladder 

SM0671 Fermentas 

PAO antikoru sc-166185 Santa Cruz 

p-Coumaric Asit C9008 Sigma Aldrich 

Pro-apoptotik Bcl-2 ailesi 

antikorları  

9942 Cell Signaling 

Technology 

Propidium Iodide  A2261 Applichem 

Protein İzolasyonu Tamponu K0301 Fermentas 

 

 

 

Purvalanol 1580 Tocris biosciences 

Rapamisin 1292 Tocris biosciences 

Roskovitin R7772 Sigma Aldrich 

Saf Etanol 32221 Rieel-de Haen 

SDS (Sodyum dedosil sülfat) A3452 Applichem 

Sığır Serum Albumin (BSA) 500-0007 BioRad 

Sodyum Klorür A2942 AppliChem 

SSAT antikoru sc-67159 Santa Cruz 

SSAT siRNA sc-61616 Santa Cruz  

TEMED A1148 Applichem 

Trikloroasetik asit T0699 Sigma Aldrich 

TriPure RNA izolasyon ajanı 11667157001 Roche Applied Sciences 

Tris Baz A2264 Applichem 

Tris-HCl A3452 Applichem 

Tween 20 S4927784 802 MERCK 

Yağsız Süt Tozu 9999 Cell Signaling 

Technology Yükleme standart antikorları 5142 Cell Signaling 

Technology z-LEHD-FMK 550381 BD Biosciences 

z-VAD-FMK 550377 BD Biosciences 
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6.1.4. Ek D: Çözeltiler 

% 70 Etanol : 100 ml 

70 ml saf etanole 30 ml distile su eklenerek hazırlanır. 

 

Yağsız süt tozu ( % 5): 

Süt tozu 2,5 g tartılır ve 50 ml ‘ye kadar TBS-T ile tamamlanır. 

 

0,5 M Tris-HCl (pH 6.8) : 100 ml 

6 gr Tris bazı 60 ml distile su içerisinde çözündükten sonra 6 N HCl 

kullanılarak pH’sı 6.8’e ayarlanır. Hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlandıktan 

sonra otoklav ile steril edilerek saklanır. 

 

1,5 M Tris-HCl (pH 8,8) : 150 ml 

27.23 gr Tris bazı 80 ml distile su içerisinde çözündükten sonra 6 N HCl 

kullanılarak pH’sı 8,8’e ayarlanır. Hacim distile su ile 150 ml’ye tamamlandıktan 

sonra otoklav ile steril edilerek saklanır. 

 

% 0,5 (w/v) Bromofenol mavisi : 10 ml 

0,05 gr bromofenol mavisi 10 ml su içerisinde çözdürülür. Çözünmeyen 

parçacıkların kalması durumunda filtreden geçirilerek oda sıcaklığında saklanır. 

 

Hücre lizis tamponu : 10 ml 

150 mM NaCl 

% 1 NP-40 

50 mM Tris-HCl 

 

Yukarıda verilen kompozisyon distile su içerisinde çözündükten sonra pH 8.0’a 

ayarlanır. Lizis tamponu -20°C’de saklanır ve kullanmadan önce içerisine 1 mM 

PMSF (phenylmethanesulphonylfluoride) ve proteaz inhibitör kokteyli eklenir. 1 mM 

PMSF metanol içerisinde çözerek taze olarak hazırlanır ve kullanılır. 
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Proteaz inhibitör kokteylinin hazırlanması için her bir tablet 1 ml steril PBS 

veya distile su içerisinde çözündükten sonra -20°C’de saklanır. Kullanılacak olan her 

1 ml lizis tamponu için 50µl kokteyl eklenmesi gerekmektedir. 

 

% 10 (w/v) APS (amonyum persulfat) : 10 ml 

1 gr APS 10 ml distile su içerisinde çözdürülerek hazırlanır. APS’nın taze 

kullanılması gerektiği için -20°C’de saklanması ve kullanılmadan önce çözdürülmesi 

gerekmektedir. 

 

10X TBS Hazırlanışı  

86,6 gr NaCl, 12,11 gr Tris-Baz konulur pH: 8 e ayarlandıktan sonra distile su 

ile 1000 ml‘ e tamamlanır. Hazırlanan 10X TBS kullanılmak için 1X TBS’ e 

dönüştürülür.  

 

TBS-Tween Hazırlanışı  

1X TBS içine 500 μl Tween 20 konularak hazırlanır.  

 

Yürütme Tamponunun Hazırlanışı  

30,3 gr Tris-Baz, 114 gr Glisin ve 10 gr SDS tartılarak 1000ml distile su içinde 

çözünür. Hazırlanan 10X yürütme tamponu hazırlanır. Jel yürütmesi sırasında 

kullanılmak için 1X’ e dönüştürülür. 

  

Transfer Tamponunun Hazırlanışı  

200 ml 10X yürütme tamponunun üzerine 100 ml metanol konularak distile su 

ile 1000 ml’ e tamamlanır. 

 

Yürütme Jelinin Hazırlanması  

Proteinler ağırlıklarına göre ayrılmaları için % 7-12’ lik SDS poliakrilamid 

jelde yürütülürler. 
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LB Hazırlanması 

Pepton  2,5 g 

Bacto Yeast Ekstrakt 1,25 g 

NaCl2 1,25 g 

NaOH (1M) 0,25 ml 

Distile su 250 ml 

 

SOB besiyeri Hazırlanması 

Pepton  4 g 

Bacto Yeast Ekstrakt 1g 

NaCl 1,25 g 

KCl 0,1 g 

Distile su 200 ml 

 

SOC besiyeri Hazırlanması 

SOB Besiyeri 10 ml 

MgSO4 (1M) 100 l 

MgCl2 (1M) 100 l 

Glikoz (0,5 M) 400 l 

2.2.1 Ek E: Çalışma Kapsamında Kullanılan Antikor, siRNA ve Plazmidler 

p-PTEN, PI3K p85, p-FoxO3a (T32), GSK3, p-GSK3β, mTOR, p-mTOR, p-

p70S6K, CyclinD1, CyclinD3, p-Rb (S780), Rb4H1, p21, Bcl-2 ailesi üyeleri, 

PARP, Caspase 9, Caspase 3, Caspase 7, Caspase 8, Caspase 2, Cytochrome c, 

Survivin, Apaf-1, Beclin1, LC3I/II, Atg5, Atg12, Atg7, Atg3 (CST, poliklonal anti 

tavşan), p70S6K and p62(sqstm) (BD Biosciences, poliklonal anti-tavşan). Her bir 

antikor super block T-20 çözeltisi ile (Pierce) 1:500-1:1000 aralığında çalışılmıştır.  

HRP-konjuge sekonder antikorlar 1:5000 aralığında çalışılmıştır (CST). LC3-GFP 

plazmidi (Addgene 11546) kullanılmıştır. siRNA için Beclin-1 (CST 6246S), LC-3 

siRNA (CST 6214S) kullanılmıştır.  
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