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OZET

Atas, M.N. (2019). Bébrek Kanseri Hiicre Hattinda Betiilinik Asidin Apoptoz Iliskili
Genlerin Ekspresyonlar1 Uzerindeki Etkisinin Incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Aziz Sancar Deneysel Tip Arastirma Enstitlisii Molekiiler Tip AD.
Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Bobrek kanseri, diinya genelinde en sik rastlanan on doérdiincii kanser tiirtidiir. Bobrek
kanserinin en yaygin tiirii, son yillarda insidansi giderek artmakta olan renal
karsinomadir. Cevresel faktorlerin yani sira genlerin ekpresyonundaki ve/veya bagh
olduklar1 yolaklardaki aktivitelerinin artmasi hiicrelerin kanserlesmesine neden
olmaktadir. AKT-1 ve mTOR genleri hiicre biiyiimesi, proliferasyonu, sagkalimini
tesvik edip, hiicresel homeostazide gorevlidir ve cesitli yollarla apoptozu baskilama
ozellikleri vardir. Kanser hiicrelerinde apoptozu yeniden aktivite etmek veya
proliferasyonu azaltmak i¢in ¢esitli bitkisel komponentler kullanilmaktadir.

Bu komponentlerden biri olan betiilinik asit, ¢esitli bitkilerden elde edilen lupan tipi bir
pentasiklik triterpenoiddir. Normal hiicrelere karsi toksik etkisi olmamasma karsin
kanser hiicrelerine uygulandiginda apoptozu tesvik ettigi bilinmektedir. Bu etkisi,
betiilinik asite potansiyel bir antikanser ilag olma 6zelligi kazandirmistir.

Bu calismamizda, betiilinik asitin gen ekspresyonu diizeyinde apoptotik etkisinin
arastirilmasi igin bdbrek kanseri hiicre hatti CAKI-2 ve saghkli hiicre hattt MRC-5
kullanilmistir. Betiilinik asitin toksik etkisini belirlemek icin Oncelikle WST-1 testi
yapilmis ve apoptoz tayini i¢in Annexin-V testi yapilmistir. Gen diizeyinde etkinin
Ol¢iilmesi icin, Real-Time PCR yontemi ile AKT-1 ve mTOR genlerinin ekspresyon
analizi yapilmistir.

Calisma sonucunda, Annexin-V analizi ile betiilinik asitin bobrek kanseri hiicre hatti
iizerinde apoptotik etkinligi oldugu saptanmistir. Gen ekspresyon analizlerinde doz
artigina bagli olarak mTOR gen anlatimi1 diizeylerinde anlamli bir artig gézlemlenirken,
AKT-1 gen anlatiminda az da olsa bir azalma olsa da istatistiksel olarak anlamli bir
degisim olmadig1 goriilmiistiir. Ayrica betiilinik asitin bobrek kanseri hiicre hattinda
apoptotik etkinligi gdstermesi ve saglikli hiicre hattinda ise toksik etki gdstermemis
olmasi, betiilinik asitin potansiyel bir antikanser ilag olma 6zelligini korudugunu ve
gelecek calismalar i¢cin umut verici oldugunu diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Betiilinik asit, bobrek kanseri, apoptoz, AKT-1, mTOR

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 31565
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ABSTRACT

Atas, M.N. (2019). Investigation of The Effect of Betulinic Acid on Expression of
Apoptosis-Associated Genes In Kidney Cancer Cell Line. Istanbul University, Institute
of Health Science, Aziz Sancar Institute for Exprimental Medicine Research,
Department of Molecular Medicine. Master Thesis. Istanbul.

Kidney cancer is the fourteenth most frequent cancer in the world. With its increasing
incidence in the last few years, the renal cell carcinoma is the most common kidney
cancer type. Apart from the environmental factors, increasing activities of expressions
of genes and/or their pathways make cells become cancerous. AKT-1 and mTOR
promote cell growth, proliferation and survival, participate in cellular homeostasis and
have ability to suppress apoptosis in various ways. Herbal components are being used to
reactivate apoptosis or suppress proliferation in cancer cells.

One of the components is betulinic acid which is a lupane-type pentacyclic triterpenoid
is derived from various plants. It is known that betulinic acid promotes apoptosis in
cancer cells along with no toxic effect in normal cells. This effect makes betulinic acid a
potential anti-cancer drug.

In this study, kidney cancer cell line CAKI-2 and normal cell line MRC-5 are used to
research the apoptotic effect of betulinic acid in gene expression level. In order to
identify the toxic effect of betulinic acid, WST-1 and to detect apoptosis Annexin-V
were conducted. Expression analysis of AKT-1 and mTOR genes were conducted with
Real-Time PCR to measure the effect of betulinic acid in gene level.

As a result of this study, the apoptotic activity of betulinic acid on kidney cancer cell
line was detected with Annexin-V. In gene expression analysis, a significant increase in
mTOR gene expression levels was observed due to dose dependent, a small amount of
decrement was observed in AKT-1 expression levels however the change is not
statistically meaningful. Betulinic acid is a potential anti-cancer drug with its apoptotic
effect on kidney cancer cell line and non-toxic effect on normal cell line and promising
for future studies.

Key Words: betiilinic acid, kidney cancer, apoptosis, AKT-1, mTOR

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 31565
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1. GIRIS VE AMAC

Bobrek kanseri, tiim yetiskin malign tlimorlerin yaklasik %2-3’{inii olusturur [1].
Yetiskinlerde ortaya ¢ikan bobrek kanseri renal parenkim ve renal pelvisten koken alan
malign tlimorlerden olusur [2]. Heterojen bir tiimdr yapisina sahip olmakla birlikte bu
kanserler genellikle bobrek kanserinin en yaygin tiirii olan renal hiicreli karsinoma
olarak ortaya cikar [3]. Renal hiicreli karsinomlar arasinda en sik rastlanan alt tipi
hastalarin %65-70’inde ortaya c¢ikan berrak hiicreli renal karsinomadir [4]. Spesifik
olarak renal hiicreli karsinoma tiirlerinde ortaya ¢ikan genetik degisimlerin ve sigara,
alkol kullanimi, hipertansiyon ve obezite gibi ¢evresel faktdrlerin birlesimi renal hiicreli
karsinoma risklerini arttirmaktadir [2]. Bu faktorlere bagli olarak renal hiicreli
karsinoma insidansinin stirekli olarak artmasi goz Oniinde bulunduruldugunda teshis
sonrasi hastalarin yasam kalitesini ve daha 6nemlisi sagkalim oranini arttirmak i¢in yeni

tedavi segenekleri olusturmak son derece dnemli hale gelmistir.

Son yillarda yeni tedavi secenekleri arayisinda dogal olarak bulunan, bitkilerden
elde edilen bilesiklere olan ilgi artmistir. Cesitli bitkilerin kabuklarindan elde edilen
dogal bir birlesik olan betiilinik asit, triterpenoidler grubunun bir {iyesi olup bir¢ok
biyolojik aktivitesi bulunur [5]. Bu biyolojik aktivitelerden biri ¢esitli kanser tiirlerinde
ortaya ¢ikarilan antikanser aktivitesidir [6]. Betiilinik asidin, mitokondri bagimli yolak
vasitasiyla apoptotik etki gosterdigi [7] bilinmesine ragmen farkli molekiiller ve

yolaklar iizerinde c¢aligilmasi, bilinen etkilerinin gelistirilmesine yardime1 olacaktir.

AKT-1 ve mTOR, normal hiicrelerde bir ¢ok hiicresel siireci diizenleyen ve
kanser hiicrelerinde siklikla hiperaktivasyonu goriilen PI3K/AKT/mTOR yolaginin birer
iiyesidir. Kanser hiicrelerinde hiicre biiyiimesi, proliferasyon, anjiyogenez ve metastazi

diizenledigi bilinmektedir [8].

Bu caligmasinin amaci, betiilinik asidin bobrek kanserinin en yaygin tiirii olan
berrak hiicreli renal karsinomu iizerindeki apoptotik etkinligini ve AKT-1 ve mTOR
genlerdeki etkisini ekspresyon diizeyinde dlgmektir. PI3K/AKT-1/mTOR yolag: renal
karsinoma ve bagka diger kanser tiirlerinde etkinligi bilinen bir yolaktir [9]. Berrak
hiicreli renal karsinoma hiicre hatti1 {izerinde betiilinik asitin apoptotik etkinliginin
Olgiilmesi ve bunun yani sira PI3K/AKT-1/mTOR yolaginin hedeflenmesi kanser

tedavisi i¢in 6nemli bir yaklagim olacaktir.
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2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Bobrek Kanseri

Bobrek kanseri, renal kanser olarak da bilinmekle birlikte birincil olarak
bobrekten kdken alan tiim malign tiimorleri igerir [10]. Bobrek kanseri tek basina bir
hastalik degildir, bir ¢ok farkli molekiiler ve genetik degisikliklere sahip heterojen bir
kanser grubundan olusur. Bu grup ayni zamanda farkli histolojik 6zellik ve klinik tablo
gosterebilir. Bu nedenlerle, uygulanan tedavilere farkli sekillerde cevap verebilme

yetenegine sahip olabilirler [11, 12].

Bobrek kanserinin en yaygin tiiri, tim vakalarin %90’ ninda goriilen ve bobregin
renal tiibiil epiteliyal hiicrelerinde ortaya ¢ikan renal hiicreli karsinoma (RCC; renal cell
carcinoma) dir[3, 13]. Tiim renal hiicreli karsinomlar arasinda ise en sik goriilen alt tip

berrak hiicreli renal hiicreli karsinoma (ccRCC; clear cell renal cell carcinoma) dir [14].

Bobrek kanseri hastalarinda goriilen spesifik belirtiler idrarda kan, agri1, ve renal
kitledir. Ancak hastalarin yaklasik %40°’inda kilo kaybi, karin agrisi, ates gibi sistematik
belirtiler de ortaya c¢ikabilir [3]. Hastaligin spesifik erken tani belirtilerinin
bulunmamast durumunda RCC’ye, ancak hasta yiiksek metastaz seviyesine sahip
oldugunda tan1 konulabilmektedir [10]. Bu nedenle goriintilleme tekniklerinin
gelistirilmesi bobrek kanseri hastalarinin erken teshisi agisindan 6nem teskil eder. Bir
caligmada, higbir belirti gostermeyen 3001 bireyde goriintiileme teknikleri kullanilarak
tetkikler yapilmis ve bireylerin %14’iinde 1cm’den biiyiik kitle tespit edilmistir [15,16].

2.1.1. Bobrek Kanseri Tiirleri

Renal tlimorler, birbirinden farkli histolojik ve molekiiler yapiyr bir arada
bulundurabilmelerinin yami sira farkli morfoloji gosterebilirler. Diinya Saglik Orgiitii
(WHO;World Healty Organization)’niin 2016 yilinda yayinladigi iiriner sistem
timorlerinin siniflandirilmasina gore, bobrek kanserinin en yaygin goriilen tiirli renal
hiicreli karsinoma (RCC)’dir. RCC’nin sitoplazmik ve yapisal Ozelliklerine gore
simiflandirilmasina ek olarak molekiiler degisimlerden kaynaklanmasina ve tiimoriin
yerlesim bolgesine gore siniflandirilan alt tipleri bulunur. Bu alt tipler: Berrak hiicreli

papiller renal hiicreli karsinoma (CPRCC: Clear Cell Papillary Renal Cell Carcinoma),
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Siiksinat dehidrojenaz eksik renal hiicreli karsinoma (Succinate Dehidrogenase-
deficient RCC), Tiibiilokistik RCC, RCC iliskili edinilmis kistik hastaligi (Acquired
cystic disease-associated RCC), Kalitsal leimyomatosis ve RCC sendrom iliskili RCC
(Hereditary leimyomatosis and RCC-associated RCC)’dir. Tiimoriin yerlesim bdlgesine
gore; Collecting duct RCC (Toplayict Kanal RCC) ve Renal medullary RCC (Renal
medulla RCC) olarak smiflandirilir. Bunlar diginda en yaygin goriilen alt tipleri:
sitoplazmik ozelliklerine gore, berrak hiicreli renal karsinoma (ccRCC) ve kromofob
renal hiicreli karsinoma (ChRCC) ve yapisal 6zelligine gore papiller renal hiicreli

karsinoma (PRCC), dir [17]. (Tablo 2-1)

Tablo 2-1: Renal karsinoma alt tipleri [17]

Renal karsinoma yaygin alt tipleri Berrak hiicreli RCC
Papiller RCC
Kromofob RCC

Tlimdriin yerlesim bolgesine gore Toplayici kanal RCC
Renal medulla RCC

Diger renal karsinoma alt tipleri Berrak hiicreli papiller RCC

Siiksinat dehidrogenaz eksikligi RCC

Tiibiiliikistik RCC
Edinilmis kistik hastaligi- iligkili RCC

Kalitsal leimyomatosis RCC

RCC teshisi konulmus yetiskinlerin %65-70’inin RCC’nin bir alt tipi olan berrak
hiicreli renal hiicreli karsinomaya (ccRCC) sahip oldugu tespit edilmistir. ccRCC
belirgin bir vaskiiler ag ile ¢evrelenmis berrak bir sitoplazmaya sahip kiimelenmis
hiicrelerden olusur [13]. Bu hiicreler sitoplazmalarinda yiiksek oranda lipid ve glikojen
biriktirdiginden mikroskobik olarak sari1 renkte goriiniirler. Bu nedenle morfolojik
olarak “berrak hiicre (clear cell)” ismini almiglardir [18]. ccRCC’ler diger alt tiplere
oranla daha agresif bir yapiya sahiptirler. ccRCC hastalarinda cogunlukla
3.kromozomda yer alan Von Hippel-Landau (VHL) geninde delesyon goriiliir [19].
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RCC’nin ikinci en yaygin tiirii papiller renal hiicreli karsinoma (pRCC) olup tiim
RCC’lerin %10-20’sini bu alt tip olusturur. Morfolojik olarak, fibroz bir ps6dokapsiil ile
sinirlandirilmis  neoplastik  hiicrelerle c¢evrelenen, fibrovaskiiler merkeze sahip
birbirinden ayrik papiller yapraklar seklinde goriiliirler [20]. Kendi igerisinde tek
katmanli ve bazofilik sitoplazmaya sahip kiigiik hiicrelerden olusan tip 1 ve digerine
gore daha agresif karakterde olan, eozinofilik sitoplazmaya sahip hiicrelerden olusan tip

2 olmak tizere iki alt tipe ayrilirlar [21].

Kromofob renal hiicreli karsinoma (chRCC) ise en yaygin {i¢iincii alt tip olup,
RCC’lerin yaklasik 9%5-10’unu olusturur. Histolojik olarak, belirgin bir hiicre
membrani, diizensiz bir nukleus ve eozinofilik graniiler hiicreler ile karakterize edilirler
[4]. chRCC, diger RCC alt tiplerine gore daha iyi bir prognoz gosterir ve Birt-Hogg-
Dube sendromu ile iliskili olarak ortaya ¢ikar [22]. (Sekil 2-1)

Sekil 2-1: (A) Berrak hiicreli RCC, (B) papiller RCC ve (C) kromofob RCC [23]

2.1.2. Epidemiyoloji

Bobrek kanseri, tiim diinya genelinde goriilen kanser tiirleri arasinda
onddrdiincii siradadir. Erkeklerde goriilme sikligi agisindan dokuzuncu, kadinlarda ise
ondordiincii kanser tiiriidiir [24]. Bobrek kanserinin goriilme sikliginin her yastan ve her

iki cinsiyet i¢in dagilim haritas1 Sekil: 2-2° de gosterilmistir.
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ASR (World) per 100 000

272
3.4-72
| 1.8-3.4

0.97-1.8 - Not applicable
<0.97 No data

Sekil 2-2: Diinya Saghk Orgiitii (WHO)’niin bébrek kanseri ile ilgili her yastan ve
cinsiyetten genel dagilim haritasi [25]

Belirli bir yas grubu (0-74) icin standardize edilmis verilere (ASR: Age-
standardized rate) gore; tiim diinyada her iki cinsiyet i¢in de her 100.000 bireyden 11,7
goriilme oraniyla Kuzey Amerika birinci sirada yer alirken Bati Avrupa 9,8 ve
Avusturalya 9,2 ile iist siralarda yer alir. Asya’da ise Israil 10,0 ile birinci sirada, Kore

Cumbhuriyeti 8,0 ve Tiirkiye 5,6 ile sirasiyla ikinci ve iiglincii siradadir [26].

2018 y1ili kanser istatistiklerine gore, 403,262 yeni bobrek kanseri vakasi tespit

edilmis ve bunlarin 175,098 ‘i 6liimle sonuglanmistir [27].

2.1.3. Risk Faktorleri

Bobrek kanseri insidansi yillar igerisinde giderek artmaktadir ve bu artigta
bireylerin giinliik yasami, beslenme aligkanliklari, genetik yatkinliklar gibi faktorler
etkili olmaktadir. Sigara kullanimi, obezite ve fiziksel aktivite, alkol kullanimi, diyabet,

hipertansiyon ve ilag kullanimi bobrek kanserinin olusum nedenleri arasindadir.

Sigara kullanimi, bobrek kanseri i¢in en biiyiik risk faktorlerinden biridir. Hig
sigara igmeyen bireylerle kiyaslandiginda, sigara icen bireylerin %52°si RCC olusum
riskine sahiptir[28]. Giinliik sigara kullanim miktarma bagli olarak bu oran artig
gostermektedir. Erkeklerde bobrek kanseri hiicrelerinin yaklasik %?24-32°si  ve
kadinlarda yaklagik %9-16’s1 sigara kullanimindan kaynaklanmaktadir [29]. Yapilan bir

calismada, kontrol grubu ile kiyaslandiginda RCC hastalarmin periferal kan
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lenfositlerinde tiitiin {iriinlerinde bol miktarda bulunan ve kuvvetli bir kanserojen olan
N-nitrozamin maddesinin indiikledigi DNA hasar1 seviyesinin daha yiiksek oldugu

bulunmustur [2, 30].

Obezite ve fazla kilonun bdbrek kanseri riskini arttirdigi bilinmektedir. Bu
dogrultuda, viicut kitle indeksinin (BMI: Body Mass Index) 30 kg/m? ‘den fazla olmasi
ve BMI'nin her 5kg/m? artig1 bobrek kanseri riskinin %20-35 oraninda artmasina neden
olmaktadir [31]. Obez bir bireyde RCC gelisimini etkileyebilicek cesitli mekanizmalar
oldugu disiiniilmektedir. Bunlar kronik doku hipoksisi, insiilin direnci, adipokin

iiretimi, lipid peroksidasyonu ve oksidatif stres olarak siralanabilir [2].

Bir ¢ok calisma hipertansiyonun RCC igin 6nemli bir risk faktorii oldugunu
gostermektedir[32, 33]. Hipertansiyon ile birlikte goriilen kronik renal hipoksinin,
hipoksi indiiklenebilir faktor (HIF: Hypoxia Inducable Factor) olarak bilinen bir
transkripsiyon faktorii ile birlikte kanser hiicrelerinin proliferasyonunu ve
anjiyogenezini indiikledigine iliskin kanitlar vardir. Ayrica, yliksek kan basmcinin

kontrol altina alinmasiyla RCC riskinin de azaldigi goriilmiistiir [34].

Diyabet, obezite ve hipertansiyon ile iliskili bir risk faktoriidiir. Yapilan bir
calismada, 95’1 diyabetli 301 RCC hastasindan, diyabetli olanlarmn %351’inde ve
diyabetli olmayanlarin ise %35’inde tiimoér boyutunun 7cm’den biiylik oldugu
goriilmiistiir. Bu bulgular, diyabetin RCC gelisiminde 6nemli bir faktér oldugunu

gostermektedir [35].

2.1.4. Bobrek Kanserinde Genetik Degisimler
Bir ¢ok kanser tiirliniin gelisiminde tlimor baskilayict genlerin mutasyonunun,
onkogenlerin aktivasyonunun ve DNA’da meydana gelen diger bir takim yapisal ve

islevsel anormalliklerin etkili oldugu bilinmektedir.

Bobrek kanseri gelisimi ailesel, herediter (kalitsal) ya da sporadik (¢evresel veya
yasa bagli) olabilmektedir. Aile bireylerinde bobrek kanserinin siklikla goriilmesi
ailesel yatkinlik kategorisinde siniflandirilir. ilerleyen yaslarda ve risk faktérlerinin
etkisi altinda goriilen bobrek kanseri tipi sporadiktir. Kalitsal bobrek kanseri
sendromlar1 ise genellikle spesifik bir gen mutasyonu ve spesifik bir bobrek karsinomu

ile iligkilidir ve tim bobrek kanseri vakalarinin %5-8’ini olusturur. Kalitsal renal
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karsinomlarin ¢ogu otozomal dominattir ve sporadik tiimdrlere gore daha erken yaslarda

olusur [36].

Tablo 2-2: Kalitsal bobrek kanseri sendromlari ve iligkili oldugu genler [36]

Kalitsal Bobrek Kanseri Sendromlari Mliskili Oldugu Genler
Von Hippel-Landau VHL

Hereditary papillary RCC MET

Birt-Hogg-Dube FLCN

Hereditary leiomyomatosis and RCC FH

Tuberous sclerosis complex TSC1, TSC2

Von Hippel-Lindau sendromu, merkezi sinir sistemi, retinal hemanjiyoblastoma,
pankreatik noroendokrin tiimérler ve ccRCC’nin de dahil oldugu bir ¢ok kanser tiirii ile
iligkili olan herediter, otozomal dominant, neoplastik bir hastaliktir [37]. Bu hastalik
3.kromozomda (3p25.3) lokalize VHL geninin timdr baskilayici fonksiyonunu
kaybetmesiyle meydana gelir [37]. ccRCC’de kalitsal olarak VHL sendromuna sahip
hastalar VHL geninin inaktive edilmis tek kopyalarmi alirlar. Bu tip olusumda
timorogenez icin tek vuruslu model gosterir. Sporadik ccRCC’de ise VHL
inaktivasyonu, VHL nin iki aktif kopyasinin da degistigi tiimdrogenez i¢in ¢ift vurus

modeli gegerlidir [38, 39].

VHL tiimor baskilayic1 geni iiriinii olan VHL proteini (pVHL), hipoksi
indiiklenebilir faktér (HIF)’lin o alt biriminin (HIF-a), oksijen bagimli ubikitin aracili
proteolitik degredasyonu i¢in 6nemli olan, E3 ubikitin ligaz kompleksinin dnemli bir
bilesenidir. pVHL’nin f-domaini dogrudan HIF’e baglanir ve pVHL-E3 ubikitin ligaz
kompleksi sayesinde HIF, oksijen ve demir igeren hiicrelerde hizlica degrade olur.
VHL genindeki bir fonksiyon kayb1 HIF’in stabilizasyonuna ve bu yiizden yiiksek HIF
seviyelerinin tetikledigi, bir takim metastatik siireclere katki sagladigi bilinen VEGF,
PDGF ve TGF- a gibi hedeflerin transkripsiyonunda artisa neden olur [38, 40].

Herediter papiller RCC, tip 1 papiller RCC olarak da bilinmekle birlikte,

kromozom 7q31 de lokalize MET proto-onkogeninin mutasyonu sonucu ortaya ¢ikan ve
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nadir goriilen (10 milyonda 1) bir sendromdur [36, 41]. MET proto-onkogeni, bir
reseptOr tirozin kinaz olan MET proteinini kodlar. MET, hepatosit biiylime faktorii
(HGF: Hepatocyte Growth Factor) tarafindan aktive edilir ve MET-HGF sinyali, hiicre
proliferasyonu, epitelyal mezensimal gec¢is (EMT: Epithelial Mesenchymal Transition)
ve bir cok dokuda hiicre gociinlin diizenlenmesi ve farklilagsmasinda 6nemlidir. MET
proto-onkogenindeki bir mutasyon, MET proteininin, HGF tarafindan uyartya gerek
duymaksizin ligand bagimsiz tirozin kinaz fonksiyonunu gdstermesine neden olur ve bu

durum hiicre transformasyonuna ve tiimdr olusumuna neden olur [42, 43].

Kalitsal otozomal dominant bir hastalik olan Birt-Hogg-Dube (BHD) sendromu,
kil folikiili tiimoriintin  (fibrofollikiiloma), multipl akciger kistlerinin ve bdbrek
tiimorlerinin olusumu ile karakterizedir[44]. Kromozom 17p11.2°de lokalize follikiilin
(FLCN) tiimdr baskilayici geninin kromozomal kaybi ve ya mutasyonu ile bdbrek
kanserlerinde goriilen BHD ortaya ¢ikar. FLCN, fonksiyonel olarak FNIP1 VE FNIP2
proteinleri ile birlikte protein sentezi ve hiicre biiylimesinin ana kontrol merkezi olan
mTOR (Mechanistic Target of Rapamycin)’un negatif diizenleyicisi olan AMPK (AMP-
activated protein kinase) ile etkilesime girer. Yapilan bir ¢alismada bir fare modelinde
FLCN’nin bobrek hedefli inaktivasyonunun, AKT/mTOR yolagim aktiflestirdigi
goriilmiistiir [45, 46].

Herediter leimyomatosis RCC (HLRCC), kromozom 1q43°de lokalize Fumarat
hidrataz (FH) genindeki germline mutasyonu sonucu ortaya ¢ikar. Tip 2 papiller RCC
olarak da bilinir ve genellikle multiple kutanoz ve kadinlarda uterin leiomyomlar ve
RCC olusumu ile karakterizedir [47]. FH geni bir tumdr baskilayici gen olup, Krebs
siklusunda fumarati malata doniistiiren enzim olan fumaraz enzimini kodlar. Normal
sartlarda HIF, kendisinin ubikitin aracili tahribatina neden olan HIF prolil-hidroksilaz
tarafindan hidroksile edilir. Fumaraz eksikligi goriilen hiicrelerde biriken fumarat, HIF
prolil-hidroksilaz1 inhibe eder ve bu durum HIF seviyelerinin yiikselmesine neden olur

[48].

Tuberous sclerosis complex (TSC), kromozom 9p34°te bulunan TSCl1
(Tuberous Sclerosis Complex 1) ve 16p13.3°’de bulunan TSC2 (Tuberous Sclerosis
Complex 2) tiimoér baskilayict genlerinin inaktivasyonu sonucu deride, beyinde,
akcigerlerde ve bobreklerde tiimor benzeri lezyonlar seklinde ortaya ¢ikan bir hastaliktir

[49]. TSC1 ve TSC2 genleri sirastyla hamartin ve tuberin proteinlerini kodlar. Bu iki
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protein timor baskilayict aktivitesi gostererek mTOR sinyal yolagmin inhibisyonuna
neden olur. TSC1 ve TSC2’nin inaktivasyonu mTOR sinyal yolaginin iki fonksiyonel
kompleksinden biri olan mTORC1 (Mechanistic Target of Rapamycin Complex 1)’in
aktivasyonuna yol acar. Bu durum hiicrelerde protein translasyonu, hiicre biiytimesini

arttirarak tiimorigeneze yol acar [50, 51].

2.2. Kanser ve Apoptoz liskisi

Organizmalarda, doku ve organ homeostazinin siirdiiriilebilmesi i¢in hiicre
oliimii ve proliferasyonu arasinda bir denge olmasi gerekir. Bu denge, hiicresel boyutta
hiicre oliim sinyalleri ve biliylime sinyalleri arasinda saglanan denge ile korunur.
Biiyiime ve 6liim arasindaki dengenin bozulmasi, AIDS gibi immiin hiicrelerin anormal
erken Olimi ve ndrodejeneretif hastaliklardan Alzheimer hastalifinda oldugu gibi
hiicre oliimiindeki artis ile veya anormal hiicre proliferasyonu sonucu olusan kanser

gibi hastaliklar seklinde ortaya ¢ikar [52, 53].

Yasamin devami icin transforme olmamis hiicrelerin dogasi geregi belirli
kosullar altinda bdliinerek yavru hiicreler olusturmalari gerekir. Bu durum hiicre
proliferasyonu olarak adlandilir ve hiicre dongiisii adi1 verilen kontrollii bir mekanizma
ile gerceklestirilir. Hiicre dongiisii, hiicre igeriginin bir dizi reaksiyon sonucu iki katina
cikmasi ve sonunda boliinerek iki es hiicrenin olugsmasini kapsayan bir siirectir. Bu
siire¢ siki bir sekilde denetlenen dort fazdan olusur [54]. G1 faz1 hazirlik fazi olarak
bilinir ve hiicre metabolizma hizini arttirir, gerekli proteinleri sentezler ve DNA sentezi
icin hazirlik yapar. S faz1 sentez fazidir ve bu fazda DNA replikasyonu gerceklestirilir,
G2 fazinda hiicre RNA ve protein sentezleyemeye devam eder ve bu fazin sonunda
mitoza hazir hale gelir. M fazi, hiicrenin mitoz béliinmeye girdigi fazdir, kromozomlar
birbirinden ayrilir, sitoplazma boliinmesi gergeklesir ve sonunda iki es hiicre olusur[55,
56]. Bu fazlara ek olarak, hiicreler herhangi bir boliinme uyarisi almadiklar1 siirece

dinlenme fazi olarak bilinen GO fazinda beklerler.

Siklus siiresinde bir fazdan digerine geciste hiicreler belirli fazlarda bulunan
kontrol noklarinda kontrol edilerek diger faza gecis yapip yapamayacagina karar verilir.
Hiicre siklusunun kontrolii temel olarak siklin bagimli kinazlar (CDK’s: Cyclin-
Dependent Kinases) tarafindan gerceklestirilir. CDK’lar birer serin-treonin protein
kinazlar olup hedefledikleri substratlar1 fosforilleyerek bir fazdan digerine gecisi

saglarlar. CDK’lar siklinler adi verilen diizenleyici alt birimler ile kompleks
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olusturarak aktif hale gegerler. Siklin D/CDK4-6 ve siklin E/ CDK2 kompleksleri G1
fazinda ilerlemeyi saglarlar. Siklin A/CDK2 kompleksi S ve G2 fazlarinda ilerlemeyi
saglarken siklin B/ CDK1 kompleksi ise mitoza ilerlemeyi saglar [57, 58].

Hiicreler sinirlama noktasi (restriction point) veya R noktasi denilen kontrol
noktasinda GO fazinda kalmanin veya geri doniisiimsiiz olarak S fazina ilerlemenin
kararimi verirler. Bu noktada, DNA hasar1 kontrol edilir ve DNA’nin hatasiz bir sekilde
replike olmasina olanak saglanir. Dig mitojenik uyarilar, Ras GTPaz gibi sinyal iletim
yollarini aktive eder. Ras aktivasyonu, transkripsiyon faktorleri ile siklin D’yi kodlayan
genlerin ekspresyonlarin arttirir. Siklin D, CDK4 veya CDKG6 ile kompleks olusturur ve
bu durum retinoblastoma proteinini (Rb) fosforile edecek olan CDK4 veya CDK6’y1
aktiflestirir. E2F olarak bilinen ve DNA’ya dogrudan baglanan transkripsiyon faktorti,
DNA replikasyonu ve S fazinin devamliligr i¢in gerekli olan genlerin ekspresyonunu
kontrol eder. Rb bir tiimor baskilayict proteindir ve E2F’ye baglandiginda E2F’nin gen
hedeflerinin transkripsiyonlarini baskilar. Rb’nin siklin D/CDK4 veya CDK6 kompleksi
tarafindan fosforillenmesi ile E2F serbest kalir. Aktiflesen E2F, daha sonra CDK2’ye
baglanip Rb’yi fosforilleyecek olan siklin E’nin transkripsiyonunu arttirir. Boylece

hiicre G1 fazindan S fazina ilerler [S9—61].

p53, DNA hasari, onkogen aktivasyonu ve bir ¢ok hiicresel stres etkeni ile
yiiksek oranda aktive olan ve tiimdr baskilayici fonksiyonu bulunan bir transkripsiyon
faktoriidir. DNA’da herhangi bir hasar meydana geldiginde p53, p21’in promotor
bolgesine baglanarak transkripsiyonunu arttirir. Yiiksek oranda eksprese olan p21, siklin
E/CDK-2 veya CDK6 kompleksine baglanarak hiicre siklusunu G1 fazinda durdurur.
p21’in bu inhibisyonu Rb’nin fosforilasyonunu engelleyecegi icin DNA replikasyonu ve

S fazina ilerlemede etkin rol oynayan E2F’ye bagli durumda kalmasina neden olur [62].

Doku diizeyinde hiicre olimii ve proliferasyonu arasindaki denge apoptoz
denilen enerji bagimli biyokimyasal bir mekanizma olan programli hiicre 6limi ile
saglanir. Apoptoz; biiyiime, gelisme veya hiicrenin yasami sirasinda olusan DNA hasar1
ve herhangi bir zararli ajan etkisiyle hasar goérmiis hiicrelerde, cesitli mekanizma ve
yolaklar ile meydana gelen normal bir siirectir [63]. Bu slirecte hiicresel boyutta bir
takim morfolojik ve biyokimyasal degisimler ortaya ¢ikar. Apoptoz sirasinda hiicrelerde
morfolojik olarak; nukleusta kromatin yogunlagsmasi, niiklear fragmentasyon, hiicre

hacimin azalmasi, ve hiicre membraninda bleb olusumu gibi degisimler meydana gelir.
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Biyokimyasal degisimler ise, protein degredasyonu veya modifikasyonu, DNA ve
kromatin bozunmasi1 seklinde gerceklesir. Bu degisimler bir takim molekiiler
mekanizmalar sayesinde olusur ve apopototik siire¢ sona erene kadar devam eder [64,

65].

Apoptoz mekanizmasinda, intrinsik (i¢sel) ve ekstrinsik (digsal) adi verilen iki
onemli molekiiler yolak etkilidir. Intrinsik yolak, mitokondriyal yolak olarak bilinir ve
hiicre icerisinde meydana gelen DNA hasar1 veya hiicresel strese cevap olarak aktive
olurken, ekstrinsik yolak ise Oliim ligandlarinin hiicre membraninda bulunan o6liim
reseptorlerine baglanmasi sonucu aktive olur (Sekil2-3). Bu yolaklar aktive olabilmeleri
icin birbirlerinden farkli hiicresel uyaranlara ihtiya¢ duysa da her iki yolak da sonunda

kaspazlarin aktivasyonu ile sonuglanir [66].

[ intrinsik Yolak ] [ Ekstrinsik Yolak ]

@ Ligand (6rn.TRAIL)
Q7 Olim reseptori{orn.DRS)

BB AARRIY

Hlcresel stres
(Oksidatif stres, iskemi)

Prokaspaz 8

Kaspaz 8

() Prokaspaz 3

0
:- ‘:>g :> Kaspaz 3

Kaspaz 9

Apoptozom

Sekil 2-3: Apoptoz mekanizmasinda intrinsik ve ekstrinsik yolaklar[67]
Programli hiicre dliimiinde, bir ¢ok mekanizma etkin olsa da temelde kaspazlar
(Caspase: Cycteinyl, aspartate-specific protease) olarak bilinen proteazlar tarafindan
gergeklestirilir. Bu proteazlarin hedefleri, hiicre i¢in hayati 6nem teskil eden proteinler,

kinazlar, hiicre iskeleti proteinleri ve transkripsiyon faktorleri olabilir. Kaspazlar, bu
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substratlarin1 spesifik aspartat kalintilarindan parcgalayarak fonksiyon gdosterirler [66],
[68]. Kaspazlar fonksiyonel olarak baslatict kaspazlar (kaspaz 2,8,9 ve 10) ve efektor
kaspazlar (kaspaz 3,6 ve 7) olmak tizere iki gruba ayrilirlar. Baslatic1 kaspazlar, islevsel
bir rol oynayan 90 aminoasitten fazla N-terminal prodomain kismi igerirken, efektor
kaspazlar, prodomain kisimlarinda 20-30 aminoasit kalintist bulundurur [69]. Tim
kaspazlar hiicre i¢inde inaktif zimojenler olarak sentezlenir ve aktive olabilmeleri igin

proteolitik yikima ugramalari gerekir [70].

Kaspaz-9 ve kaspaz-3’iin etkili oldugu intrinsik yolak, mitokondri aracili bir
yolaktir ve DNA hasari, oksidatif stres, hipoksi, kemoterapdtik ilaglar etkisiyle aktive
olur[71]. Mitokondri membranlar arasi1 boslukta hiicre 6liimiinii tetikleyen, Sitokrom C,
apoptoz indiikleyici faktor (AIF), Omi/HtrA2, Endoniikleaz G ve Smac/DIABLO
(Second Mitochondrial Activator of Caspases / Direct IAP-binding Protein with Low
PI), gibi proteinler bulunur [72]. Herhangi bir apoptotik uyari, dis mitokondri
membranin  permeabilizasyonuna  (MOMP:  mitokondrial outer membrane
permeabilization) ve mitokondriyal permeabilite transisyon porlarinin (MPTP)
acillmasma neden olur ve bdylece membranlar arasindaki boslukta bulunan pro-
apoptotik proteinler ve Sitokrom C sitozole salinir. Sitozole salinan sitokrom C, Apaf-1
(apoptotic protease-activating factor-1), dATP, Sitokrom C ve pro-kaspaz 9’dan olusan
apoptozom kompleksinin olusumunu indiikler. Bu kompleksin olusumu, pro-kaspaz 9’u
aktive ederek kaspaz 9’a doniistiiriir. Aktive olan kaspaz 9, efektdr kaspazlar olan
kaspaz 3 ve 7 yi aktive eder. Kaspazlarin ve Sitokrom C’nin aktivitesini diizenleyen
apoptoz inhibitdr protein (IAP) adi verilen protein ailesi, aktive olmus kaspazlara
baglanarak inaktive ederler. IAP’mn aktivitesi ise mitokondriyal proteinler olan

Smac/DIABLO ve Omi/HtrA2 tarafindan diizenlenir [73].

Intrinsik apoptoz yolagi BCL-2 (B-cell lymphoma-2) ad1 verilen, pro-apoptotik
ve anti-apoptotik fonksiyonlar1 bulunan protein ailesi tarafindan diizenlenir. Bu protein
ailesi ii¢ alt gruba ayrilir. Anti-apoptotik birinci grup BCL-2, BCL-xL, MCL-1, Al,
BCL-B ve BCL-w proteinlerini igerir. Bu proteinler dort BCL-2 homoloji domaini
(BH1, BH2, BH3 ve BH4) igerirler. Pro-apoptotik ikinci grup BAX, BAK ve BOK
proteinlerini igerir ve BH4 domaini bulunmaz. Pro-apoptotik {igiincii grup sadece BH3
domainini igerir ve BIK, HRK, BIM, BAD, BID, PUMA, NOXA ve BMF
proteinlerinden olusur [74]. Anti-apoptotik BCL-2 proteinleri, pro-apoptotik BCL-2
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proteinlerinden BAX ve BAK’1 inhibe ederek apoptozu baskilar. Anti-apoptotik
proteinlerin aktivitesi ise sadece BH3 domaini igeren pro-apoptotik proteinler tarafindan
baskilanir. Apoptotik uyaran geldiginde sadece BH3 domaini igeren proteinlerden BAX
ve BAK’1n aktivasyonuna yol agar. BAX ve BAK aktive olduktan sonra dis mitokondri
membraninin permeabilizasyonuna (MOMP) yol acar. BAX, bir tiimor baskilayici gen

olan p53 tarafindan diizenlenir [75].

Hiicresel stresin akitflestirdigi p53, apoptozda BCL-2 ailesi proteinlerinin
aktivasyonu veya inhibisyonu ile MOMP’a yol agarak islev goriir. p53, niikleusa
hareket ederek pro-apoptotik proteinler olan PUMA, BAX, BAK, NOXA ve BID gibi
proteinlerin transkripsiyonunu diizenler. BID ve BIM dogrudan etkilesim ile BAX ve
BAK’in oligomerizasyonunu saglar. BAD, dogrudan BCL-xL-BID kompleksine
baglanarak BAX’1 aktive edecek olan BID’in serbest kalmasini saglar. Buna ek olarak
p53, BAX ve BAK’1n heterodimer kompleks olusturup aktiflesmesini engelleyen BCL-
2 ve BCL-xL’1 inhibe eder. Boylece BAX ve BAK, dis mitokondri membraninda,
apopototik baslaticilarin sitozole salinmasini saglayan porlarin olusumunu saglar (Sekil

2-4)[76, 77].
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Sekil 2-4: Apoptozda mitokondri bagimh intrinsik yolak mekanizmasi [78]
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Apoptoz mekanizmasinda etkin diger bir yolak ise ekstrinsik yolaktir. Bu
yolakta, hiicre membraninda bulunan bir 6liim reseptorii (DR: Death Receptor) ve bu
reseptore baglanip apoptoz mekanizmasini baglatacak olan 6liim ligandlar islev goriir.
Ekstrinsik yolakta gorev alan 6lim reseptorleri Tiimor Nekroz Faktorii (TNF: Tumor
Necrosis Factor) reseptorii geni siiper ailesi iiyeleridir. Bu reseptorler; TNFR1(Tumor
Necrosis Factor Receptor type 1), FasR (Fas Receptor) ve TRAIL-R1/2 (DR4, DRY)
(TNF Related Apoptosis Inducing Ligand Receptor 1/2) ‘dir. Bu reseptorlere baglanan
spesifik ligandlari ise sirasiyla : TNFa (Tumor Necrosis Factor o) , FasL (Fas Ligand)
ve TRAIL (TNF Related Apoptosis Inducing Ligand)’dir. Oliim reseptdrleri benzer
ekstraselliiler domain, 6lim domaini (DD: death domain) ve 6lim efektér domaini

(DED: death effector domain) adi verilen sitoplazmik domain igerirler [79, 80].

Oliim ligandlari DR’lere baglandiklarinda dogrudan kaspaz aktivasyonunu
baslatarak apoptozu indiiklerler. FasL, TRAIL veya TNFR ligandlar1 baglandiginda
bunlarin sitozolik DD molekiilleri FADD ve TRADD, pro-kaspaz 8’e baglanarak 6lim
indiikleyici sinyal kompleksi (DISC: Death Inducing Signaling Complex) adi verilen
kompleksi olusturur. Pro-kaspaz 8, bu baglanmanin ardindan proteolitik kesime
ugrayarak aktif hali olan kaspaz 8’ e doniisiir. Kaspaz 8’ ya dogrudan kaspaz 3 ve 7’yi
aktiflestirir yada BID’in proteolitik olarak ayrilmasini saglayarak BAX ve BAK’m
aktiflesmesini saglar. BAX ve BAK mitokondriden Sitokrom C salinmasina neden
olarak kaspaz 9’u aktiflestirir ve bu da yine kaspaz 3 ve 7’nin aktivasyonu ile
sonuglanir. Aktiflesmis kaspaz 3, normal sartlarda CAD inhibitérii (ICAD: Inhibitor of
Caspase Activated DNase) tarafindan inaktif halde bulunan ve kaspaz aktive edici DNaz
(CAD: Caspase Activated DNase) ad1 verilen molekiilii aktive ederek DNA sarmalinda
fragmentasyona neden olur [81, 82] (Sekil 2-5).
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Sekil 2-5: Apoptoz mekanizmasinda mitokondriyal ve 6liim reseptorii yolag: [83]

Hiicre olimii ve proliferasyonu arasindaki dengenin, hiicre siklusunu ve
apoptozu kontrol eden genlerde meydana gelen bir takim mutasyonlar etkisiyle
proliferasyon yoniinde degismesi kanser adi verilen kontrolsiiz proliferasyon ile
karakterize, diinya popiilasyonunda yaygin goriilen bir hastali§a neden olur. Kanser, son
yillarda goriilme siklig1 giderek artan ve Oliimlerle sonuglanan bir hastaliktir. Bu
dogrultuda, 2018 yil1 istatistiklerine gore, tlim diinyada 18,1 milyon yeni kanser vakasi

tespit edilmis ve bunlarin 9,6 milyonu 6liimle sonu¢lanmistir [27].

Normal bir hiicre i¢in, malign hiicreye transforme olurken ge¢irdigi genetik
degisimler ile birlikte apoptozdan kacabilme 6zelligi kazanmasi énemli degisimlerden
biridir. Apoptozdan kacis esnasinda, mitokondri yolagidaki pro-apoptotik ve anti-
apoptotik proteinlerin birbirleriyle olan normal dengelerinin bozulmasi, kaspazlarin
aktivasyonlarindaki bozukluk veya azalma, oliim reseptorlerinde veya devaminda

siiregelen sinyallesmedeki bozukluk gibi durumlar ortaya ¢ikabilir [64].

Kanser hiicreleri, hiicresel stresin indiikledigi apoptozdan kacabilmek icin anti-
apoptotik BCL-2 proteinlerinin ekspresyonlarint arttirir.  Anti-apoptotik BCL-2
proteinlerindeki ekspresyon artisi mitokondri membaraninda MOMP’nu engeleyerek

apoptozu baskilar. Yine anti-apoptotik proteinlerden olan MCL-1 normal hiicrelerde
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sitokin ve biiyiime faktorleri ile indiiklenirken hiicresel stres ve DNA hasar ile
baskilanir. Kanser hiicrelerinde, fosfotidilinositol 3 kinaz (PI3K) /AKT yolaginin
siklikla goriilen asir1 aktivasyonu MCL-1 proteininin ekspresyonunu tesvik eder. MCL-
I’in translasyonel olarak tesvik edilmesinde PI3K/AKT sinyalinin akis asagi
(downstream) hedefi olan mTORC1’in yardim ile gergeklestigi diisiiniilmektedir [84,
85].

Apoptoz ve hiicre siklusunun kontroliinde ©6nemli rolleri olan p53, insan
kanserlerinde siklikla mutasyonu goriilen bir transkripsiyon faktoriidiir. Bu
mutasyonlar; p53’iin tiimor baskilayici fonksiyonunu tamamen kaybetmesi, mutant
p53’iin yabani tip p53 proteinlerine baskin gelip tiimor baskilayici fonksiyonunu yok
etmesi ve mutant p53’iin baskin bir onkogenik rol oynamas1 seklinde ortaya cikabilir

[86].

Xu ve ark. akciger adenokarsinoma hiicre hatt1 lizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada,
farkli hiicre tiplerinde apoptozu tesvik ettigi bilinen programli hiicre 6liimii proteini 5
(PcdpS: The Programmed Cell Death Protein 5)’in ekspresyonunun arttirilmasi, kaspaz-
3 ve kaspaz-9’u aktive ettigi ve dolayistyla BCL-2’nin ekspresyonunu baskilayip BAX
proteininin ekspresyonunu artirarak intinsik apoptoz yolagini indiikledigi gézlenmistir

[87].

Fang ve ark. oral skuamoz hiicreli karsinoma hastalarinda ve hiicre hattinda
yaptiklar1 Fas ve FasL ekspresyonu ile ilgili bir calismada, normal oral epitelyum
dokularinda genis bir Fas ekspresyonu goriiliirken oral skuamoz hiicreli karsinomada
Fas ekspresyonunun biiyiik oranda azaldigi goriilmiistiir. Buna karsilik oral skuamoz
hiicreli  karsinoma hastalarinin biiyiik ¢ogunlugunda kontrol grubuna kiyasla FasL

ekspresyonu goriilmiistiir [88].

2.2.1. AKT Geni
AKT, protein kinaz B (PKB) olarak bilinir ve metabolizma, translasyon, hiicre

proliferasyonu, sagkalim ve anjiyogenez gibi hiicresel siireclerde rol alir. AKT-1

(PKBa), AKT-2 (PKBp) ve AKT-3(PKBy) olmak iizere ii¢ izorformu bulunur. Her bir

izoformda, pleckstrin homoloji (PH) domaini, merkezi kinaz domaini ve karboksil

terminal regiilator bolge olmak tizere benzer domain yapilart bulunur [89].
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Fosfotidilinositol 3 kinaz (PI3K) sinyal yolunun akis asagi Onemli
molekiillerinden biridir. Bliylime faktorleri veya sitokinler tarafindan aktive edilen
PI3K, hiicrede lipid ikincil haberciler olan fosfotidilinositol 3,4 bifosfat (PIP.) ve
fosfotidilinositol 3,4,5 trifosfat (PIP3) iiretimini arttirir. Bu fosfotidilinositol formlari,
AKT ve PDK1 (3-fosfotidilinositol-dependent kinase) gibi PH domaini i¢eren proteinler
icin baglanma bdlgeleri olustururlar [90]. AKT normalde inaktif durumda bulunurken
tamamen aktive olabilmesi i¢in Serin473 (S473) ve Treonin308 (T308) kalintilarindan
fosforillenmesi gerekir. Bu aktivasyon ayrica AKT2’de S474 ve T309 veya AKT3’te
S372 ve T305 kalintilarindan da gergeklesebilir. PIP2 ve PIP3’iin membran bdlgesinde
AKT ve PDK1’in PH domainleri arasindaki etkilesim PDK1’in, AKT-1’1 T308
kalintisindan fosforilleyerek AKT’nin aktivasyonuna neden olan konformasyonel
degisimine yol agar. mTOR’un fonksiyonel komplekslerinden biri olan mTORC2 ise
AKT’yi S473’ten fosforilleyerek tamamen aktive olmasini saglar [91].

AKT hiicre igerisinde bir ¢ok goreve sahiptir. Bu gorevini ¢esitli proteinleri
fosforilleyerek veya transkripsiyonlarini negatif yonde etkileyerek gerceklestirir. Bu
dogrultuda, sadece BH3 domaini igeren proteinleri negatif yonde diizenleyerek pro-
apoptotik aktivitelerini baskilar. Gen hedefleri sadece BH3 domaini igeren proteinler
olan FOXO (Forkhead family of transcirption factors) proteinlerini fosforilleyerek pro-
apoptotik proteinlerin aktivitesini baskilar. Buna ek olarak, MDM2 proteinini
fosforilleyerek p53 aktivitesini baskilar ve bdylece hiicre apoptozunu bloke eder. Ayrica
AKT, mTOR yolag ile hiicre biiylimesini kontrol eder. AKT, mTORCI1 kompleksinin
inhibitérler olan TSC2 tiimor baskilayict proteini ve PRAS40 proteinlerini
fosforilleyerek inaktive eder ve mTORCI kompleksinin aktivasyonuna izin verir.
Hiicreproliferasyonunu tesvik etmek i¢in hiicre dongiisiinii inhibe eden p27 ve siklin

bagimli kinaz inhibitorii p21°1 fosforilleyerek baskilar [8, 92, 93]. (Sekil 2-6)



31

insiilin
Blylime Faktoru

1 B )
5 S s PP3 | PP3 ——p PIG4P2 ——>  PIQP
D\ —p — H|p-1/ INPP4B
P
L Akt1I2!3l PDK1 Akl11213
" 2 N
p27 .J_ GSK3p
J FOXO1" MDM2 gax mTORC1 =3 S6K
p53 Hicre Biylmesi
Proliferasyon l Translasyon
A 4
e Hiicre Siklusu Regilasyonu

Glikoz Metabolizmasi

Sekil 2-6: AKT yolaginin diizenledigi mekanizmalar [94]

AKT; AKT-1, AKT-2 ve AKT-3 olmak {izere 3 izoform seklinde eksprese edilir
ve sirastyla hiicre biiyiimesinin kontrolii, glikoz homeostazi ve noéronal gelisimde rol
alirlar. AKT-1 protein kinaz Ba (PKBa) olarak adlandirilir ve hiicre biiyiimesi,
proliferasyonu, sagkaliminda gorevlidir. Kromozomal lokasyonu 14q32.33 olarak

belirlenmistir ve Sekil 2-7°de gosterilmistir [95]
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Sekil 2-7: AKT-1 geni kromozomal lokasyonu [95]

PDK1 ve mTORC2’nin AKT’yi aktive etmek i¢in fosforilledigi T308 ve S474
kalintilar1 AKT-1 izoformuna aittir [96]. Diger izoformlara kiyasla AKT-1’in kanser
hiicrelerindeki hiperaktivasyonu daha sik goriiliir. Yumurtalik ve meme kanserlerinin
yaklasik %40’1inda ve prostat kanserlerinin %50’sinde AKT-1’in agir1 aktivasyonu
gozlenmistir [97].

AKT, PI3K sinyallemesinin akis asagi onemli diizenleyicilerinden biridir ve

aktive oldugunda hiicrede bir ¢ok siireci yonetir. Bu siiregler, hiicre proliferasyonundan
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metabolizmaya kadar bir ¢ok alani kapsar ve dolayisiyla bu yolaktaki herhangi bir
aksaklik kanser hiicresi proliferasyonuna neden olabilir. Bu aksakliklar, AKT’nin
fosforillenmesinin kontroliinde ortaya ¢ikan sorunlar sonucu asir1 aktive olan AKT nin
apoptozu baskilayip hiicre proliferasyonunu tesvik etmesi seklinde veya PI3K
sinyallemesini kontrol eden tiimor baskilayicilarda meydana gelen fonksiyon kaybi

seklinde ortaya ¢ikabilir [98].

PI3K sinyalinin negatif diizenleyicisi PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog)
timor baskilayic1 geni, PI3K/AKT sinyalini bloke ederek p21’in hiicre dongiisii
inhibisyonu fonksiyonunu arttirir. Bu durumda, PTEN’de meydana gelen fonksiyon
kaybu ile birlikte Erb-B2 reseptor tirozin kinaz amplifikasyonu, EGFR/PI3K mutasyonu,
AKT’nin mutasyonu veya amplifikasyonu tiimdr hiicrelerinde AKT sinyalini arttiran

etkenlerdir [97].

Fang ve ark. 431 gastrik adenokarsinomlu hastalarda yaptiklar1 bir ¢alismada
PI3K/AKT yolagi mutasyonlar1 arastirilmis ve hastalarin %16’sinda bu yolakla ilgili
mutasyonlar goriilmiistiir. Mutasyon oranlar1 %4 PTEN, %1,62 AKT-1, %0,46 AKT-2
ve %0,23 AKT-3 seklinde belirlenmistir [99].

Dobashi ve ark. malign kemik ve yumusak doku tiimdrlerinde 65’1 malign 77
timor  olgusunda AKT-1 ve AKT-2 ekspresyon analizi  yapmuslardir.
Immunohistokimyasal analizler sonucunda olgularin % 67,5’inde AKT-1, %72,7’si
AKT-2 ve %71,4’1 fosforillenmis AKT seklinde asir1 ekspresyon profili gostermistir
[100].

2.2.2. mTOR Geni
mTOR (Mechanistic Target of Rapamycin) geni, 1.kromozomun kisa kolunda

36.22 “de (1p36.22) lokalizedir [101].(Sekil 2-8)
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Sekil 2-8: mTOR geni kromozomal lokasyonu[102]
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mTOR, bir serin/treonin kinaz olup hiicresel metabolizma, hiicre biiyiimesi ve
farklilasmast ve proliferasyonunda merkezi rol oynar. Dolayisiyla mTOR’un
diizenlenmesindeki herhangi bir aksaklik kanser de dahil olmak iizere, tip 2 diyabet,

obezite ve ndrodejeneratif hastaliklara yol agabilir [103].

mTOR, Streptomyces Hygroscopicius bakterileri tarafindan iiretilen ve hiicre
proliferasyonunu baskiladigi bilinen rapamisin adi verilen bir antibiyotigin hedefidir.
mTOR ayni1 zamanda fosfotidilinositol-3 kinaz (PI3K) ile iliskili kinaz (PIKK) ailesine
ait olup, mTORC1 ve mTORC2 adi verilen iki fonksiyonel kompleksi olusturmak
amaciyla farkli proteinler ile etkilesime girer [104]. mTORC1 ve mTORC2
komplekslerinin olusabilmesi i¢in sirasiyla Raptor (Regulatory associated protein of
mTOR) ve Rictor (Rapamycin-insensitive companion of mTOR) proteinleri ile
etkilesime giren mTOR bu iki kompleksin katalitik alt birimidir [105]. Bu proteinler
disinda mTORC1 kompleksinde mLST8 (mammalian lethal with Secl13 protein 8),
Deptor (DEP domain mTOR interacting protein), Ttil/Tel2 kompleksi ve prolin
bakimindan zengin AKT substrati olan PRAS40 proteinleri bulunur. mTORC2
kompleksinde ise mLST8, Deptor ve Ttil/Tel2 komplekslerine ek olarak mSinl
(mammalian stress activated map kinase interacting protein 1), Protorl/2 (protein

observed with rictor 1 and 2) proteinleri bulunur. [106]. (Sekil 2-9)

MTORC1 mTORC2
pras40 mLST8 mSin1 mLST8
raptor deptor ol rictor mTOR deptor
Ttil tel2 1/2 Ttil

Sekil 2-9: mTORC1 ve mTORC2 kompleksleri [106]

mTORC1 ve mTORC2 komplekslerinin hiicresel ve organizma diizeyinde
homeostazin saglanmasi i¢in bir ¢ok hiicresel siire¢lerin diizenlenmesinde gorev alirlar.
mTORC1’in akis yukar1 (upstream) bir ¢ok diizenleyicisi bulunur. mTORCI,
fosfotidilinositol-3 kinaz (PI3K)/AKT yolagmin aktivasyonu, reseptdr tirozin kinazlar
(RTK) ve insiilin gibi biliylime faktorlerinin etkisi ile aktive olur. mTORC1’in
aktivasyonu i¢in fosforillenerek aktive olan AKT, mTORC]1’in inhibitérii olan TSC1/2
kompleksini fosforilleyerek inhibe eder. Kii¢iik GTPaz ile beyinde zenginlestirilmis Ras
homologu (RHEB: Ras Homologue Enriched in Brain) dogrudan mTORCI1’e

baglanarak aktive eder. Birer tiimor baskilayici genler olan TSC1/2 (Tuberous Sclerosis
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Complex 1/2) Rheb’in negatif diizenleyicisidir. [107, 108]. AKT ayrica mTORCI
inhibitorii olan PRAS40’1 fosforilleyerek Raptor’dan ayrilmasini saglayarak
mTORC1’in aktivasyonunu saglar. mTORCI1 aktive edildiginde, hiicre biiylimesi ve
proliferasyonu icin gerekli proteinlerin translasyonunu saglayan 4EBP1 ve ribozomal
protein S6K1(S kinase 1)’i fosforile eder. 4EBP1 ve S6K1 sirasiyla elF-4E ve elF-3 e
baglanarak translasyon baslama kompleksinin olusumunu engeller. mTORCI1, 4EBP1
ve S6K1’i fosforile etmesiyle elF-4E ve elF-3 bunlardan ayrilir ve serbest kalir.

Boylece elF-4E’nin protein translasyonunu baslatmasi saglanir [109, 110].

mTORCI, hiicre biiyiimesini ve metabolizmasini kontrol ederken mTORC?2 ise
hiicre proliferasyonunu, sagkalimini ve hiicre iskeletinin diizenlenmesini kontrol eder.
mTORC?2, protein kinaz ailesinin birka¢ iiyesini (PKA/PKB/PKC) ve SGK (serum
glucocorticoid regulated kinase) ’y1 fosforilleyerek hiicre igerisindeki bu gorevini yerine
getirir. Temelde insiilin/PI3K sinyallemesi, mTORC?2 araciligiyla bu sinyallemenin kilit
iiyesi olan AKT’nin fosforilasyonunu saglar. mTORC1’in inhibitdrii olan TSCI1 ve 2’yi
fosforile ederek inhibe eden AKT’nin mTORC2 araciligr ile fosforillenmesi
mTORC2’nin aslinda mTORC1’in akis yukarisinda yer aldigint gosterir [111, 112].
(Sekil 2-10).
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mTOR sinyal yolagi, hiicrede yasamsal olaylar1 diizenlediginden bu yolaktaki
herhangi bir bozukluk kanserlesmeye neden olmaktadir. PI3K/AKT sinyallemesinin,
insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 (HER-2: Human Epidermal Growth Factor
Receptor 2) ve insiilin benzeri biiyiime faktérii reseptorii (IGFR: Insulin-like Growth
Factor Receptor) gibi biiylime faktorii reseptorlerinin asir1 ekspresyonu, PI3K
mutasyonu veya AKT amplifikasyonu etkisiyle deregiilasyonu goriiliir. Ayrica PI3K
sinyalinin negatif yonde regiilatorii olan PTEN tiimor baskilayici geninde ortaya ¢ikan
mutasyon PI3K/AKT/mTOR yolagmin aktivasyonuna neden olur [114]. Benzer sekilde
TSC tiimor baskilayici genlerindeki mutasyon bir ¢ok kanser tiiriinde ortaya ¢ikmistir.
Bu mutasyonlar mTORC1’in aktivasyonuna ve sonunda kanser hiicresinin biiyiime ve
proliferasyonu i¢in gerekli metabolik siire¢lerin baslamasina neden olur. mTOR’u
kodlayan veya mTOR sinyal yolagini diizenleyen genlerde meydana gelen mutasyonlar

RCC ve kolon karsinomu gibi kanser tiirlerinde tanimlanmastir [103].

Umemura ve ark. kiigiikk hiicreli akciger kanseri 51 hastada yaptiklar
aragtirmada, tiimorlerin %36’sinda PI3K/AKT/mTOR yolagindaki genetik degisiklerin
bulundugunu tespit etmislerdir. Bu degisimler PTEN %4, AKT-1 %9, AKT-2 %4,
RICTOR %9 ve mTOR %4 seklinde belirtilmistir [115].

Xiang ve ark. yaptiklar1 bir calismaya gore, hiicre biiyiimesini baskiladigi
bilinen Bufalin ve AKT’nin allosterik inhibitdrii olan MK2206 multiple myeloma hiicre
hatlarina birlikte uygulandiginda MK2206 nin AKT inhibisyonu yoluyla AKT/mTOR
sinyal yolagimi inhibe ederek Bufalin’in apoptotik etkisini destekledigi gosterilmistir

[116].

2.2.3. Renal Kanserlerde Apoptoz ile lgili Calismalar

RCC’nin bobrek kanserinin en yaygin tiirli olmasi ve goriilme sikliginin giderek
arttyor olmast bu alanda apoptoz ¢aligmalarina hiz kazandirmigtir. Bununla birlikte,
kanser olusumu etkili ve apoptoz siirecinde yer alan yolaklarin daha iyi anlagilmasi bu
yolaklar1 hedef alan yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesine olanak saglayacag:

diistiniilmektedir.

Chen ve ark. bir calismasinda, XIAP’1n asir1 ekspresyonu goriilen RCC hiicre
hattinda siRNA (smal interfering RNA) ile XIAP’in baskilanmasi mitokondriden

apoptozu indiikleyen sitokrom C ve pro-apoptotik proteinlerin salinmasima neden
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oldugu gosterilmistir. XIAP’in inaktivasyonu ayni zamanda BCL-2 ve BCL-xL

diizeylerinde azalmaya yol agmistir [117].

Pandurangan ve ark. dogal bir antioksidan olan karnosinin, RCC hiicre hattina
uygulandiginda doza bagimli olarak hiicre canliligimi biiyiik olgiide azalttifini ve

kaspaz-3 aktivitesini yine doza bagimli olarak arttirdigini gostermislerdir [118].

Li ve ark. yaptiklar1 bir calismada RCC hiicre hatlarinda anisomisin ve
mapatumumapin sinerjistik etkilerini arastirmislar ve hem ayr1 ayr1 uygulandiginda hem
de sinerjistik olarak apoptozu indiikledigi goriilmiistiir. Ayrica doza bagimli olarak
anisomisin ve mapatumumapin DR4 ekspresyonunu arttirdigi ve sadece anisomisin

uygulanan hiicrelerde kaspaz 3 ve 8 aktivitesinin arttig1 gorilmustiir [119].

2.3. Dogal Antikanser ilaglar

Kanser, diinya genelinde ¢ok yaygmn goriilen ve Oliimlere neden olan bir
hastaliktir. Bu nedenle kansere yonelik tedavi gelistirebilmek amaciyla bir ¢ok aragtirma
yapilmaktadir. Kanser tedavisinde mevcut tedavi yontemleri, cerrahi midahale,
radyoterapi ve kemoterapi tedavisi seklindedir. Uygulanan mevcut kemoterapi
yontemleri yan etkilerinden Otiirii hastalarin yasam kalitesini etkilediginden kanser

tedavisi i¢cin minimum yan etkili yeni ilaglar gelistirme ihtiyact dogmustur [120].

Dogal olarak elde edilen iiriinler gegmisten bu yana hastaliklarin tedavisinde
kullanilmaktadir. Dogal iiriinlerden antikanser ilaclarin gelistirilmesi kanserde
kemoterapi tedavisine onemli katkilarda bulunmustur. Ancak dogal iirlinlerden elde
edilen materyallerden antikanser ila¢ gelistirebilmek i¢in, ilacin etkinliginin arttirilmasi
ve absorbsiyonunun arastirilmasi, daha sonra metabolize edilip atilmasi siireglerinin iyi
analiz edilmesi ve toksisite profillerinin optimizasyonu gibi arastirmalarin yapilmasi

gereklidir [121].

Kanser tedavisinde kullanilan dogal antikanser ilaglarin hiicreler ile biyolojik
olarak uyum saglamasi ve kanser hiicrelerinde intirinsik, ekstrinsik veya kaspaz
bagimli/bagimsiz apoptozu veya diger hiicre 6liimii mekanizmalarin tetiklerken normal
hiicrelerde toksisiteye neden olmamast bu ilaglara yonelik aragtirmalarin hiz
kazanmasina neden olmustur. Bu ilaglar genellikle bitkilerin sekonder metabolitleri olup
giiclii antikanser etkileri oldugu bilinen resveratrol, kurkumin gibi polifenolikler;

berberin gibi alkaloidler ve triptolit, betiilinik asit gibi triterpenlerden olusur [122, 123].
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2.3.1. Triterpeniodler

Bitkiler, ila¢ iiretiminde onemli kaynaklar oldugundan onlardan elde edilen
dogal ekstraktlar uzun yillardir saglik alaninda tedavi amagh kullanilryor. Ozellikle
kanser tedavisinde kemoterapdtiklerin kanser hiicrelerine zarar verirken ayni zamanda
saglikli hiicreleri de tahrip etmesi aragtirmacilari dogal olarak elde edilen, diisiik
toksisiteli, saglikli ve kanserli hiicreleri ayirt edip sadece kanser hiicrelerine zarar veren

yeni ilaglar gelistirmeye yoneltmistir [124].

Bir ¢ok mekanizmasi oldugu bilinen kanserin, tedavisi i¢in yine benzer sekilde
cok fonksiyonlu ilaglarin gelistirilmesi gereklidir. Bu nedenle, ¢esitli yollarla modifiye
edilmis temel bir omugaya sahip yapisal olarak ¢ok cesitli, 20.000°den fazla ¢esidi
bulunan ve triterpenoidler ad1 verilen bitki kokenli yapilar kanser tedavisinde ilgi odagi
olmustur [125]. Triterpenoidler ve onlardan elde edilen bilesiklerin hipoglisemik,
hepatoprotektif, immunomodiilatér, anti-oksidan, anti-inflamatuvar ve anti-timor

aktivite gibi bir ¢cok biyolojik etkileri bulunur [126].

Triterpenoidler, terpenoidlerin yapisal ve ¢esitlilik bakimindan en biiyiik grubu
olmakla birlikte squalen yada onunla iligkili 30 karbonlu prekiirsdrlerden sentezlenir.
Ayrica, izopentetil pirofosfat oligomerlerinin metabolitleridir ve bitkiler arasinda
serbest triterpenoidler, saponinler ve prekiirsorleri seklinde ¢ok yaygin olarak
bulunurlar [127]. Cogu triterpenoid 30 karbonludur ve 6 izopren iinitesinin yapisal
bilesiminden olusur ve tetrasiklik triterpeniod ve pentasiklik triterpenoid olmak {izere
iki kategoriye ayrilir. Pentasiklik triterpeniodlerin anti-inflamatuvar ve anti-timor gibi
bir ¢ok 6nemli farmakolojik ve biyolojik etkileri bulunur. Pentasiklik triterpeniodlerin

bu aktiviteleri gdsteren lupan, olean ve ursan alt gruplar1 bulunur [128].

Cesitli bitkilerin farkli bolgelerinden elde edilen betiilin, betiilinik asit ve lupeol
gibi lupan tipi pentasiklik triterpenoidler apoptoz indiikleyici anti-inlamatuar ve
antikanser etkinligine sahiptir [129]. Betiilin, c¢esitli hiicre hatlarinda  farkh
konsantrasyonlarda yapilan c¢aligmalarda apoptozu indiikledigi gosterilmistir. Betiilinik
asit, mitokondriyal membran permeabilitesini arttirarak sitokrom C salinimini tetikleyip
BCL-2 proteinlerinin regulasyonunu saglayarak intrinsik yolak araciligi ile apoptozu
indiikledigi gosterilmistir. Lupeol ise ¢esitli sebze ve meyvelerde yaygin olarak bulunur

ve ayni sekilde ¢esitli hiicrelerde apoptozu tesvik ettigi bilinmektedir [130-132].
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2.3.1.1. Betiilinik Asit

Betiilinik asit, lupan tip bir pentasiklik triterpenoid olup C3oHssOs3 seklinde
formiilize edilir ve kimyasal yapist Sekil 2-11°de gosterilmistir. Dogada yaygin olarak
bulunup c¢esitli agaclarin (Betula sp., Betulaceae)  kabuklarindan veya diger
bolgelerinden izole edilip bitkilerde serbest aglikon halinde yada glikozile edilmis
tiirevleri halinde bulunur [6], [133].

Sekil 2-11: Betiilinik asitin kimyasal yapis1 [134]

Betiilinik asitin diger triterpenoidler gibi antikanser, anti-inflamatuar, anti-viral
ve anti-anjiyogenik etkileri bulunur. Bu antikanser etkileri, mitokondriyal yolak
vasitasiyla apoptozu tesvik ederek, anjiyogenezi ve hiicre siklusunu diizenleyerek ve bir

cok yolagi aktive veya inaktive ederek saglar [135].

Betiilinik asitin giiclii sitoksisite etkisinin ortaya ¢ikmasi nedeniyle son yillarda
apoptoz ile iligkisi yoniinde ¢alismalar 6nem kazanmistir. Bu calismalar sonucunda
betiilinik asitin dogrudan mitokondriyi etkileyerek apoptozu uyardigi gorilmiistiir
[136]. Betiilinik asit, mitokondri membran potansiyelinin kaybin1 tetikler ve bu kayip
bir mitokondrial permeabilite transisyon por kompleksinin stabilizatorii olan bongkrekic
asiti inhibe ederek mitokondriden Sitokrom C, Smac veya AIF’in salinimina neden olur.
Salinan bu proteinler ise kaspaz 3 ve 8’in aktivasyonu ve bunu takiben niiklear ve DNA
fragmentasyonuna yol agar. Ayrica betiilinik asitin indiikledigi reaktif oksijen tiirleri
(ROS: Reactive Oxygen Species)’nin olusumu mitokondriyal —membran

permeabilizasyonunu baslatan etkenlerden biridir [137]. Ek olarak betiilinik asit,
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mitokondriden apoptotik proteinlerin salinimin1 diizenleyen ve normalde denge
icerisinde  bulunan anti-apoptotik ve  pro-apoptotik BCL-2  proteinlerinin
ekspresyonlarin1  diizenler. Betiilinik asit uygulamasinin ardindan melanoma,
glioblastoma ve noroblastoma hiicrelerinde BAX’in ve BCL-Xs’nin ekspresyonunu
arttirdig1 ancak BAK ve BAD fizerinde 6dnemli bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir [138—
140].

Ayrica betiilinik asit, siklin D1, SP (Specifity Protein) transkripsiyon faktorii ve
epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor) ile
hiicre siklusunu ve anjiyogenezi diizenler. STAT3 ( Signal Transducer and Activator
Transcription 3) ve NF-kB sinyal yolagini inhibe eder. Epiteliyal mezenkimal geg¢is
(EMT: Epithelial Mesenchymal Transition) ve topoizomeraz 1’in inaktivasyonu ile
invazyon ve metaztasi engeller [135]. Betiilinik asitin anti-tiimor etkileri Sekil 2-12°de

gosterilmistir.

Betulinic acid

Sekil 2-12: Betiilinik asitin antitiimor etkileri [135]

Betiilinik asitin antikanser aktivitesinin yan1 sira, hiicrelerde glikoz alimi, instilin
direnci, insiilin duyarlilig1 ve glikojen sentezi lizerinde etkileri ile anti-diyabetik etkileri
tip 2 diyabet tedavisi icin ilgi ¢cekmistir [141] ve inflamasyon {izerindeki etkileri ile
birlikte anti-inflamatuar, anti-HIV aktivitesi ile anti-viral etki olmak tizere bir ¢ok

biyolojik aktivitesi bulunmaktadir [6].

Betiilinik asitin farkli kanser tiirlerinde ¢cogunlukla apoptoz iizerine etkilerinin

arastirildigi bir cok calisma mevcuttur.
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Shen ve ark. oral skuamoz hiicreli karsinoma hiicre hatlarinda betiilinik
antikanser etkilerini arastirmiglardir. Doza ve zamana bagli olarak betiilinik asitin hiicre
proliferasyonunu 6nemli sekilde azalttif1 ve kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivitesini attirdigi
goriilmistiir. Siklin D1 ekspresyonunun azaltmasiyla hiicre siklusunu durdurmustur.
Ayrica, ROS iiretiminin arttig1 gozlenirken, real-time PCR c¢aligmasinda BCL-2

ekspresyonu azalirken BAX ekspresyonunun arttigi gozlemlenmistir [ 142].

Zeng ve ark. betiilinik asitin kolorektal kanser hiicreleri iizerindeki anti-
proliferatif etkilerini incelemislerdir. Hiicre proliferasyonunu baskilayip hiicre dliimiinii
arttirdigr gozlenmistir. Ek olarak, BAX ve BCL-2 ekspresyonlarin1 diizenlemis ve
mitokondri membran potansiyeli kaybina neden olarak mitokondriyal yolak ile

apoptozu tetiklemistir [143].

Betiilinik asitin, saglikli hiicrelerde toksititeye neden olmadan kanser hiicrelerini
ayirt edip tahrip etme yetenegi farkli kanser tiirlerinde farkli yolaklar iizerindeki
etkilerinin aydinlatilmasina ihtiya¢ duyulmustur. Bu nedenle, calismamizda CAKI-2
renal kanser hiicre hattinda apoptoz yolagi {izerine etkinliginin incelenmesi

amaglanmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanmilan Malzemeler

Hiicre hatlarinin yerlestirilmesi icin kullanilan besiyerleri CAKI-2 hiicre hatti
icin McCoy’s 5a ve MRC-5 hiicre hatt1 icin EMEM medyumu kullanilmigtir. Ayrica
besiyeri ortami i¢in FBS (Fetal Bovin Serum) (Gibco) ve Penisilin-Streptomisin

kullanilmistir.

Altkiiltirleme islemleri i¢in Tripsin-EDTA (Gibco) ve dPBS (Gibco)

kullanilmistir.

Caligmalarda kullanilmak {izere Betiilinik asit (B8936) Sigma Aldrich

Firmasindan ticari olarak satin alinmistir.

WST-1 sitotoksisite testi i¢in kullanilmak tizere WST-1 ¢ozeltisi (Roche) ve

apoptoz tayini i¢in Annexin V apoptoz kiti (Merck Millipore) kiti kullanilmistir.
cDNA sentezi i¢in Jena Bioscience cDNA izolasyon kiti kullanilmigtir.

Real-Time PCR ekspresyon analizi i¢in Jena Bioscience qPCR ProbeMaster
(PCR:360) kiti kullanilmistir.

3.2. Kullanilan Cihazlar
e Inverted Mikroskop (Leica)

e Laminar Flow kabin (Fast Safe Elite)

e Karbondioksit Inkiibatérii (New Brunswick)

e Otomatik Hiicre Sayim Cihazi (Life Technologies)
e Sogutmali Santrifiij (Beckman Coulter)

e NanoDrop (Roche)

e Vortex

e PCR Cihaz1 (Applied Biosystems)

e Flow Sitometri (MUSE)

e Real-Time PCR Cihaz1
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e +4°C Buzdolabi
e -80°C Derin dondurucu

e -20°C Derin Dondurucu

3.3. Hiicre Hatlan
Berrak hiicreli renal karsinomu CAKIi-2 (ATCC® HTB-47™) hiicre hatt1 ve
saglikli hiicre hati MRC-5 (ATCC® CCL-171™) kiiltir ortaminda ¢ogaltilarak

hazirlanmistir.

3.4. Hiicre Hatlarmmin Yerlestirilmesi

-80 °C’den alinan kryotiiplerdeki hiicreler 6nce -20 °C ‘de bir siire bekletilmis
daha sonra c¢oziinmeleri i¢in 37 °C’lik su banyosuna alinmistir. Coziinen hiicreler
DMSO (Dimetilsiilfoksit) ‘nun zararh etkisini uzaklastirmak i¢in SmL besiyeri igerisine
alinmigtir. 1500 rpm’ de 5 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant uzaklastirilmis ve
ImL besiyeri ile homojenize edilmistir. Hiicre sayimi yapildiktan sonra uygun sayida

flasklara boliinerek 37 °C ve %5 COz igeren inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir.

CAKI-2 (ATCC® HTB-47™) berrak hiicreli renal karsinomu i¢in McCoy’s 5a
medyum ve MRC-5 (ATCC® CCL-171"™) saglikli hiicre hatt1 icin EMEM medyumu
kullanilarak %10 FBS ve %1 antibiyotik igeren flasklara ekimleri yapilmistir. Hiicreler
yeterli sayiya ulagincaya kadar 2 giin ara ile besi ortami yenilenmistir. Yeterli sayiya

ulagan hiicreler tripsinizasyon iglemi yapilarak alt kiiltiire edilmistir.

3.5. Hiicrelerin Altkiiltiirleme Islemi
Hiicre hatlar1 yerlestirildikten sonra hiicrelerin biliylime durumlarina gore 2-3
giinde bir besiyeri degisimi yapilmistir. Degisim sirasinda flasklardan kiiltiir ortami

uzaklagtirilmis ve taze besiyeri eklenmistir.

Hiicreler flask yiizeyini tamamen kapladiginda altkiiltiirleme islemi yapilmasi
gerekir. CAKI-2 ve MRC-5 hiicre hatlar1 flask yiizeyine tutunarak biiyiime 6zelliginde
olduklart i¢in tirpsinizasyon islemi gerekir. Kiiltiir ortam1 flasklardan uzaklastirilir.
Flask ytizeyleri 3mL dPBS ile yikanir. Yikama isleminin ardindan her bir flaska 3mL
tripsin eklenerek 5 dk boyunca %5 CO: igeren 37 °C’lik inkiibatdrde inkiibasyona
birakilir. Inkiibasyonun ardindan flask yiizeyleri 9mL taze medyum ile yikanarak 15

mL’lik falkonlara alinir. 1500 rpm’de 5 dk santrifiijiin ardidan iistte kalan medyum



43

uzaklastirilir. Hiicre sayimlar1 yapildiktan sonra uygun sayida flasklara bdliinerek

altkiiltiirleme islemi tamamlanir.

3.6. Hiicrelerin Dondurularak Saklanmasi
Kullanilan hiicre hatlarindan daha sonra c¢alisilmak tizere farkli pasaj

numaralarindan dondurularak stok yapilmistir.

Flasklardan besiyeri uzaklastirilmis ve bulunduklari ortamdan baglantilarini
kesmek amaciyla 3 mL Tripsin uygulanmistir. 5 dk inkiibasyonun ardindan flasklar 9
mL besiyeri ile yikanmis ve tim hacim 15 mL’lik falkonlara alinmigtir. 1500 rpm’de
5dk santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirilmistir. %90 besiyeri ve %10 DMSO igeren
dondurma c¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢o6zeltiden uygun hacimde alinarak falkonda
bulunan hiicre pelleti icerisine alinip pipetaj yapilmistir. Hiicreler ImL hacminde olarak
sekilde kryotiiplere dagitilmigtir. Tiipler kademeli olarak 6nce -20 °C’de 1-2 saat
bekletilmis daha sonra -80 °C’de 1-2 giin bekletildikten sonra azot tankinda kalici

olarak muhafaza edilmistir.

3.7. Betiilinik Asit Hazirlanmasi

Sigma Aldrich firmasindan ticari olarak satin alinan S5mg betiilinik asit, molarite
hesab1 yapilarak 100uM olacak sekilde DMSO ile sulandirilmigtir. Bu soliisyon ana
stok olarak kullanilmigtir. Daha sonra ana stoktan uygun besiyerleri ile diliie edilerek 1,
2,5, 5, 7,5, 10, 25 ve 50uM konsantrasyonlarinda betiilinik asit ¢ozeltileri

hazirlanmistir.

3.8. WST-1 Sitotoksisite Testi

CAKI-2 (ATCC® HTB-47") ve MRC-5 (ATCC® CCL-171™) hiicrelerinin
96’lik well platelere her bir kuyucuga 10.000 hiicre diisecek sekilde ekilmistir.
Hiicrelere pozitif kontrol ortami olarak sadece besiyeri, negatif kontrol olarak ise
H>0O,’li besi ortam1 uygulanmstir. 1, 2,5, 5, 7,5, 10, 25 ve 50uM dozlarinda ve 24.,48.
ve 72. Saat zamanlarinda betiilinik asit uygulanmis ve her bir plate i¢in 24., 48. ve 72.
saatlerinin inkiibasyonlarinin sonunda her kuyucuga 10 pl WST-1 ¢ozeltisi eklenmistir.
37°C’de 4 saat inkiibasyon sonunda hiicre canliliginin tespiti i¢in 96°Iik plateler ELISA
plate okuyucuda 460 nm’de absorbans yogunluk degerleri okunmustur. Canli hiicreler
sar1 renk olustururken 6lii hiicrelerde renk degisimi gézlenmemistir. Hiicre gruplarinda

kullanilacak olan uygun dozlar ve uygulanacak siire belirlenmistir.
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3.8.1. Hiicre Canlihiginin Hesaplanmasi

WST-1 sitotoksisite testinin ardindan, tiim absorbans degerlerinden kor (blank)
kuyulara ait absorbans degerleri ¢ikartilmis ve asil absorbans degerleri bulunmustur.
Her bir 6rnek icin elde edilen absorbans degerlerinin ortalamasi alinmis ve ortalama
absorbans degerleri (ABSortalama) bulunmustur. Asagida gosterilen formiile gore,
ortalama absorbans degerleri, kontrol kuyularinin ortalama absorbans degerlerine
boliinmiis ve yiizde olarak canliligin hesaplanabilmesi ic¢in ¢ikan sonug¢ 100 ile

carpilmistir. Boylece 1Cso degerleri belirlenmistir.

% Canllllk = [ (“)l'nek ABSorta]ama/ KOIItI'Ol ABSorta]ama ] X 100

3.9. Annexin-V

Uygun dozlar ve siireler belirlendikten sonra apoptoz ve nekrozun tespiti i¢in
Akim Sitometri Annexin-V Apopotoz-Nekroz tayini yapilmigtir. Annexin-V analizinde
Fluorescein Isothiocyanate (FITC) ve Propidium lodide (PI) floresan boyalari kullanilir.
Normalde hiicre membraninin i¢ yiizeyinde bulunan bir fosfolipid olan fosfotidilserin,
apoptotik hiicrelerde membranin dig ylizeyine yerlesir. Annexin-V -FITC kompleksi
apoptotik hiicrelerin dis membranlarinda bulunan fosfotidilserine baglanarak 1sima
verir. Bu 151ma, akim sitometride FL1 dedektdrii tarafindan algilanir. Niikleik asitlere
baglanabilen PI floresan boyasi ise nekrotik hiicrelerin DNA’larina baglanarak 1sima
verir. Bu 1s1ma ise FL2 dedektorii tarafindan algilanir. Dedektorler tarafindan algilanan

1simalarin siddetlerine gore hiicreler siniflandirilir ve bir diyagrama yerlestirilir.

Annexin-V uygulamasi i¢in 6’ ik well platelere kuyu bagina 1x10° hiicre diisecek
sekilde 2 mL hacminde ekimleri yapilmistir. Hiicrelerin platelere yapismasi icin yapilan
inkiibasyonun ardindan 25 ve 50 uM dozlarinda betiilinik asit uygulamasi yapilmis ve
24 saat inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyon siiresi sonunda tripsinizasyon ile hiicreler
kuyulardan kaldirilmis ve 1,5 mL’lik eppendorf tliplere alinmigtir. 1500 rpm’de 5 dk
santrifiij sonrasi siipernatant uzaklagtirilmig ve pellet lizerine 200 pul medyum eklenerek
pipetaj yapilmistir. Bu karisgtmdan 100 pl alinarak yeni eppendorf tiiplerde 100 pl
Annexin-V- Cell Death Reagent eklenerek karanlik ortamda oda sicakliginda 20 dk
inkiibasyona birakildi. Orneklerin her birinin akim sitometri cihazinda 6lgiimleri
yapildi. Annexin-V -FITC ve PI 1simalarmin her ikisini de bulundurmayan hiicreler

canli, sadece PI 1s1mas1 bulunan hiicreler nekrotik, sadece Annexin-V -FITC 1simasini



45

bulunduran hiicreler apoptotik, hem Annexin-V -FITC hem de PI isimalarmni

bulunduran hiicreler ise ge¢ apoptotik olarak degerlendirilmistir.

3.10. Betiilinik Asit Uygulanmasi

WST-1 sitotoksisite testi ile hiicreler i¢in uygun doz ve zaman belirlendikten
sonra her bir hiicre hatti i¢in kontrol, 25 ve 50 pM her dozlar i¢in dort tekrarli olacak
sekilde dizaynlar1 yapilmigtir. Her bir tekrar igin 25 cm?’lik flasklara her flaska 2x10°
hiicre olacak sekilde ekim yapilmigtir. Hiicreler flasklara ekildikten sonra 25 ve 50 uM
dozlarda betiilinik asit hazirlanip kontrol flasklar1 hari¢ diger flasklara her bir dozdan
300 pl hacminde ilag uygulamasi yapilmis ve hiicreler 24 saat inkiibasyona

birakilmistir.

3.11. RNA izolasyonu

Betiilinik asit uygulanan hiicre hatlar1 24 saat inkiibasyon siiresinin sonunda
hiicreler bulunduklar1 flasklardan tripsinizasyon ile kaldirilmis ve her bir flasktan
kaldirilan hiicreler, Jena Bioscience Total RNA Purification Kit igeriginde bulunan 500
pL Lysis Buffer ile homojenize edilmistir. Spin kolonlara alinan lizat, santrifiij
edildikten sonra Wash Buffer 1 ve Wash Buffer 2 soliisyonlariyla yikanmistir. Son
asamada spin kolonlar 1,5 ml mikrosantrifiij tiipiine alinmig ve 50 pl Elution Buffer
eklenmistir. 10.000 g’de 1 dakika santrifiij sonrasinda eliisyon asamasi tamamlanmis ve

RNA izolasyonu gergeklestirilmistir.

izole edilen RNA nin konsantrasyonu ve safligt NanoDrop ile dlgiildii. 1ul
yiiklenen RNA orneklerinin konsantrasyonu 260 nm optik dansitesinden (OD), saflig1
ise 260/280 nm dalga boyundaki OD oram tespit edilmis ve ornekler -80 °C’de
muhafaza edilmistir. Elde edilen RNA Orneklerinin konsantrasyonlari Tablo3-1’de

gosterilmistir.



Tablo 3-1: RNA o6rneklerinin konsantrasyonlar:

Ornek A260/280 A260/230 Konsantrasyon(ng/p.l)
Kontrol CAKI-2 (1) 2,1 1,6 185
Kontrol CAKI-2 (2) 1,7 1,5 206
Kontrol CAKI-2 (3) 2,1 1,5 258
Kontrol CAKI-2 (4) 1,8 0,5 145
25 uM BetA CAKI-2 (1) 2,1 1,6 240
25 uM BetA CAKI-2 (2) 2,1 1,6 165
25 uM BetA CAKI-2 (3) 2,1 1,7 284
25 uM BetA CAKI-2 (4) 1,9 1,6 181
50 nM BetA CAKI-2 (1) 1,8 0,8 51
50 nM BetA CAKI-2 (2) 1,6 1,3 110
50 M BetA CAKI-2 (3) 1,7 1,0 75
50 M BetA CAKI-2 (4) 2,1 0,9 83
Kontrol MRC-5 (1) 2,1 1,7 718
Kontrol MRC-5 (2) 2,2 1,8 479
Kontrol MRC-5 (3) 2,2 1,7 743
Kontrol MRC-5 (4) 2,3 1,6 303
25 uM BetA MRC-5 (1) 2.3 1,6 333
25 uM BetA MRC-5 (2) 2,3 1,4 242
25 uM BetA MRC-5 (3) 2,2 1,7 397
25 uM BetA MRC-5 (4) 2,2 1,4 388
50 uM BetA MRC-5 (1) 2,5 0,5 131
50 uM BetA MRC-5 (2) 2,9 1,2 78
50 uM BetA MRC-5 (3) 2,1 1,5 191

50 uM BetA MRC-5 (4) 2,4 1,6 225
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3.12. ¢cDNA Sentezi

cDNA sentezi i¢in, -80 °C’de saklanan RNA Orneklerinin konsantrasyonlari
uygun miktarda birbirine esitlenmistir. Jena Bioscience iSCRIPT ¢cDNA Synthesis Kit
iceriginde bulunan ve Tablo3-2’de gosterilen bilesenler gosterilen miktarlarda
kullanilmistir. Tablo3-3’de gosterilen siire ve sicakliklarda PCR cihazinda ¢cDNA

sentezi yapilmistir. Sentezlenen cDNA 6rnekleri -20°C’de saklanmustir.

Tablo 3-2: cDNA reaksiyon icerikleri

Bilesenler Miktar (ul)

RNase Free Water 10
SCRIPT RT Buffer 4
dNTP Mix 1
Oligo (dT) 20 Primer 0,5
DTT stok solution 1
RNase inhibitor 1
SCRIPT Reverse 0,5
Trascriptase

RNA 2
Toplam 20

Tablo 3-3: cDNA reaksiyon siireleri

Inkiibasyon Sicaklig1 (°C) Inkiibasyon siiresi (dk)
42 10
50 60
70 10
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3.13. Real-Time PCR (qPCR)

Elde edilen cDNA Orneklerinden uygun primer problart kullanilarak gen
ekspresyon analizi gerceklestirilmistir. Primer problar olarak AKT-1, mTOR ve
normalizasyon i¢in GAPDH housekeeping geni kullanilmistir. Tablo 3-4’te gosterilen
bilesenler belirtilen miktarlarda kullanilmig ve her prob i¢in ayri karisim hazirlanmistir.
96 kuyucuklu Real-Time plateler her prob i¢in ayr1 ayr1 olacak sekilde dizayn edilmistir.
Real-Time platelere, plate dizaynina goére uygun karisimlardan 18ul dagitilmistir.
Platete bulunan karisimlara cDNA oOrneklerinden 2 pl eklenmistir. Negatif kontrol
olarak her bir prob i¢in birer kuyucuk ayrilmis ve icerisine sadece karigim eklenmistir.
Hazirlanan plate, Real-Time PCR cihazinda Tablo 3-5’te gdsterilen inkiibasyon siire ve

sicakliklarinda reaksiyonu gerceklestirilmistir.

Tablo 3-4: Real-Time PCR reaksiyon icerikleri

Bilesenler Miktar (ul)
Master Mix 10
PCR grade dH20 7,2
Taqman Prob 0,8
Toplam 18

Tablo 3-5: Real-Time PCR reaksiyon siireleri

Sicaklik (°C) Stire Dongii
[k Denatiirasyon ve 95 2 dk 1x
Polimeraz Aktivasyonu
Denatiirasyon 95 15 sn 40x
Baglanma ve 60 1 dk 40x

Elongasyon

Reaksiyon tamamlandiginda Cr degerleri elde edilmistir. ACt degerleri ve kat degisimi

(Fold Change) degerleri hesaplanmustir.
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3.14. Istatistiksel Analiz
Istatistiksel analizler SPSS 21.0 programi kullamlarak yapilmistir. Anlamlilik
smirt p<0.05 olarak kabul edilmistir. Gruplar aras1 degerlendirmede MannWhitney-U

testi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. WST-1 Sitotoksisite Testi Sonuclari

WST-1 sitotoksisite testi sonucu elde edilen betiilinik asit uygulanmig saglikli
hiicreler ve kanser hiicrelerinin absorbans degerleri ortalamalarindan % olarak hiicre
canlili1 hesaplanmigtir. Her hiicre i¢in betiilinik asit uygulanmayan kontrol kuyularinin
canlilifi %100 olarak kabul edilmistir. Betiilinik asit uygulamig kuyularin canlilig
kontrol kuyularina gore belirlenmistir. % olarak hiicre canliligi degerleri Sekil4-1 ve
Sekil4-2 ’de gosterilmistir. Deney sonuglarina gére; CAKI-2 hiicre hattinda 24 saat
inkiibasyon siiresinde 25 uM dozunda hiicre canliliginda %42,6 azalma goriiliirken, 50
puM doz icin ise % 84,3 azalma gorilmistir (p<0,05). Kontrol grubu olarak
kullandigimiz MRC-5 hiicre hattinda ise betiilinik asitin hiicre canlilig1 lizerine anlaml

bir etkisi goriilmemistir.

Sonuglara gore; 25 ve 50 uM betiilinik asit etkin doz ve inkiibasyon siiresi 24

saat olarak secilmistir.
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MRC-5 HUCRE HATTI

[(e}
—
[e)]
<
o~
(o]
o0
—
3 5
)] ~ o] S ~ un
A X Hod 88 doae N8
O 0 [~0) D o] LN [e) )}
Q. n 9 - % < o)
S N o5 = o
® v 2 & 0 ®
o] ~
[(s}

% HUCRE CANLILIGH
52,55

50 uM 25 uM 10 uM 7,5 uM 2,5 UM 1uM
BETULINIK ASIT (uM )

M 24 SAAT m48 SAAT 72 SAAT

Sekil 4-2: MRC-5 hiicre hattinda hiicre canhihig: grafigi

4.2. Annexin-V Testi Sonuclar

Betiilinik asit uygulanmis hiicre gruplarinda apoptoz ve nekrozun tayini i¢in
Annexin V Testi yapilmistir. Her 6rnek basina akis sitometride 1x10% hiicre sayilmustir.
Hiicrelerin analizleri yapilirken, Annexin-V (-) ve PI(-) hiicreler saglikli, Annexin V(+)
ve PI(-) hiicreler erken apoptotik, Annexin-V (+) ve PI (+) hiicreler ge¢ apoptotik,
Annexin-V (-) ve PI(+) hiicreler ise nekrotik olarak degerlendirilmistir. CAKI-2 hiicre
hattinda 25 ve 50 uM dozlarinda ve 24 saat inkiibasyon siiresinde betiilinik asit
uygulamalarinin ardindan 25 uM dozda %7,5, 50 uM dozda betiilinik asit
uygulamasinda ise %14,25 apoptotik hiicre 6liimii gdzlenmistir. (Sekil 4-3)

Kontrol grubu olarak kullandigimiz MRC-5 hiicre hattinda doza bagimli yapilan
betiilinik asit uygulamalarinda betiilinik asitin hiicrelerin apoptozu {izerine etkisi

olmadig1 gozlemlenmistir. (Sekil 4-4)
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Sekil 4-3: CAKIi-2 hiicre hattinda Annexin V apoptoz tayini hiicre 6liimii grafigi
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4.3. Real-Time PCR Gen Ekspresyonu Analizi Sonug¢lari
Real-Time PCR reaksiyonu sonrast AKT-1 ve mTOR genlerinin amplifikasyon
grafigi Sekil 4-5 ve Sekil 4-6’da gosterilmistir.

Amplification
a00 ... . S P S P g
3000:_...............,3 ................ ................ ...........
g 2000 L.l e e P 7/
1000--_,........,.....,: ................ ................
0 T 1 1
0 10 20
Cycles
Sekil 4-5: AKT-1 geni Real-Time PCR amplifikasyon grafigi
Amplification
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=2 - . - 4 ..
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Sekil 4-6: mTOR geni Real-Time PCR amplifikasyon grafigi
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25 ve 50 uM betiilinik asit uygulamalar1 sonras1t CAKI-2 hiicre hattinda mTOR
ve AKT-1 genine ait kat degisimleri Tablo 4.1 ve Sekil 4.7° de gosterilmistir. Buna
gore; Betiilinik asit uygulamasi yapilmayan CAKI-2 hiicre hattinda MRC-5 saglikl
hiicre hattina gére AKT-1 gen anlatiminin istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldig:

gozlenmistir (p=0,037, %95 Giiven Araligi=0,16-0,97).

25uM betiilinik asit uygulamalarinda ise CAKI-2 hiicre hattinda AKT-1 gen
anlatimu istatistiksel olarak azalirken (p=0,034, %95 Giiven Arali§1=0,53-0,64), mTOR
gen anlatimi ise artis géstermistir (p=0,037, %95 Gliven Aralig1=0,16-1,05).

50 uM betiilinik asit uygulamasi sonrasinda yalnizca AKT-1 gen anlatiminda

istatistiksel olarak azalma gozlenmistir (p=0,037, %95 Giiven Aralig1i=0,46-0,75).

[lag uygulanmamis ve farkli dozlarda betiilinik asit uygulanmis CAKI-2 hiicre
hattinda AKT-1 gen anlatimlar1 arasinda az da olsa azalma yoniinde bir egilim
goriilmekle birlikte anlamli bir degisim olmadig1 goriilmektedir. mTOR gen anlatiminda

ise bir artis goriilmekle beraber yine istatistiksel bir anlamlilik gézlenmemistir.

Tablo 4-1: CAKI-2 hiicre hattinda 25 pM ve 50 pM dozlarindaki betiilinik asit
uygulamasi sonrast mTOR ve AKT-1 gen anlatimlarina iliskin kat degisimleri

Hiicre Hatti mTOR (Kat Degisimi) | AKT-1 (Kat Degisimi)
CAKI-2 1,16+0,32 0,42+0,16*
CAKI-2 25 pM Betiilinik Asit 1,61+0,27* 0,41+0,034**
CAKI-2 50 pM Betiilinik Asit 1,94+1,16 0,38+0,09*

*p=0,037, **p=0,034
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5. TARTISMA

Bobrek kanseri, bobregin herhangi bolgesinden koken alarak olusan tiim
tiimorleri igerir [10]. Bu tiimorler genellikle bobregin renal tiibiil epitel bdlgesinden
koken alarak renal hiicreli karsinoma (RCC) adimi alir ve %90 oraninda bdbrek
kanserinin en yaygin tiiriinii olusturur [3, 13]. RCC’nin en yaygin tirii ise
sitoplazmalarinda lipid ve glikojen biriktirmeleriyle kararkterize edilen hiicrelerden
olusan berrak hiicreli renal hiicreli karsinoma (ccRCC)’dir [18]. RCC’nin spesifik tani
belirtilerini gostermemesi hastalarin genellikle metastatik evrede teshis edilmesine yol
acmaktadir [10]. Bu nedenle teshis sonrasi tedavi seceneklerini gelistirmek ve hastalarin
sagkalimmi arttirmak amaciyla, hem hiicresel apoptozu uyarip hem de metastazi

onleyebilen, biyolojik olarak uyumlu yeni ilaglar gelistirmek son derece 6nemlidir.

Dogal kaynakli yeni ilag gelistirme hedefleri dogtultusunda genellikle baz1 agag
kabuklarinda dogal olarak bulunan ve lupan tipi pentasiklik triterpenoid olan betiilinik
asit, antikanser etkinligi oldugu bilinen potansiyel bir ilagtir [135]. Betiilinik asitin
kanser hiicrelerini ve saglikli hiicreleri ayirt ederek segi¢i toksisite 6zelligi gostermesi
kemoterapinin agir yan etkilerine kars1 yeni kanser tedavisi arastirmalari i¢in ilgi odagi

olmustur [124].

Kanser terapilerinde hedef molekiil ve yolaklarin blokajina veya aktivasyonuna

yonelik caligmalar yapilmaktadir.

Chen ve ark. antikanser aktivitesi olan ve bitki koklerinden elde edilen dogal bir
bilesik olan Kriptotansinon (CPT: Cryptotanshinone) maddesinin, RCC hiicre hatlari
A498, 786-0 ve ACHN iizerinde ¢esitli molekiiller vasitasiyla antikanser aktivitesini
aragtirmiglardir. CCK-8 hiicre proliferasyon testi ile CPT nin hiicre hatlarmin canliligini
doza bagimli olarak biiylik Olciide etkiledigi goriilmiistiir. Ayrica hiicrelerde CPT
uygulandiktan 48 saat sonra Anexin V testi ile apoptoz tayini yapilmis, erken apoptotik
ve ge¢ apoptotik hiicre miktarinda artis gortliirken, kontrol grubuna kiyasla yasayan
hiicre popiilasyonunda da azalma goriilmiistiir. Western Blotting protein analizinde ise
CPT’nin fosforillenmis STAT3 miktarin ve dolayisiyla fosforillenmis AKT miktarinin
azaldig1 gézlemlenmistir [144].
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Ren ve ark. yaptiklari bir ¢aligmada RCC hiicre hatlari ACHN ve CAKI-1" de
apoptozu tesvik etmek de dahil olmak {izere ¢ok cesitli biyolojik aktiviteleri bulunan
Kantharidin maddesinin etkilerini arastirmiglardir. Buna gore; Kantharidin 20 pM
konsantrasyonda ve 48 saat inkiibasyon siiresinde ACHN ve CAKI-1 hiicrelerinde hiicre
canliligini % 26 ve %32 oraninda azalttigi gozlemlenmistir. Immiinohistokimyasal
analizlere gore ise, RCC’de yiiksek oranda eksprese edilen ve hiicre proliferasyonuna
izin veren Notchl ve Jaggedl ekspresyonlar1 Kantharin uygulamasindan 48 saat sonra

onemli dl¢lide azaldig1 goriilmistiir [145].

Liu ve ark. bir ¢aligmasinda, kaveol ailesine ait, farkli kanser tiirlerinde asiri
aktivasyonu oldugu bilinen Kaveolin 2 (CAV-2)’ nin RCC dokularinda ve hiicre
hatlarinda ekspresyonu ve etkileri aragtirllmigtir. RCC’de CAV-2’nin asir1 ekspresyonu
goriilmiis ve CAV-2 inaktive edildiginde proliferasyon ve invazyonun azaldigi
goriilmistlir. Ek olarak, CAV-2’nin inaktive edilmesi EGFR, PI3K ve fosforillenmis
AKT ekspresyonlarini da azalttig1 gdsterilmistir [146].

Zhang ve ark. RCC-949 hiicre hattinda kurkumin maddesinin hiicre canliligi,
hiicre siklusu ve apoptoz iizerindeki etkilerini incelemislerdir. RCC-949 hiicre hattinda
kurkumin hiicre canliligin1 doza bagimli olarak biiyiik 6l¢iide azalttigin1 ve Annexin V
apoptoz tayininde 50 uM konstantrasyonunda 24 saat inkiibasyonda %40 oraninda
apoptotik hiicre belirlenmistir. Ayrica, siklin B1’in analizi ile hiicre siklusunu G2/M
fazinda durdurdugunu, BCL-2 ekspresyonunu azaltirken BAX ekspresyonunu

arttirdigin1 ve fosforillenmis PI3K ve AKT miktarini azalttigi gézlenmistir [147].

PI3K/AKT/mTOR vyolag: ise ¢esitli kanserlerde siklikla negatif regiilasyonu
oldugu bilinen bir yolaktir [148]. AKT-1 ve mTOR proteinlerinin hiicre icerisinde
aktive olabilmeleri i¢in fosforillenmeleri gerekir. AKT-1’in fosforillenmesi PDKI1 ve
mTOR’un fonksiyonel komplekslerinden biri olan mTORC2 tarafindan gerceklesir.
mTOR ise AKT’nin akis asagisinda yer alir ve diizenlenmesi yine AKT tarafindan

gerceklesir [91, 149]

Xie ve ark. RCC hiicre hati ACHN’de c¢esitli kanser tilirlerinde antikanser
aktivitesi oldugu bilinen Bufalin maddesinin, PI3K/AKT/mTOR yolagma etkisini
aragtirmiglardir. p21, siklin B1 ve CDK1 ekspresyonlarini azaltarak hiicre siklusunu

G2/M fazinda durdurmustur. Ayrica bufalin, hiicrelerdeki AKT ekspresyonlarinda
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onemli bir degisim meydana getirmezken, fosforillenmis AKT ve onun asagi akis

sinyalinde bulunan fosforillenmig mTOR seviyelerinde azalmaya neden olmustur [150].

RCC hiicre hatti ACHN’de sorafenib maddesinin AKT-1 inhibisyonuna iliskin
olarak Tei ve ark. ¢calismalarinda shRNA (short hairpin RNA) ile AKT-1 susturulduktan
sonra sorafenib maddesi uygulamislardir. Western Blotting analizi sonucunda
ACHN/shAKT-1 hiicrelerinde, kontrol vektdrii igeren ACHN hiicrelerine kiyasla AKT-
1 miktarinin kayda deger bir sekilde azaldig1 belirlenmistir [151].

Son yillarda betiilinik asitin antikanser 6zelliginin farkli yolaklardaki etkisi

iizerine bir ¢cok kanser grubunda arastirmalar hiz kazanmistir.

Shankar ve ark. yaptiklar1 bir ¢calismada, yapani tip p5S3 bulunduran LNCaP ve
mutant p53 bulunduran DU145 prostat kanseri hiicre hatlarinda betiilinik asitin p53 ve
NF-kB yolag: iizerinden antikanser etkisini arastirmislardir. Betiilinik asit temel olarak
10 ve 20 uM konsantrasyonlarda BAX/BCL-2 oranindaki degisime bagli olarak
sitokrom C salinimina, kaspaz aktivasyonuna ve apoptoza neden olmustur. Ayrica
betiilinik asit uygulanmasi her iki hiicre hattinda da fosforillenmis IKKa ekspresyonu
azalmistir. NF-xB’ yi Ser32/36’ dan fosforilleyerek protein degredasyonuna ve NF-
«kB’nin nukleusa yonelmesine neden olan IkBa ekspresyonu da azalmigtir. LNCaP hiicre
hattinda ise p53 ekspresyonunda degisiklik olmazken Ser15-p53 fosforilasyonu
stabilizesini arttirmistir, DU145 hiicrelerinde ise Ser-p53 fosforilasyonunda degisiklik

gbzlenmemistir [152].

Xu ve ark. betiilinik asitin karaciger kanserinde TRAIL fonksiyonu ile p53 ve
kaspaz 3 aktivasyonu lizerindeki etkilerine iliskin ¢aligmalarinda, apoptozu indiikleme
yetenegi olan ve TRAIL olarak da bilinen APO2 ve betiilinik asit birlikte uygulanip
sinerjistik etkilerine bakilmistir. Buna gore; betiilinik asit ve APO2, tek tek
uygulandiklarindaki sonuglara oranla birlikte uygulandiklarinda hiicre proliferasyonunu
onemli Olclide azalttigi, kaspaz-3, kaspaz-8 ve p53 aktivitesini arttirdigi ve in vivoda

FADD seviyelerini arttirdig1 tespit edilmistir [153].

Wang ve ark. bir ¢alismalarinda kolorektal kanseri hiicre hatlarinda betiilinik
asitin AKT/mTOR sinyal yolag1 vasitasiyla otofaji ve apoptozu tetikledigini analiz
etmiglerdir. Calismada kullanilan tiim hiicre hatlarina betiilinik asit uygulanmasi sonrasi
AKT (S473) ve mTOR (2448) fosforilasyonunu inhibe ettigi ve bdylece betiilinik asitin
AKT/mTOR sinyalini inhibe ederek otofajiyi aktive ettigi ortaya ¢ikarilmigtir [154].
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Lupan tipi pentasiklik triterpenoidlerden biri olan betiilin maddesinin 786-0 ve
CAKI-2 RCC hiicre hatlarinda mTOR inaktivasyonuna iliskin Cheng ve ark. bir
caligmasina gore; mTOR aktivasyonun oldugu 786-O hiicrelerine ve mTOR’un inaktive
edildigi CAKI-2 hiicrelerine betiilin uygulamasi sonrast 786-O hiicrelerinin betiiline
daha duyarli oldugu gériilmiistiir. Daha sonra CAKI-2 hiicrelerinde mTOR inhibitorii
TSC2’nin inaktive edilmesi 786-O hiicrelerine benzer sonuglar vermistir. Tam tersine
786-0O hiicrelerinde mTOR inaktif edildiginde betiilinin inhibitor etkisinin azaldig1
goriilmiistiir. Boylece RCC’de betiilin tedavisinde mTOR’un kilit bir rolii oldugu
belirlenmistir [155].

Xu ve ark. servikal kanser hiicre hatti Hela hiicrelerine betiilinik asit
uygulayarak yaptiklar1 analizlere gore; betiilinik asit uygulamasi HeLa hiicrelerinde
ROS iiretimini, ve kaspaz-9 aktivitesini arttirmigtir. Bununla birlikte fosforillenmis
AKT; AKT(Ser473) ve AKT(Thr308) ve PI3K (p110a), PI3K (p85) ekspresyonlarini

onemli dl¢lide azaltmistir [156].

Bu calismalara ek olarak betiilinik asit yine benzer sekilde kolorektal kanser
hiicrelerinde in vivo ve in vitro ¢aligmalarda mitokondri membran potansiyeli analizi
yapilmis ve mitokondriyal yolak ile apoptozu indiikleyip metaztazi inhibe ettigi

gosterilmistir [143].

Yang ve ark. RCC hiicre hatlar1 786-O ve ACHN’ de betiilinik asitin antikanser
etkileri iizerine yaptiklar1 calismada; hiicreler ilizerinde anti-proliferatif etkisi oldugu,
BCL-2 ekspresyonunu azaltip BAX ve kaspaz 3 ekspresyonunu arttirarak mitokondriyal
yolak vasitasiyla apoptozu baslattigi tespit edilmistir [157].

Calismamizda elde edilen sonuglara goére; CAKI-2 berrak hiicreli renal
karsinoma hiicre hattinda uygulanan betiilinik asit sonrasinda apoptoz ve nekroz tayini
icin yaptigimiz Annexin-V testinde 25 ve 50 uM konsantrasyonlarda toplamda %?21,25
apoptotik hiicre 6liimii tespit edilmis ve bu sonug literatiir taramasinda elde edilen
sonuglar ile pararalellik gostermektedir. Bununla birlikte, kontrol grubu olarak
kullanidigimiz MRC-5 hiicre hattina uygulanan betiilinik asitin hiicrelerin apoptozu
iizerine etkisinin olmamasi betiilinik asitin saglikli hiicrelerde sitotoksisiteye neden

olmadan antikanser ila¢ olarak kullanilma 6zelligini giiclendirmistir.
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CAKI-2 ve MRC-5 hiicre hatlarinda doza bagimli olarak yaptigimiz gen
ekspresyonu calismalarinda ise AKT-1 ve mTOR genlerinin ekspresyon analizi
yapilmistir. Yapilan caligmalara gore; hiicrelerinde proliferasyona ve sagkalima katki
sagladigi bilinen ve RCC’de daha once ¢alisilan AKT-1 ve mTOR genlerinin Real-Time
PCR ekspresyon analizlerine gore; doza bagimli olarak 25 ve 50 uM’de AKT-1 gen
anlatiminda istatistiksel olarak azalma goriilmiistir. mTOR gen anlatiminda ise AKT-
I’in aksine gen anlatiminda artig goriilmistiir. Ancak, AKT-1 gen anlatiminda meydana

gelen azalma istatistiksel olarak anlamli diizeyde degildir.

Gelecekte yapilacak olan g¢aligmalarda, betiilinik asitin RCC’de veya farklh
kanser tiirlerindeki PI3K/AKT/mTOR yolagina etkisi, farkli analiz yoOntemleri
kullanilarak daha iyi aydimlatilabilir. ileriye yénelik ¢alismalar igin farkli yolaklara
odaklanilmas1 betiilinik asitin gen anlatimi ve protein diizeylerine spesifik etkisinin

daha iyi anlagilmasina olanak saglayacagini diisiinmekteyiz.
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