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ÖNSÖZ 

 

Over Kanseri Hücre Hattında mTOR inhibitörü everolimusun 

tek baĢına ve taxol ile beraber kullanarak hücre ölümü ile apoptozise 

etkileri yanında PTEN, mTOR ile VEGF genlerinin ifadelenmesi üzerine 

olan etkilerinin araĢtırılması konulu bu tez, Gazi Üniversitesi AraĢtırma Fon 

Saymanlığı‟nca 01/2010-86 kod no‟lu proje ile desteklenmiĢtir. 

ÇalıĢmamız, Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Biyoloji ve Genetik 

Anabilim Dalı Laboratuvarı‟nda gerçekleĢtirilmiĢtir. 
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1-GĠRĠġ 

Over kanserleri, jinekolojik kanserlere bağlı ölümler içinde en 

sık izlenen 2. kanser grubudur.1 Hastaların %75‟ine tanı konulduğunda 

hastalıkları ileri evrede olup bu hastaların ortalama sağ kalım süresi de 3 

yıl gibi kısa olmaktadır. Endüstriyel toplumlarda uygulanan tüm tedavilere 

rağmen 5 yıllık sağ kalım oranı %30‟un altında kalmaktadır.2,3   

Kemoterapi baĢlanmıĢ over kanserlerinde ve bunların bir 

grubu olan berrak hücreli kanserlerinde de sağ kalımı etkileyen önemli 

faktörlerden bir tanesi temel kemoterapatik ajan olan taxol‟lara karĢı 

rezistans geliĢmesidir. Diğer önemli bir faktör de bu ilaçların yan etkileri 

nedeni ile düĢük faydalanım olmaktadır.4    

Kanserler ile ilgili artan moleküler bilgiler ve araĢtırmalar 

sonucunda etkin ve aynı zamanda da daha az toksik özelliklere sahip yeni 

ilaçlar arayıĢlarına devam edilmektedir. Yeni tedavi araĢtırmaları özellikle 

hücre içinde uyarı ileti basamaklarına yoğunlaĢmıĢ olup, yeni ismi ile 

“Moleküler Hedefli Tedaviler“ baĢlığını oluĢturmaktadır ve jinekolojik 

kanserler ile ilgili olarak da her yıl çok sayıda sayıda moleküler hedefli 

tedavi araĢtırması yapılmaktadır.5,6  

ÇeĢitli büyüme faktörleri ve sitokinler, hücrelerde PI3K ve Akt 

yolunu aktive ederek yaĢamsal sinyalleri baĢlatırlar. PI3K, inozitol 

fosfolipidlerin fosforilasyonunu katalizler. Fosfotidilinozitol trifosfat (PIP3), 

bu yolla oluĢan bir lipid mediatördür. PIP3, PIP3 bağımlı kinazlar (PDK) ve 

protein kinaz B (PKB)‟nin aktivasyonundan sorumludur.  PTEN ise PIP3 

oluĢumunu inhibe ederek, (3‟pozisyonunu defosforile ederek) negatif 

düzenleyici-tümör supressör olarak rol oynamaktadır.7.8.9  Bu sinyaller bir 

serin-threonin kinaz olan mTOR (mammalian target of rapamycin-mTOR) 

merkezli bir yolağı uyarırlar. mTOR‟un en önemli uyarıcısı PI3K‟dır. mTOR, 



 

 

2 

hem hücre büyümesinde hem de hücre siklusun da merkezi rol 

oynamaktadır.10 

PI3K/Akt/mTOR yolağında merkezi rol alan mTOR‟un  

inhibitörü olan rapamisin ve bunun türevi everolimus (RAD001) 

antianjiogenik ve antitümör etkileri açısından son zamanlarda çok 

araĢtırılan maddelerden birisidir.11 

Bu tez çalıĢmasında over berrak hücreli kanser hattında 

mTOR inhibitörü olan everolimus‟un tek baĢına ve taxol ile beraber 

kullanarak hücre ölümü ve apoptozise olan etkileri yanında PTEN, mTOR 

ile VEGF genlerinin ifadelenmesi üzerine olan etkilerinin gösterilmesi 

amaçlandı. 
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2-GENEL BĠLGĠLER 

2.1- Over Berrak Hücreli Karsinomu (OBHK) 

Over tümörleri en sık görülen 6. tümör grubu olup,  ABD‟de 

tümörlere bağlı kadın ölümlerinin de %2‟sinden sorumludur.119  OBHK, tüm 

over epitelial kanserlerinin  yaklaĢık olarak % 4-14‟nü oluĢturmaktadır.121   

 

Overin epitelyal kanserleri köken aldığı over hücre tipine bağlı 

olarak farklı davranıĢta ve yapıda birçok tümör tipinden oluĢmaktadır.12 

Overin epitelyal kanserleri seröz, müsinöz, endometrioid, berrak hücreli, 

malign brenner, anaplastik ve mikst epitelyal olmak üzere yedi ana grupta 

incelenirler. Bu epitelyal tümörler biyolojik davranıĢlarına göre benign, 

borderline ve malign olmak üzere 3 ana grupta incelenirler. 149 

 

Over berrak hücreli karsinomu (OBHK) (Clear Cell Ovarian 

Carcinoma), ilk defa 1939 yılında Schiller tarafından over de tümör 

hücrelerinin böbrek hücreli karsinoma (Renal Cell Carcinoma: RCC) 

hücrelerine benzemesi nedeni ile Mesonephroma Ovarii olarak 

tanımlanmıĢtır.13 Berrak görünüm özelliği çok miktarda intrastoplazmik 

glikojen içeriği bulunması nedeni ile oluĢmaktadır. 

OBHK, daha sık rastlanan kanser grubu olan over seröz 

adenokarsinomundan farklı davranıĢ sergilemektedir. Daha erken evrede 

büyük pelvik doku ile ortaya çıkmaktadır. OBHK‟de sağ kalım süresi‟de 

belirgin olarak diğer over kanserlerinden de daha düĢük olup 5 yıllık sağ 

kalım oranı seröz karsinoma‟da %80 iken, OBHK‟de %60 olarak 

izlenmektedir.14   

OBHK‟nın moleküler biyolojisi üzerine yapılan araĢtırmalarda 

bunların geliĢmesinde ve ilerlemesinde çok basamaklı uyarı yolaklarının ve 
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farklı gen ekspresyonlarının olduğu gösterilmektedir.15 OBHK‟nun 

moleküler patolojisi heterojen yapıda olup çoğu OBHK, diploid veya 

tetraploiddir.122 En sık değiĢiklikler: hücre uyarımı, transkripsiyon proteinleri 

(hepatosit nükleer faktör(HNF)-1ß ve onun alt hedefleri, hücre siklus 

regülasyonu yolağı ve Erken Mitotik Ġnhibitör-1(EMI-1), mTOR yolağı, ilaç 

rezistans gen ürünleri (detoksifikasyon enzimleri), invazivlik (matriks 

metalloproteinaz; MMP) ve doku metalloproteinaz inhibitörü(TIMP), 

adezyon ve matriks proteinlerinde izlenmektedir.17,18   

OBHK, overin diğer önemli bir tümör grubu olan endometrioid 

karsinoma gibi endometriozis sıklıkla eĢlik etmektedir (%30 vakada). 

OBHK‟ler, endometrioid karsinomdan farklı olarak da nükleer östrojen ve 

progesteron reseptörü bulundurmamaktadır.16 OBHK‟ler yüksek oranda 

rekürrens, erken metastaz ve kemoterapiye direnç içermekte olup 

kemoterapiklere karĢı cevabı da düĢüktür. Bu özellikler OBHK‟lerinin farklı 

kemorezistans mekanizmaları içermiĢ olabileceğini düĢündürmektedir.15   

OBHK‟ler, vajinal berrak hücreli karsinomu ve böbrek hücreli 

karsinomuna da histolojik görünüm ve gen ekspresyonları açısından 

benzerlikler bulundurmaktadır.5,14,122 Yoshida‟nın hipotezine göre 

endometriotik kistlerde tekrarlayan kist içi kanamalar sonucu demirden 

zengin ortam oluĢmakta, bu da demir–uyarılı persistant oksidatif stres ile 

baĢlayan karsinogenez ile OBHK geliĢimine yol açabilmektedir.15,19 Diğer 

taraftan OBHK‟nun hızlı çoğalan tümörler olmamasına rağmen 

radioterapiye karĢı kısmen daha yüksek duyarlılıkta olmasının sebebinin 

radioterapiye hassasiyet sağlayan yüksek intratümöral 

neovaskülarizasyonun yüksekliğinin etkisi olabileceği öne 

sürülmektedirler.122,151 Berrak hücreli karsinomlarda düĢük mitotik indeks 

izlenmekte olması hücre bölünmesi için etkili olan terapatik ajanlara karĢı 

izlenen düĢük duyarlılığını da kısmen açıklamaktadır.122   
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Epitelyal over kanserlerinde esas tedavi cerrahi ve 

kemoterapi‟den oluĢmaktadır. Kemoterapatik ilaçlarda kullanım sırasına 

göre ikiye ayrılırlar. Öncelikli uygulanan tedavi taxol ya da 

docetaksel+sisplatin ya da karboplatin‟dir. Ġkincil olarakta kullanılan ilaçlar 

ise; Proplatin, Etoposide, Topotecan, Doksorubisin, Vinorelbine, 

Ifosfamide, Vepeside ve Tamoksifen‟dir. Radyoterapi ile ilgili küçük çaplı 

bazı çalıĢmalar olsa da günümüzde rutin değildir. Ayrıca son yıllarda 

gündeme gelen intra-peritoneal kemoterapi, neo-adjuvan kemoterapi, 

biolojik ve hedef tedaviler mevcuttur.149,150 

 

Taksol, yeni doğal antikanser bileĢikler bulmak üzere NCI 

tarafından değiĢik birçok bitkinin tarandığı bir program kapsamında, 

ABD'de yetiĢen Taxus brevifolia'nın kabuğundan 1971 yılında izole 

edilmiĢtir.153 Bu yıldan sonra üzerinde yapılan yoğun çalıĢmalar sonucunda 

taksol, 1983 yılında faz I, 1985 yılında faz II çalıĢmalarına alınmıĢtır. 

Taksol, FDA tarafından 1992 yılı içinde ovaryum ve 1994 yılında meme 

kanserli hastalara verilmek üzere ruhsatlandırılmıĢtır. Taxol ve türevleri 

antitümör etkilerini, hücrede mikrotübüllerin toplanmasını arttırmak ve 

depolimerizasyonunu önleyerek sabit mikrotubul toplulukları oluĢturmak 

suretiyle göstermektedir.152 
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2.2-Anjiogenezis ve Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü 

(VEGF) 

Anjiogenezis; yeni kapiller damar geliĢimi olup embriyonik 

geliĢme, yara iyileĢmesi ve organ hipertrofisi gibi fizyolojik olaylarda 

görülmesi yanında patolojik durumlarda da izlenmektedir.145 Anjiogenezis 

tümörün beslenmesi ve oksijen alabilmesi için temel gereksinimlerinden 

biridir. Anjiogenezisin temelleri Folkman tarafından 1970 yılında 

tanımlanmıĢtır. Tümör belli bir büyüklüğe ulaĢtığında ortaya çıkan hipoksi 

ve besin ihtiyacı  „anjiogenik anahtar‟ı aktive ederek anjiogenezis„i 

baĢlatmaktadır (ġekil 2). Anjiogenik moleküller çok sayıda olup temel rol 

VEGF ailesi tarafından yürütülmektedir.20,21  

 
          ġekil  1 : Anjiogenezis146 

 
 
 

Kanser hücreleri kontrol mekanizmalarını kaybetmiĢ olarak 

hızla çoğalma özelliğindeki hücreler olup içerdikleri mutasyonlar onların 

vücut korunmasına ve ilaçlara karĢı direnç geliĢtirmesine yardımcı 

olmaktadır. Genel olarak kabul edildiği üzere, türleri ve kökenleri göz 

önünde tutulmaksızın solid tümörler 1mm3 boyuta ulaĢtığında var olan yapı 

ile oksijen ve temel besin madde ihtiyacını devam ettirmesi mümkün 

olamadığından yeni damarlara ihtiyacı ortaya çıkmaktadır.21,22 Tümör 

hücreleri damarlanma geliĢtirme kabiliyetini çeĢitli sitokinler ve genetik 

faktörler ile kontrol etmektedirler. 12,23 
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PI3K/Akt/mTOR uyarı yolağı tümör hücrelerinde hipoksinin 

temel regülatörü olup endotel ve stromal hücrelerden de HIF-1α ve HIF-1α-

cevaplı genlerde (VEGF gibi) artıĢ oluĢturmaktadır.31,32 VEGFR-2‟nin tam 

olarak uyarılımı ancak endotel hücrelerinde ki PI3K/Akt/mTOR uyarı yolağı 

ile sağlanmaktadır.33 Özellikle HIF-1α, oksijen dengesini, glikolizis, 

eritropoesis ve anjiogenezisi etkileyerek cevap vermektedir.24,25,26   

VEGF ailesi ve onun reseptörleri tümör anjiogenezisinde rol 

alan en önemli üyelerden biridir. VEGF, VEGF-A‟den E‟ye kadar 5 tane ve 

PLGF ( placental growth faktör)-1 ve 2 olmak üzere toplam 7 tane üyeden 

oluĢmaktadır. Reseptörleri de VEGFR 1,2 ve 3 olup VEGFR-1 ve VEGFR-

2 anjiogenezisi stimüle ederken VEGFR-3 lenfangiogenezisi stimüle 

eder.45   

VEGFR-2 stimülüsü ile tirozin kinaz kaskat sistemi uyarılarak 

damar permabilitesini arttıran uyarılar (eNOS, NO üretimi), proliferasyon ve 

sağ kalım (bFGF: basic Fibroblast Growth Factor), migrasyon (ICAMs/ 

VCAMs/ MMPs) faktörlerinde artıĢ ile matür kan damarına differensiasyon 

sağlanmaktadır. Diğer taraftan da artmıĢ kan akımı da, VEGF1 ve 2 

reseptörlerinden bol miktarda mRNA üretimi de yaparak VEGF iĢlevini 

negatif yönde kontrol etmektedir.34 Tümör hücreleri yeni damar oluĢumunu 

sağlamak için VEGF gibi çeĢitli büyüme faktörlerini ortama salınımını 

yaparken aynı zamanda da  Protein Kinaz G (bir serine/threonine-spesifik 

protein kinaz‟dır) gibi anti-VEGF özellikli maddelerin salımını da bloke 

etmektedirler.27    

Metabolizması yüksek veya büyük boyutlu olan tümörlerin 

daha fazla damar varlığına gereksinimi vardır. Birçok epitelial over 

kanserinde VEGFR-2 aktivasyonu ve VEGF-A/VEGFR-2 uyarı yolununun 

tümör otokrin fonksiyonu için gerekli olduğu gösterilmiĢtir.28 OBHK hücre 

hatlarında yapılan bir çalıĢmada HIF1α ve VEGF‟in 2.4-2.71 kez artmıĢ 

http://en.wikipedia.org/wiki/Serine/threonine-specific_protein_kinase
http://en.wikipedia.org/wiki/Serine/threonine-specific_protein_kinase
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olduğu saptanmıĢtır.14 Bazı ovarian tümörler Akt/mTOR uyarı yolağı 

üzerinden olmadan da VEGF-A‟yı uyarabilmektedir. 45,78 

Kumar‟ın preoperatif serum VEGF üzerinde yaptığı çalıĢma 

sında VEGF‟in kolo-rektal kanser ilerleyiĢinin iyi bir göstergesi olabileceği 

öne sürülmüĢtür.29  Gastrik kanserlerde yüksek VEGF izlenmesi, yüksek bir 

hepatik metastaz olasılığı ile beraber izlenmektedir. Gastrointestinal 

kanserden kaynaklanan hepatik metastazı tedavi etmek amacı ile anti-

VEGF antikorları uygulanması ile baĢarılı sonuçlar elde edilebilmiĢtir.30   

FDA ve EMA, mTOR inhibitörlerinin böbrek hücreli karsinoma 

için kullanılmasını, VEGF-hedefli tedavi ajanı olarak kullanılan multikinaz 

inhibitörleri olan sorafenib ve sunitinib etkili olmadığında kullanılması için 

onay vermiĢtir.35   
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2.3-Apoptozis 

Apoptozis terimi ilk kez 1972 yılında Kerr tarafından 

kullanılmıĢtır. Yunanca dökülen yaprak anlamında olan apoptozis 

programlı hücre ölümü „nü tanımlamaktadır.36,37   

Nekroz ise apoptozis‟den tamamen farklı olup genetik 

kontrolü yoktur, durumsal nedenler ile oluĢur ve genelde de birden çok 

hücreyi tutma eğilimindedir. Hücrenin zar fonksiyonlarını bozarak, hücrenin 

geniĢleyip patlaması ile sonlanan nekroza inflamatuar bir cevapta eĢlik 

ederken apoptozise inflamatur bir cevap eklenmez ve daima hücreleri tek 

tek tutmaya da meyillidir.38,39   

Embriyolojik dönemde parmakların arasındaki perdenin 

Ģekillendirilmesi, bağırsak epitel hücrelerinin dökülmesi veya kadınlarda 

menstrual siklus değiĢiminde endometrial hücre yıkımı apoptozisin 

fizyolojik örnekleridir. Normal Ģartlarda hücrelerin DNA hasarında da, p53 

üzerinden uyarılan apoptozis ile bu hücreler ortadan kaldırılır. Aynı Ģekilde 

immün hücre seleksiyonu da apoptozisi kullanılır.138 Çok yüksek miktardaki 

apoptozis atrofi ile sonuçlanırken yetersiz apoptosis‟de kontrolsüz hücre 

çoğalması ve kanser ile beraber izlenmektedir.127 

Hücrede apoptozis iki temel mekanizma ile 

gerçekleĢmektedir. Bunlardan birincisi ölüm aktivatörlerinin hücre 

yüzeyindeki reseptörlere bağlanarak tetiklediği „ölüm reseptörü 

yolu‟„dur140,156(ġekil 3). 
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                                    ġekil 2 : Apoptozis156 
 

Diğer yolda hücre içinde oluĢturulan sinyaller ile apoptozisin 

geliĢtiği „mitokondri yolu‟dur140,156(ġekil 3). Mitokondri yolunu uyaran 

sinyaller: radyasyon, hücre içi reaktif radikaller, ATP/ADP ve NADPH 

azalması, hipoksi, Ca++ iyon artıĢı, büyüme faktör eksikliği, antikanser 

ilaçlar ve DNA hasarını yapan faktörler gibi çok sayıdadır.40,41   
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Apoptozisi ilerletenler (Ölüm Aktivatörleri): Bax, Bak, Bad, 

Bid, Bim, BclXs, Noxa, Puma2‟dır. Apotozisi engelleyenler ise (Yaşam 

Aktivatörleri) Bcl-2, BclXL ve Mcl-1‟dir.42   

Kaspaz ailesi (caspaz 1-14) apoptozisin stoplazmik zincirini 

oluĢturmaktadır. Sistein proteazlar olarak da bilinirler ve proteolitik Ģelale 

denilen art arda aktiflenerek fonksiyon görürler. Kaspazların substratları 

hücre siklus kontrol proteinleri, hücre iskelet proteinleri, sitokin öncüleri, 

sinyal iletim proteinleri, DNA-RNA metabolizmasına katılan proteinler, 

transkripsiyon faktörleridir.43  
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2.4-PTEN (Fosfataz ve Tensin Homologu)  

PTEN, 1997 yılında tanımlanmıĢ olup 10q23‟e yerleĢmiĢ bir 

gen ile kodlanmakta olan bir fosfotazdır.139 PTEN PI3P‟u PI2P‟a defosforile 

eder. Bu iĢlem PI3K‟nın tersi yönde fonksiyon olup çok önemli bir ikincil 

haberci olarak rol alan önemli bir yapıdır.44 PTEN hücrede normal Ģartlarda 

da hücre büyüme ve sağ kalımı için gerekli olan Akt cevabının 

inhibisyonun regülasyonunu da sağlar.45-49,124  

Birçok çalıĢılan kanser hücre hattında PTEN‟in fonksiyon 

kaybına sekonder olarak PI3K/Akt/mTOR yolağının aktive olduğu 

gösterilmiĢtir. PTEN, p53‟den sonra mutasyonu en sık izlenen tümör 

supressörü olarak kabul edilir.51 PTEN‟in melanoma, glial tümörler, prostat, 

meme, tiroid, akciğer, endometrial ve hepatosellüler karsinomlar gibi bazı 

kanserlerde mutasyon sıklığı çok yüksek olup yaklaĢık %50 oranında 

izlenebilmektedir.50 

Tümörlerde PTEN özellikle LOH ile inaktivedir. Ayrıca PTEN 

metilasyon, mikroRNA ve nükleer membranındaki delokalizasyonu ile de 

inaktive olabilmektedir.51,94,154  

 EGR-1(Early Growth Regülated Transcription Factor-1), 

PPAR-ү(Peroxisome Proliferator-activated receptor-ү), p53, SPYR-

2(Human sprouty homolog-2) ve Resistin,  PTEN transkripsiyonunu pozitif 

yönde regüle etmektedir. PTEN transkripsiyonunu negatif yönde regüle 

edenler ise; mitogen activated protein kinase kinase-4 (MKK4), 

transforming growth factor (TGF), proto-onkojenik transkripsiyon 

faktör‟lerdir.48,51,126 
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PTEN‟in fonksiyonunun önemli bir göstergesi de PTEN‟in 

hücre içi lokalizasyonudur. Ġmmünohistokimyasal olarak gösterilen 

Nükleer/ Stoplazmik PTEN miktarında artıĢ tümör hücreler ile kıyaslanınca 

normal hücrelerde daha belirgindir ve tümöral hücrelerin differansiasyonu 

ile de değiĢiklik göstermektedir.53 Nükleer PTEN miktarın da 

immünohistokimyasal olarak saptanan artıĢ PTEN iliĢkili tümör supressör 

etki, azalmıĢ nükleer PTEN miktarının da artmıĢ tümör progresyonu ile 

iliĢkili olduğu gösterilmiĢtir.54 

 

 

             ġekil 3 : PI3K-Akt yolağı ve PTEN denetlenimi51 
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PTEN regülasyonunda iki tane temel feed-back mekanizması 

izlenmektedir; Bunlardan bir tanesi mTORC1 aktivasyonu sonucu IRS-1  

(Insulin Receptor Substrate-I)‟de transkripsiyonel represyon ve inhibitör 

fosforilasyon oluĢturarak sonrasındaki PI3K-Akt uyarılımını azaltmaktadır 

(ġekil 3, yeĢil renkte izlenen hat).  Bu feed-back mekanizmasını Rapamisin 

mTORC1 inhibisyonu ile bloke etmektedir.51 Diğer inhibisyon mekanizması 

ise; FOXO uyarılı negatif feed-back (ġekil3, turuncu renk) olup bu da RTK 

(reseptör tirozin kinaz) inhibisyonu yapmaktadır51,45  

 

 
 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

15 

2.5-mTOR Yapısı ve Aktivasyonu 

mTOR; (mammalian Target Of Rapamycin) 289kDa 

ağırlığında bir serin/threonin kinaz olup PI3K-iliĢkili kinaz (PIKK) ailesinin 

bir üyesidir.55 mTOR yolağı hücrede büyüme ve geliĢme için temel olup 

hücre proliferasyonu, anjiogenezis, DNA hasar kontrol basamakları, 

telomer uzunluğunun yönetimi, translasyon, transkripsiyon, mRNA 

döngüsü, protein stabilitesi, aktin iskelet organizasyonu, anjiogenez ve 

otofaji gibi çok sayıda önemli fonksiyonları düzenlemektedir.55,56   

 
                     

        ġekil 4 : mTOR komplekslerinin yapısı57 

 

 

Memelilerde TOR, mTORC1 ve mTORC2 olmak üzere iki 

farklı TOR kompleksinden oluĢmaktadır. mTORC1; mTOR katalitik subuniti 

ve raptor (regulatory associated protein of mTOR) ve mLST8 (aynı 

zamanda GβL olarak bilinir) olarak bilinen iliĢkili proteinlerden 

oluĢmaktadır. mTORC2; mTOR, mLST8/GβL, rictor (rapamycin-insensitive 

companion of mTOR) ve mSin1(mitogen-activated-protein kinase iliĢkili 

protein-1 olarak da bilinen)‟den oluĢan subunitlerden oluĢmaktadır45,55 

(ġekil 4). 

mTORC1 kompleksinin normal ve tümöral hücrelerde önemli 

bir kompleks olduğu gösterilmiĢ olmasına rağmen mTORC2‟nin rolü tam 

olarak bilinmemektedir.58  
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Rapamisin, FKBP-12 ile etkileĢerek oluĢturduğu inhibitör 

kompleks‟i mTORC1‟i inhibe ederken mTORC2‟ni etkilememektedir(ġekil 

5). Bu yüzden mTORC1 kompleksi rapamisin-duyarlı iken mTORC2 

duyarlı değildir. Aynı Ģekilde besinsel maddelerinin uyarılarının 

hissedilmesine karĢı mTORC1 duyarlı iken, mTORC2 duyarlı değildir.35,45 

               
 

ġekil 5 : mTOR‟un yapısı-FRB domaini Rapamycin-FKB-12    
inhibitör kompleksine kuvvetli afinite gösteren alan içerir57 

 

 

mTOR‟un fonksiyonun regülasyonunda mTOR öncesinde 

veya sonrasında yer alan çok sayıda denetleyici basamak mevcuttur. Ana 

hatları ile denetleme yapısı: Reseptör Tirozin Kinaz‟ın mitojen uyarımı 

sonrası PI3K ve Akt aktive olmaktadır. Akt T308‟de, PDK1 ile ve mTORC2 

(rictor) ile de S478‟de fosforile edilmekte ve böylece tam aktivasyonu ile 

TSC2‟ yi fosforile etmekte, bu da Rheb GTPaz ve mTORC1(raptor) 

aktivasyonuna yol açmaktadır. Enerji-hassas yolak (örneğin aminoasitler 

ve ATP üzerinden) LKB1 üzerinden mTOR‟a bağlanır. LKB1, AMPK‟yi 

aktive ederek TSC1 ve 2‟yi aktive eder ve mTORC1‟ü inhibe eder.  

mTORC1 aktivasyonu S6K1 ve 4E-BP1‟ü fosforiller ve 4E-

BP1‟ün, eIF-4E‟den ayrılmasını sağlar. Bu durum geriye dönük olarak 5’-

cap-bağımlı mRNA(5’-CAP) ve 5’-terminal oligoprimidine (5’-TOP) mRNA 

translasyonunu uyarmaktadır 147,155(ġekil 6). 
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ġekil 6 : mTOR denetleme basamakları148 

 

 
 
 

   2.5.1. mTOR’un Üst Uyarı Basamakları :  

   2.5.1.1. PI3K/AKT Uyarı Yolağı: 

Reseptör Tirozin Kinazlar(RTK), PI3K‟nı Protein Kinaz-C 

(PKC), SHP1, Rho ve Src gibi proteinler üzerinden aktive ederler. PI3K 

Aktivasyonu ile PI(4)P ve PI(4,5)P2‟yi, sırasıyla PI(3,4)P2 ve PI(3,4,5)P3‟e 

fosforiller.20 PTEN ise fosfotaz PI(3,4,5)P3‟nü tekrar geriye PI(4,5)P2‟ne 

defosforile ederek reseptör tirozin kinaz ve PI3K aracılı PDK ve Akt‟ye 

uyarı iletimini antogonize eder. Bu yüzden PI3K aktivasyonu ve PTEN 

mutasyonu kanserlerde sık izlenen bir bulgudur59 (ġekil 6).   
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Akt‟nin tam aktivasyonu daha sonra, TSC1 ve TSC2‟ni inhibe 

ederek mTOR ve alt hedefleri aktive eder.67 p53, PI3K/Akt/mTOR 

yolağında, PTEN aktivitesini pozitif olarak arttırır.143   

 

                                                ġekil 7 :  Ras/mTOR yolağı141 

  2.5.1.2. Ras/Raf/MEK/ERK Uyarı Yolağı:  

Ras proteinleri (H-Ras, K-Ras ve N-Ras), GDP/GTP ayarlı bir 

anahtar gibi fonksiyon gören önemli bir onkoproteinlerdir. Ras/MAPK 

yolağı TSC(Tuberous Sclerosis)‟i hedeflemektedir. Normal bir hücredeki, 

Ras GDP bağlıdır ve inaktiftir. Büyüme faktörleri, hormonlar ve sitokinler 

tarafından aktive olup Raf kinazları aktive eder.61  



 

 

19 

  Memeli hücrelerinde Raf serine/threonin kinazlarının da A-

Raf, B-Raf ve C-Raf(RAF1) olmak üzere üç farklı izoformu vardır. A-Raf ve 

B-Raf bazı dokular ile sınırlı ekspresyon sergilerken C-Raf tüm hücre ve 

dokulardan ekspresse edilmektedir. Aktivasyondan sonra Raf hücrede 

proliferasyona yol açar141(Ģekil 7). TSC1 (aynı zamanda hamartin olarak 

da bilinir) ve TSC2 (aynı zamanda tuberin olarak da bilinir) aktivasyonu 

mTORC1‟nin negatif regülasyonu ile sonuçlanmaktadır.62 Tümörlerde çok 

sayıda Ras ve Raf mutasyonu veya aberasyonu izlenmektedir.63  

  2.5.1.3. AMPK ve Diğer Moleküller: 

mTOR aktivasyonunda ayrıca besinler de önemli rol 

almaktadır. Amino asid açlığı hızla mTOR‟un alt basamaklarında rol alan, 

S6K1 ve 4E-BP1 defosforilasyonu yapmakta iken ortama yeniden amino 

asitlerin eklenmesi de S6K1 ve 4E-BP1 fosforilasyonunu sağlamaktadır 

(ġekil 8). Besinler TOR uyarı yolağını ATP enerji yolağı, AMP-Aktive 

Protein Kinaz(AMPK) aktivitesi ATP/AMP dengesi ile ile regüle etmektedir. 

Aktive AMPK, TSC2 üzerinden mTOR inaktivasyonu gerçekleĢtirir.55  

  2.5.1.4. Diğer Etkenler: 

Birçok çevresel stres de mTOR uyarı yolağını regüle 

etmektedir. Örneğin hipoksi ve DNA hasarı mTOR aktivitesini azalma 

yönünde regüle etmektedir.64 Hipoksi sonrası salınan HIF1, REDD1 ve 

REDD2‟nin her ikisinin de artıĢına yol açarak ters yönde TSC1 ve TSC2 

üzerinden mTORC1‟un uyarı ve protein sentezinin inhibisyonunu 

gerçekleĢtirmektedir.55,65  
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                  ġekil 8 : mTORC1‟in aminoasitler ile aktivasyonu71 
 

  2.5.2.  mTOR Alt Uyarı Basamakları 

mTORC1 yolağı, kendi alt düzenleyicileri olan 4E-BP1 ve 

p70S6K1 ile hücre büyümesini regüle etmektedir.55 Everolimus S6K1 ve 

4E-BP1 aktivasyonunu da önleyerek hücrenin büyümesi, proliferasyonu ve 

G1-S geçiĢi inhibe edilir ve apotozisi uyarılmaktadır.76,77 

  2.5.2.1.  4E-BP1: 

4E-BP1 (Eukaryotic translation initiation factor 4E binding 

protein1), eIF4F (Eukaryotik translation initiation factor)‟in mRNA cap 

bağlayıcı subuniti ile iliĢkili protein translasyonunun baĢlamasını inhibe 

eder. mTOR direk olarak 4E-BP1 aktivitesini fosforilleyerek inhibe eder. 

Rapamisin ile mTOR aktivasyonunun inhibisyonu, protein translasyonunu 

önleyen 4E-BP1‟nun defosforilasyonuna yol açar.66 mTOR inhibisyonu 

ribozom biyosentezinde downregülasyona yol açarak ve otofaji gibi 

katabolik olayların üst düzenlenimini sağlar ki bu durum açlık durumuna 

temel adaptasyon ve hayatta kalmak için gereklidir.55,67  
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  2.5.2.1.  P70S6K1: 

mTOR‟un inhibe ettiği diğer önemli bir molekülde, 

Serin/threonin kinaz  olan p70S6K1(70-kDa ribozomal protein S6 kinaz 1: 

S6K1)‟dır.  p70S6K1‟nin hedefleri; ribozomal proteinleri, uzama faktörlerini 

ve Insulin Growth Faktor 2 (IGF1)‟ni içermektedir.55   

  p70S6K, hücrede protein sentezinin potent regülatörü olup 

hücre büyümesinde kritik rol oynamaktadır. p70S6K1, HIF-1 ve VEGF 

ekspresyonu yanında bunların, üst yolaklarında yer alan PI3K/AKT ve ERK 

üzerinden de etkileyerek hücre proliferasyonuna, tümör büyümesine ve 

anjiogenezise etkilerini dengeleyen önemli bir moleküldür.59,68    

Klinik kanser araĢtırmalarında birçok onkojenik yolak etkilerini 

mTOR üzerinden göstermektedir ve mTOR uyarı yolağının altında çalıĢan 

hedeflerden bazılarının da da prognoz ile iliĢkili olduğu saptanmıĢtır. 

P70S6K1‟nin aktivasyonu veya overekspresyonu çeĢitli tümör hatlarında 

ve aynı zamanda da bazı meme kanserlerinde de gösterilmiĢ olup etki 

özellikle tümör anjiogenezisi ve invazyon yeteneği ile de iliĢkili olduğu 

gösterilmiĢtir.129,142 

  2.5.3.  mTOR ile ĠliĢkili Diğer Moleküller: 

mTOR inhibitörleri hücre siklus ilerleyiĢini ve hücre 

proliferasyonunu, CDK4 (Cyclin Dependent Kinase-4)-cyclin D1 kompleksi 

üzerinden de engellerler.71 mTOR inhibitörleri tarafından CDK4-cyclin D1 

kompleksin‟de azalma da aynı zamanda Rb fosforilasyonunu inhibe etmesi 

mTOR‟un G1-S geçiĢinin regülasyonu‟ndaki önemli rolünü göstermektedir. 

Bu yüzden mTOR‟un rapamisin tarafından inhibisyonu hem sitostatik ve 

hem de hücre sağ kalım cevaplarını aktive etmektedir. 



 

 

22 

mTOR diğer taraftan da polimeraz(pol) I ve III fonksiyonu 

üzerinden RNA transkripsiyonunda hem transkripsiyonel hem de 

translasyonel seviyeler üzerinden protein sentezini regüle ederler 45  

p53 ile mTOR uyarı yolağının da çok sıkı iliĢkisi vardır. p53 

yolağı DNA hasarı veya hipoksi gibi hücresel stres uyarıları ile aktive 

olurlar ve hücrede hücre siklusunda durma veya apoptozis ile sonuçlanan 

yolu geliĢtirir.  p53 aktivasyonuna bağlı olarak mTOR aktivitesi baskılanır.60 

Bu yüzden p53 inaktivasyonu da, TSC1-TSC2 inhibisyonu yaparak ile 

mTOR aktivasyonuna yol açmaktadır. 143  

Matrix Metalloproteinazları (MMP-2 ve MMP-9) ile kollajen 

tipIV‟nin degredasyonu ve bazal membranın yıkılmasının da mTOR 

bağımlı yolak ile regüle olduğu gösterilmiĢtir.69 Phospholipaz-D  (PLD), 

PI3K‟den bağımsız olarak mTOR‟u stimüle ettiği ve hem invazyon hem de 

tümör hücrelerinin migrasyonunda etkileri gösterilmiĢtir.70 
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2.6. mTOR Ġnhibitörleri ve Everolimus 

Rapamisin, 1975 yılında Pasifik Okyanusundaki Rapa Nui 

adasında Streptomyces hygroscopicus‟dan elde edilmiĢ, 914.2 kDa 

ağırlığında bir bakteriel makroliddir45,72. Aslında immünosupressif özellikleri 

olan bir antifungaldir ve bu etkisi nedeni ile ilk baĢta böbrek 

transplantasyonlarında kullanılmıĢ olup sonradan da antitümör etkisi 

saptanmıĢtır. Rapalog olarak bilinen çok sayıda yapısal deriveleri elde 

edilmiĢtir. Everolimus®/Novartis(RAD001), Temirolimus®/Wyeth ve AP-

23573®/Ariad bilinen rapaloglar (ġekil 9-10) olup bunların çok sayıda faz I 

ve II klinik çalıĢmaları devam etmektedir.45,73,74   

                    

                     ġekil 9 : Rapamisinin yapısı158 

Everolimus® (RAD001), mTOR aktivasyonunu mTOR‟un 

inhibitör kompleksi olan FKBP-12 (FK506 binding protein-12)‟ye 

bağlanarak inhibe etmektedir. Sonuçta oluĢan kompleks, mTOR aktivitesini 

bloke etmektedir.58,130 

Everolimus, mTOR tarafından uyarılan S6K1 ve 4E-BP1 

aktivasyonu bloke edilerek;  hücre büyümesini, proliferasyonunu ve G1-S 

geçiĢini inhibe ederken apotozisi de uyarmaktadır.76,77 Everolimus direk 
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olarak da kanser hücrelerini büyüme ve çoğalmasını engellerken insan 

xenograft tümöründe de gösterildiği üzere endotel hücrelerinin 

proliferasyonunu önleyerek anjiogenezisi de inhibe etmektedir75   

                  

                   ġekil 10 : Everolimusun yapısı159 

Rapaloglar in vitro olarak HUVEC (Human Umblical Vein 

Endothelial Cell) inhibisyonu ve kültüre tümör hücrelerindeki VEGF ve HIF-

1 ekspresyonunu azalttığı ve çeĢitli deneysel tümör modellerinde de kan 

damar dansitesini düĢürdüğü gösterilmiĢtir.131 Everolimus‟un solid tümörler 

üzerindeki antitümör aktivitesi antivasküler ve antianjiogenik fonksiyonun 

da önemli katkısı olmaktadır.32   

Everolimus in vitro olarak birçok memeli tümör hattında 

büyümeyi inhibe ederken tek baĢına kullanımı ile hücre ölümü tam olarak 

izlenememektedir35 Çok sayıda çalıĢmada mTOR inhibitörlerinin in vivo 

olarak kemoteropatik ajanlara karĢı tümör duyarlılığını arttırdığı da 

gözlenmiĢtir.66,79,80 Ancak 48 farklı histotipi bulunduran hücre hattında 

yapılan bir çalıĢmada gösterildiği üzere everolimus‟un etkisi sabit bir 

yapıda olmadan geniĢ bir IC50  değeri verdiği izlenmektedir.35   

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/a/a1/Everolimus.svg
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3-GEREÇ VE YÖNTEM  

 

ÇalıĢmamızda, ATCC‟den sağlanan insan over berrak hücreli 

karsinoma hücre hattı olan ES-2/CRL-1978® „de Everolimus‟un tek baĢına 

ve taxol ile birlikte, doz ve süreye bağımlı olarak uygulanması sonrasında, 

meydana gelen apoptotik etkiler, genomik ve transkripsiyonel (mRNA) 

düzeylerde belirlendi. 

3.1. Kullanılan Araç ve Gereçler 

3.1.1.Hücre Kültürü 

 

Bu çalıĢmada, ATCC‟den sağlanan insan over berrak hücreli 

karsinoma hücre hattı olan ES-2/CRL-1978® hücre hattı Dulbecco‟s 

Modified Eagle Media (DMEM)‟lı besiyerinde kültüre edildi. 

3.1.2.Kullanılan Cihazlar 

 

 Biyogüvenlik kabini (DanLaf, Danimarka) 

 Karbondioksitli etüv (Sanyo, Japonya) 

 Invert mikroskop (Zeiss, Almanya) 

 IĢık mikroskobu (DCM 4000, Leicia, Almanya) 

 LightCycler Real-Time PCR cihazı (Roche, Almanya) 

 Mikroplaka ELISA okuyucu (SpectraMax M3, Molecular 

Devices, ABD) 

 Mastercycler Ep Gradient otomatik ısı döngü cihazı 

(Eppendorf, ABD) 

 Floresan ataçmanlı mikroskop (Olympus BX-50, Japonya) 

 Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000) (Thermo Scientific, 

ABD) 
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 Soğutmalı santrifüj (Hettich Mikro 22 R, Almanya) 

 pH metre (WTW 422, Almanya) 

 Hassas terazi (AND-ER-182A, Japonya) 

 Manyetik karıĢtırıcı (TMA 2071, Almanya) 

 Spin vorteks (Biosan, Rusya) 

 Mikropipetler, 10µL, 100µL, 100µL (Bt10, Bt100, Bt1000 

Biohit, CLP, ABD) 

 Derin dondurucu, -30°C (Sanyo, Japonya) 

 Derin dondurucu, -86°C (Sanyo, Japonya) 

 Buzdolabı (Arçelik, Türkiye) 

 

3.1.3.Kullanılan Sarflar 

 

 Hücre üreme flaskları, 25cm2 ve 75cm2 (Corning, ABD) 

 Petriler, 35mm, 60mm ve 100mm (Corning, ABD) 

 Hücre kryo (dondurma) ampülü (Greiner, Almanya) 

 Kültür tüpleri (Corning, ABD) 

 Mikrosantrifüj tüpleri (CLP, Almanya) 

 

3.1.4.Kullanılan Kimyasal Maddeler 

 

 Everolimus(Sigma, ABD) 

 Taxol (EczacıbaĢı, Türkiye) 

 Dimetil sülfoksit (DMSO) (Ambresco, ABD) 

 McCoy‟s 5A  besiyeri (HyClone, Thermo, ABD) 

 Fetal sığır serumu (FCS) (inaktif) (HyClone, Thermo, ABD) 

 Penisilin/Streptomisin (HyClone, Thermo, ABD) 

 Glutamin (HyClone, Thermo, ABD) 

 Tripsin-EDTA (HyClone, Thermo, ABD)  

 Akridin Oranj (Sigma, ABD)  

 Etidyum Bromür (Sigma, ABD) 

 Fenilmetilsülfonilflorid (PMSF) (Roche, Almanya) 
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 Primer (PTEN, mTOR, VEGFA)  

 Etanol (Sigma, ABD) 

 

3.1.5.Kullanılan Kitler 

 Cell Proliferasyon Kiti II (XTT) (Roche, Almanya) 

 TaqMan Master KarıĢımı (Roche, Almanya) 

 Transcriptor First Strand cDNA Sentez Kiti (Roche, Almanya) 

 High Pure RNA Ġzolasyon Kiti (Roche, Almanya) 

 

 

 3.2. Besiyeri ve Çözeltilerin HazırlanıĢı 

 
3.2.1. % 10‟luk McCoy‟s 5A Besiyerinin HazırlanıĢı 

 

450 ml McCoy‟s 5A besiyeri içerisine, 50 ml fetal sığır serumu 

(FCS), 200 mM L-glutaminden 10 ml ve son konsantrasyonu 100 

IU/ml penisilin ile 100 µg/ml streptomisin olacak Ģekilde hazırlandı. 

 

3.2.2.  DMEM,% 1‟lik Besiyerinin HazırlanıĢı 

 

DMEM (495ml)besiyeri içerisine, 5ml FCS, 200mM L-glutaminden 

10ml, 100IU/ml penisilin, 100µg/ml streptomisin eklenerek %1‟ lik 

DMEM besiyeri hazırlandı. 

 

3.2.3. XTT KarıĢımının Hazırlanması 

Tek bir kuyucuk için 50ìL XTT iĢaretleyici ajan ve 1ìL elektron 

eĢleĢme ajanı kullanım öncesinde taze olarak hazırlandı. 

 

3.2.4.  0.2M Na2HPO4 Çözeltisinin HazırlanıĢı 

1.42g Na2HPO4 tartılarak son hacim 50ml olacak Ģekilde distile su 

içinde çözüldü. 
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3.2.5. 0.1M Sitrik Asit Çözeltisinin HazırlanıĢı 

0.96g sitrik asit tartılarak son hacim 50ml olacak Ģekilde distile su 

içinde çözüldü. 

 

3.2.6.  Fosfat-Sitrat Çözeltisinin (pH: 7.8) HazırlanıĢı 

0.2M Na2HPO4 çözeltisi ile 0.1M sitrik asit çözeltisi 48:2 oranında 

karıĢtırılarak hazırlandı. Bu amaçla, 48ml 0.2M Na2HPO4 çözeltisi 

içine 2ml 0.1M sitrik asit çözeltisi eklendi. Hazırlanan çözeltinin 

pH‟sı 7.8‟e ayarlandı. 

 

3.2.7. Nonidet %0.25 P-40 (NP-40) Çözeltisinin HazırlanıĢı 

25ìL NP-40 alınarak son hacmi 10ml olacak Ģekilde distile suda 

çözüldü. 

 

              3.2.8. 1mg/ml Proteinaz K Çözeltisinin HazırlanıĢı 

1mg Proteinaz K tartılıp 1ml distile su içerisinde çözülerek 

hazırlandı. 

 

     3.2.9. 1mg/ml Ribonükleaz A (RNaz A) Çözeltisinin 

hazırlanıĢı 

1mg RNaz A enzimi tartılıp 1ml distile su içerisinde çözülerek 

hazırlandı. 

 

      3.2.10. 10X Tris Borat EDTA (TBE) Stok Çözeltisinin 

HazırlanıĢı 

Tris bazı   54g 

Borik asit   27.5g 

0.5M EDTA (pH: 8) 20ml 

Kimyasallar bir miktar distile suda çözündükten sonra son hacim 

500ml olacak Ģekilde üzerine distile su eklendi. 
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     3.2.11. 0.5 M EDTA Çözeltisinin HazırlanıĢı 

29.2g EDTA, 160ml distile su içerisinde çözündükten sonra son 

hacim distile su ile 200ml‟ye tamamlandı ve pH‟sı 8 olacak Ģekilde 

ayarlandı. 

 

    3.2.12. 1X Tris Borat EDTA (TBE) Tamponunun HazırlanıĢı 

50ml 10X TBE, distile su ile 500ml‟ye tamamlanarak istenilen 

konsantrasyona seyreltildi. 

 

3.2.13. Oranj G Jel Yükleme Tamponu 

55ml Gliserol, 100mg Oranj G ve 45ml 1X TBE tamponu 

karıĢtırılarak hazırlandı.  

 

3.2.14. Stok Etidyum Bromür Boyasının HazırlanıĢı 

100mg etidyum bromür 10ml distile suda çözülerek hazırlandı. 

3.2.15. PBS çözeltisinin hazırlanması 
 

1.09g Na2HPO4, 0.32g NaH2PO4 ve 9g NaCl tartılıp 800ml distile 

su içerisinde çözüldükten sonra pH‟sı 7.4‟e ayarlanıp son hacim 

distile su ile 1 litreye tamamlandı. 
 

3.3. Yöntemler 

 

                      3.3.1. Hücre Kültürü 

ES-2/CRL-1978 hücreleri, %10‟luk McCoy‟s 5A besiyerinde 

%95 nem ve %5 CO2‟li ortamda 37 C‟de kültüre edilerek çoğaltıldı. 

Hücreler everolimus ile 1nM, 10nM, 100nM, 500nM ve 1000nM 

konsantrasyonlarda olacak Ģekilde ve taxol ile 5nM, 25nM, 50nM, 75nM, 

100nM, 250nM, 500nM, 1000nM olacak Ģekilde 24, 48, 72 saat inkübe 

edildi. Daha sonra taxol5 ve 25nM ile everolimus 1 ve 10nM olacak Ģekilde 
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bileĢimler 48 saat inkübe edildi. DMSO çözücü kontrolü olarak kullanıldı ve 

aynı süre için inkübe edildi. Ġnkübasyon sonrasında yapılan analizler 

sonucunda everolimus ve taxol‟un her bir dozdaki sitotoksik ve apoptotik 

etkileri belirlendi. Her bir konsantrasyon için 3 ayrı kültür yapılarak deney 

tekrarlandı.  

3.3.2. XTT Sitotoksisite Deneyi 

ES-2/CRL-1978 hücrelerinde everolimus, taxol ve everolimus 

+ taxol bileĢiminin sitotoksik etkisinin değerlendirilmesi için XTT 

kolorimetrik kiti kullanıldı. Aynı pasaj numarasına sahip ES-2/CRL-1978 

hücreleri, hücre kültür kaplarının %70‟ini kapladığında besiyerleri 

uzaklaĢtırıldı. Tripsin-EDTA karıĢımı kullanılarak hücrelerin tabandan ve 

birbirlerinden ayrılması sağlandı. Daha sonra hücreler thoma lamı ile 

sayıldı. Hücreler, %1 FCS içeren McCoy‟s 5A içerisinde (ekilen hücre 

sayısının sabit kalması için %1‟lik FCS içeren McCoy‟s 5A kullanıldı) 

süspansiyon haline getirildikten sonra her kuyucuğa 100µL (104 hücre) 

gelecek Ģekilde 96 kuyucuklu hücre kültür kaplarına ekildi.  

Hücreler 37°C ve %5 CO2‟li etüvde bir gece inkübe edildikten 

sonra besiyerleri uzaklaĢtırıldı. Daha sonra hücreler yukarıda belirtilen 

dozlarda everolimus, taxol ve everolimus + taxol bileĢiminin ile hazırlanmıĢ 

%10‟luk FCS içeren besiyerinde, 24, 48 ve 72 saat süreyle 37°C‟de %5 

CO2‟li etüvde inkübe edildi. Belirtilen sürelerin sonunda her bir kuyucuğa 

50µL gelecek Ģekilde XTT karıĢımı eklendi ve formazan ürününün 

oluĢturduğu renk değiĢimi 4 saat sonunda mikroplaka ELISA okuyucu ile 

490nm dalga boyu aralığında belirlendi. Negatif kontroller sıfır absorbans 

değeri olarak kullanıldı. 
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3.3.3. Floresan Mikroskobunda Canlı /Apoptotik/ Nekrotik 

Hücrelerin Değerlendirilmesi 

Hücre kültürlerinin sonlandırılmasını takiben hücreler 3µL 

akridin oranj (100µg/ml) ve 3µL etidyum bromür (100µg/ml) ile boyanarak 

floresans mikroskobunda apoptoz açısından değerlendirildi. Akridin oranj 

sadece canlı hücrelerin DNA‟sına bağlandığından canlı hücreler yeĢil 

renkte görülürken, etidyum bromür nekrotik hücrelerde kırmızı rengin 

oluĢmasına neden oldu. Buna karĢın her iki boya birlikte kullanıldığında, 

apoptotik hücreleri boyayarak sarı-turuncu renkte ve karakteristik apoptotik 

nükleus görünümünü yansıtarak apoptozun belirlenmesine olanak sağladı. 

3.3.4. Hücre Kültüründen Total RNA SaflaĢtırılması 

Ġnkübasyon süresi sonunda steril flasklarda ekili bulunan 

hücrelerden RNA izolasyonu, “High Pure RNA Isolation Kiti” kullanılarak, 

aĢağıda yazılı olan protokole göre yapıldı. Kontaminasyonu engellemek 

amacı ile saflaĢtırma iĢlemi biyogüvenlik kabininin içinde gerçekleĢtirildi. 

 Hücrelerin üzerine 200µL PBS ve 400µL Lizis tamponu 

eklenip 15 saniye vortekslendi. 

 Filtre, toplama tüpüne yerleĢtirilip tüm karıĢım filtre üstüne 

aktarıldı. 

 9000rpm‟de 15 saniye santrifüj edildi. 

 Toplama tüpünde toplanan sıvı atılıp filtre aynı tüpe tekrar 

yerleĢtirildi. 
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 Her bir örnek için 90µL DNaz Ġnkübasyon tamponu steril tüpe 

alındı ve 10µL DNaz I eklendi. Pipetaj ile karıĢtırıldıktan 

sonra karıĢım filtrenin ortasına bırakıldı. 15 dakika oda 

sıcaklığında inkübe edildi. 

 500µL‟lik 1. yıkama tamponu filtre üzerine eklendi ve 

9000rpm‟de 15 saniye santrifüj edildi. Filtre altında toplanan 

kısım atıldıktan sonra aynı toplama tüpü içerisine yerleĢtirildi. 

 500µìL‟lik 2. yıkama tamponu filtre üzerine yerleĢtirildi ve 15 

saniye 9000rpm‟de santrifüj edildi. Filtre altında toplanan 

kısım atıldıktan sonra aynı toplama tüpü içerisine yerleĢtirildi. 

 200µL‟lik 3. yıkama tamponu filtre üzerine eklendi ve 3 dakika 

13500rpm‟de santrifüj edildi. 

 Toplama tüpü atıldı. Filtre, steril 1.5ml‟lik mikrosantrifüj 

tüpüne yerleĢtirildi. 

 Filtre üzerine 20µL örnek seyrelti çözeltisi eklendi ve 

9000rpm‟de 1 dakika santrifüj edildi. 

 Elde edilen RNA‟ ların miktarları ve saflığı “NanoDrop ND-

1000 Spektrofotometre” cihazında ölçülerek RT-PCR‟da 

kullanılana kadar -80°C‟lik derin dondurucuda saklandı. 
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3.3.5. cDNA Sentezi 

Elde edilen RNA‟lar spektrofotometrede 260nm dalga 

boyunda ölçülerek mikrolitredeki mikrogram değerleri belirlendi. Primer 

olarak random hekzamerler kullanılarak cDNA sentez kiti ile total RNA‟dan 

cDNA sentezi yapıldı. cDNA sentezi sırasında kullanılan malzemeler ve 

miktarları Tablo 1‟de verilmiĢtir.  

Tablo 1:  cDNA RT-PCR tepkime karıĢımı       

 Son Konsantrasyon Hacim 

Steril H2O-PCR grade - RNA miktarına göre değiĢken 

Reaksiyon Tamponu 1x (8mM MgCl2) 4µL 

dNTP 1mM 2µL 

Random hekzamer primeri 60µM 2µL 

RNaz inhibitörü 20 ünite 0.5µL 

Transcriptor Ters Transkriptaz 10 ünite 0.5µL 

Total RNA 1µg 1µg olacak Ģekilde 

 

cDNA için PCR karıĢımı ince çeperli 0.2ml‟lik mikrosantrifüj 

tüplerine dağıtıldıktan sonra saflaĢtırılan total RNA eklendi. 

 

3.3.5.1. cDNA RT-PCR Programı 

Otomatik ısı döngüsü cihazı, Tablo 2‟de belirtilen programa 

ayarlanarak cDNA ters transkripsiyon polimeraz zincir tepkimesi uygulandı. 
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    Tablo 2 : Otomatik ısı döngüsü cihazında uygulanan program 

                          

 Sıcaklık Zaman Döngü sayısı 
Primer Bağlanması 25°C 10dk 1 
Ters transkripsiyon 50°C 60dk 1 
Ġnaktivasyon 85°C 5dk 1 

Soğutma 4°C - 1 

 

Reaksiyon sonucu cDNA örnekleri Real-Time PCR‟da 

kullanılıncaya kadar -20°C‟lik derin dondurucuda saklandı. 

3.3.5.2. Genlerin Ġfade Edilmesinin Real-Time PCR ile 

Ölçümü 

PTEN, mTOR ve VEGF-A genlerinin mRNA miktarları, Real-

Time PCR yöntemi ile Light Cycler (LC) cihazı kullanılarak yapıldı. 

Amplifikasyonlar 20µL toplam tepkime hacmi içerisinde; cDNA, bölgeye 

özgü primerler, UPL TaqMan probu, LightCycler TaqMan Master karıĢımı 

ve distile su kullanılarak gerçekleĢtirildi. PTEN, mTOR ve VEGF-A gen 

ifadelenmesini normalize etmek için GAPDH mRNA düzeyi referans olarak 

alındı. Göreceli gen ifade edilme sonuçları “Pfaffl” matematiksel yöntemi ile 

hesaplandı. 

3.3.5.3. mTOR Geninin Ġfade Düzeyinin Kantitatif Analizi 

mTOR genine ait UPL prob ve primerlerin cDNA‟daki 

yerleĢimleri ġekil 11‟de gösterildi.  
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mTOR Forward 5‟- TGCTGGAAGCCTTTGTCTATG-3‟ 
mTOR Reverse 5‟- CGCTTGTTGCCTTTGGTATT-3‟ 
75 numaralı prob dizisi: 5‟-GGAGGCTG-3‟ 
 

       
 
 

ġekil 11 : mTOR mRNA‟sının belirlenmesinde kullanılan primerler ve 
UPL probun cDNA dizisi üzerindeki yerleĢimi (Referans: 
ENST00000361445 giriĢ no‟lu dizi) (Translasyon baĢlangıç 
nükleotidine göre numaralandırılmıĢtır). 

 
 
 

ġekil 12‟de gösterilen primer ve problar kullanılarak Real-

Time PCR tepkimesi LC cihazında gerçekleĢtirildi.  

Tablo 3 : mTOR Real-Time PCR tepkime karıĢımı 

 Son Konsantrasyon Hacim 

dH2O - 6.2µL 

MgCI2 (25mM) 4mM 1.2µL 

mTOR Primer F (10pmol/µL) 2.5pmol 0.25µL 

mTOR Primer R (10pmol/µL) 2.5pmol 0.25µL 

mTOR TaqMan prob (100pmol/µL) 10pmol 0.1µL 
TaqMan karıĢımı (10x) 1x 1µL 

cDNA - 1µL 
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3.3.5.4.   PTEN Geninin Ġfade Düzeyinin Kantitatif Analizi 

 
PTEN Forward primer: 5‟-
CGAACTGGTGTAATGATATGTGC-3‟ 
PTEN Reverse primer: 5‟-CGCCTGTGACTGGGAATAGT -3‟ 
60 numaralı prob dizisi:  5‟- TGGGGAAG -3‟ 

 

 
 

 
ġekil 12 : PTEN mRNA‟sının belirlenmesinde kullanılan primerler ve UPL 
probun cDNA dizisi üzerindeki yerleĢimi (Referans: ENST00000371953 
giriĢ no‟lu dizi) Translasyon baĢlangıç nükleotidine göre 
numaralandırılmıĢtır. 

 
 
 
                 Tablo 4 : PTEN Real-Time PCR tepkime karıĢımı 
 

 Son Konsantrasyon Hacim 

dH2O - 6.2µL 

MgCI2 (25mM) 4mM 1.2µL 

PTEN Primer F (10pmol/µL) 2.5pmol 0.25µL 

PTEN Primer R (10pmol/µL) 2.5pmol 0.25µL 

PTEN TaqMan prob (100pmol/µL) 10pmol 0.1µL 
TaqMan karıĢımı (10x) 1x 1µL 

cDNA - 1µL 
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3.3.5.5. VEGF-A Geninin Ġfade Düzeyinin Kantitatif Analizi 

VEGFA Forward primer: 5‟-CCATATGATCGAGGACATCCA-3‟ 

VEGFA Reverse primer: 5‟-GACTCCCTCGAGTCTCCAGAT-3‟ 

9 numaralı prob dizisi:  5‟-CAGGCAGC-3‟ 

 
 

ġekil 13. VEGFA mRNA‟sının belirlenmesinde kullanılan primerler ve UPL 
probun cDNA dizisi üzerindeki yerleĢimi (Referans: ENST00000372067 
giriĢ no‟lu dizi) Translasyon baĢlangıç nükleotidine göre 
numaralandırılmıĢtır. 

 
 

Tablo 5 : VEGF-A Real-Time PCR tepkime karıĢımı 
 

 Son Konsantrasyon Hacim 

dH2O - 6.2µL 
MgCI2 (25mM) 4mM 1.2µL 

VEGF Primer F (10pmol/µL) 2.5pmol 0.25µL 

VEGF Primer R (10pmol/µL) 2.5pmol 0.25µL 

VEGF TaqMan prob (100pmol/µL) 10pmol 0.1µL 

TaqMan karıĢımı (10x) 1x 1µL 
cDNA - 1µL 

              

3.3.5.6. Light Cycler (LC) Deney Programı 

Real-Time PCR karıĢımları hazırlanıp 96 kuyulu tepkime 

ortamına yerleĢtirildikten sonra LC cihazında aĢağıda belirtilen 

amplifikasyon programı kullanılarak PCR tepkimesi gerçekleĢtirildi. PTEN, 

mTOR, VEGFA ve GAPDH genleri için aynı program kullanıldı. 
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Program 1. Ayrılma (Denatürasyon) 

Program Verisi Değer 

Döngüler  
Analiz Modu 

Sıcaklık Hedefleri 

1 
- 

Kısım 1 

Hedef Sıcaklık (°C) 
Ġnkübasyon zamanı (s:dk:sn) 
Sıcaklık GeçiĢ Hızı (°C/sn) 

95 
10:00dk 
20.0 

 

Program 2. Primer Bağlanması ve Uzama (Hibridizasyon ve Polimerizasyon) 

Program Verisi Değer 

Döngüler  
Analiz Modu 

50 
Çoğalma  

Sıcaklık Hedefleri Kısım 1 Kısım 2 

Hedef Sıcaklık (°C) 
Ġnkübasyon zamanı (s:dk:sn) 
Sıcaklık GeçiĢ Hızı (°C/sn) 

95 
10sn 
20.0 

60 
20sn 
10.0 

 

Program 3. Soğutma 

Program Verisi Değer 

Döngüler  
Analiz Modu 

Sıcaklık Hedefleri 

1 
- 

Kısım 1 

Hedef Sıcaklık (°C) 
Ġnkübasyon zamanı (s:dk:sn) 
Sıcaklık GeçiĢ Hızı (°C/sn) 

40 
30sn 
20.0 

Reaksiyon sonucu, PTEN, mTOR, VEGFA ve GAPDH 

genlerinin mRNA ifade düzeylerini gösteren Crossing point (Cp) değerleri 

belirlendi. PTEN, mTOR, VEGFA ifade düzeyleri GAPDH ifade düzeyine 

göre normalize edildi. 

3.3.6.  Ġstatistiksel Analiz Yöntemleri 

 Doza ve zamana bağlı olarak değiĢen, PTEN, mTOR ve 

VEGFA mRNA ifade düzeylerindeki farklılıklar “REST (2008 Beta V2.0.7)” 

istatistik programı ile karĢılaĢtırıldı. XTT ve AO/EtBr analizi sonucunda 

elde edilen bulgular ise “tek yönlü Anova” testiyle karĢılaĢtırıldı. Varyans 

homojenitesi Levene'nin Testi ile değerlendirildi. Veriler “SPSS 15.0” 

istatistik programı kullanılarak değerlendirildi. Anlamlılık değeri p<0.05 

olarak kabul edildi.  
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 4-BULGULAR 

GerçekleĢtirdiğimiz çalıĢmamızda, insan over berrak hücreli 

kanser hücre hattı olan ES-2/CRL-1978‟de, everolimus‟un tek baĢına ve 

taxol ile birlikte, doz ve süreye bağımlı olarak uygulanması sonrasında, 

meydana gelen apoptotik, genomik ve transkripsiyonel (mRNA) etkilerini 

araĢtırdık. 

Everolimusun tek baĢına kullanılmasının hücre canlılığına 

etkisinin ancak çok yüksek dozlarda ve düĢük oranda gerçekleĢtiği (ġekil 

14-16, Tablo 5-8) taxol ile etkin değerlerin 25 nM ve daha yüksek yüksek 

ile elde edilebildiği saptandı (ġekil 17-19, Tablo 9-11). DüĢük doz taxol ile 

beraber everolimus kombinasyonunun ise hücre canlılığını daha belirgin 

olarak azaltığı gösterildi (ġekil 20-23, Tablo12-15). Daha yüksek dozda 

taxol kullanılması ile elde edilen etkide ön plana nekrozun geçtiği bulundu 

(ġekil 27, Tablo 19).  

Tek baĢına Taxol 25 nM ile elde edilen apoptozis oranlarına 

(ġekil 24, Tablo 16) yakın apoptozis değerlerinin taxolun 5nM gibi daha 

düĢük değerlerinin everolimus kombinasyonları ile de elde edilebildiği 

saptandı (ġekil 26, Tablo 18). 

Everolimusun taxola eklenmesinin, tedavide hücre canlılığını 

azaltması ve apoptozisi arttırması yanında, VEGFA mRNA seviyesinde 

kontrole göre belirgin düĢmeye sebep olduğu saptandı (ġekil 28-29, Tablo 

20-21). Hücrede tümör supressör olarak rol alan PTEN mRNA‟sının Taxol 

+ Everolimus kombinasyon uygulanması ile azaldığı gösterilirken mTOR 

mRNA seviyelerinde anlamlı değiĢiklik saptanmadı (ġekil 28, Tablo20). 
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 4.1. ES-2/CRL-1978 Hücrelerinin Everolimus, Taxol, ve 

Everolimus/Taxol Kombinasyonlarına Duyarlılığının XTT Sitotoksisite 

Yöntemi ile Ġncelenmesi: 

96 kuyulu hücre kültür kaplarına 104 hücre/kuyu olacak 

Ģekilde ES-2/CRL-1978 hücreleri ekilerek, 1-1000 nM aralığında farklı 

Everolimus konsantrasyonları ile 24, 48 ve 72 saat süreler ile inkübe edildi. 

ġekil 16‟da 24 saat inkübasyon sonucunda hücrelerin everolimus‟a cevabı 

gözlenmektedir. Buna göre, en yüksek konsantrasyonda (1000 nM) hücre 

canlılığı %46 bulundu.  

48 saat süreli inkübasyon sonucunda en yüksek 

konsantrasyonda hücre canlılık oranı %64.1 olarak bulundu (ġekil 15). 72 

saat süreli inkübasyon sonucunda 1000 nM konsantrasyonda meydana 

gelen hücre canlılığı ise %65.5 olarak bulundu (ġekil 16). 

 

Tablo 6 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hücrelerinin (10.000 hücre/kuyu)  24 
saat Evorelimus uygulamasının hücre canlılığı üzerine olan etkisi 

 

everolimus hücre canlılığı standart sapma p değeri 
kontrol 100 5.18  
1 nM 70.6 6.66 <0.001 

10 nM 56.5 2.48 <0.001 
100 nM 65.8 1.57 <0.001 
500 nM 53.3 5.46 <0.001 

1000 nM 46 3.96 <0.001 
Varyans Homojenitesi Levene Ġstatistik değeri: 2.467 p:0.093 
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ġekil 14 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hücrelerinin (10.000 hücre/kuyu) 24 
saat Evorelimus uygulamasının hücre canlılığı üzerine olan etkisi 

(p<0.001*) 
 

 
Tablo 7: XTT testi, ES-2/CRL-1978 hücrelerinin (10.000 hücre/kuyu) 48 

saat Evorelimus uygulamasının hücre canlılığı üzerine olan etkisi 
 

everolimus hücre canlılığı standart sapma p değeri 
kontrol 100 11.42  
1 nM 87.2 16.21 0.593 
10 nM 85.3 7.67 0.457 

100 nM 83.2 8.9 0.327 
500 nM 74 2.89 0.053 
1000 nM 64.1 3.32 0.006 

Varyans Homojenitesi Levene Ġstatistik değeri:1.108 p:0.406 
 
 

Tablo 8. XTT testi, ES-2/CRL-1978 hücrelerinin (10.000 hücre/kuyu) 
72 saat Evorelimus uygulamasının hücre canlılığı üzerine olan etkisi  

 

everolimus hücre canlılığı standart sapma p değeri 
kontrol 100 0.89  
1 nM 86.7 2.94 <0.03 
10 nM 78.3 1.95 <0.001 

100 nM 77.2 6.47 <0.001 
500 nM 72.7 7.15 <0.001 
1000 nM 65.5 3.47 <0.001 

Varyans Homojenitesi Levene Ġstatistik değeri:1.262  p:0.341 
 



 

 

43 

 
 

ġekil 15 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hücrelerinin (10.000 hücre/kuyu) 48 
saat Evorelimus uygulamasının hücre canlılığı üzerine olan etkisi (p<0.05*) 

 

 
 

ġekil 16 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hücrelerinin (10.000 hücre/kuyu) 
72 saat Evorelimus uygulamasının hücre canlılığı üzerine olan etkisi 

(p<0.05** p<0.001*) 
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ÇalıĢmamızda daha sonra 96 kuyulu hücre kültür kaplarına 

104 hücre/kuyu olacak Ģekilde ES-2/CRL-1978 hücreleri tekrar ekilerek, 1-

1000 nM aralığında farklı taxol konsantrasyonları ile 24, 48 ve 72 saat 

süreler ile inkübe edildi.  

24 saatlik ölçümde hücre canlılık oranı taxol konsantrasyonu 

250 nM‟de %58.4 ve 500 nM‟de %50.3 olarak ölçüldü (ġekil 17). 

48 saatlik ölçümde ise 25 nM‟de %55.9 ve 50 nM‟de %36.2 

olarak  (ġekil 18) ve 72 saatlik ölçümlerde de 25 nM‟de  %47.9 ve 50 

nM‟de %34.9 olarak belirlendi (ġekil 19). 

 
Tablo 9 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hücrelerinin (10.000 hücre/kuyu) 

24 saat Taxol uygulamasının hücre canlılığı üzerine olan etkisi 
 

Taxol hücre canlılığı standart sapma p değeri 
kontrol 100 3.05  
5 nM 72.1 9.84 0.007 

25 nM 80.4 3.25 0.100 
50 nM 54.3 7.57 <0.001 
75 nM 65.9 4.02 0.001 

100 nM 62.7 7.48 <0.001 
250 nM 58.4 12.29 <0.001 
500 nM 50.3 10.62 <0.001 
1000 nM 54.4 4.07 <0.001 

Varyans Homojenitesi Levene Ġstatistik değeri:0.827 p:0.59 
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ġekil 17 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hücrelerinin (10.000 hücre/kuyu) 
24 saat Taxol uygulamasının hücre canlılığı üzerine olan etkisi 

(p<0.05** p<0.001*) 
 

 
 

Tablo 10 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hücrelerinin (10.000 hücre/kuyu)    48 
saat Taxol uygulamasının hücre canlılığı üzerine olan etkisi 

 

Taxol hücre canlılığı standart sapma p değeri 
kontrol 100 5.37  
5 nM 81.7 2.20 <0.001 
25 nM 55.9 4.98 <0.001 
50 nM 36.2 3.92 <0.001 

75 nM 30.5 2.14 <0.001 
100 nM 29.5 0.57 <0.001 
250 nM 28.6 7.25 <0.001 
500 nM 28 3.32 <0.001 
1000 nM 26 1.29 <0.001 

Varyans Homojenitesi Levene Ġstatistik değeri:1.155 p:0.377 
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    ġekil 18 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hücrelerinin (10.000 hücre/kuyu)  
    48 saat Taxol uygulamasının hücre canlılığı üzerine olan etkisi 

(p<0.001*) 
 
 

 
 
 

 
 

Tablo 11 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hücrelerinin (10.000 hücre/kuyu) 72 
saat  Taxol uygulamasının hücre canlılığı üzerine olan etkisi 

 

Taxol hücre canlılığı standart sapma p değeri 
kontrol 100 14.30  
5 nM 98.8 4.62 1 
25 nM 47.9 1.99 <0.001 

50 nM 34.9 5.26 <0.001 
75 nM 25.6 2.25 <0.001 

100 nM 21.8 0.65 <0.001 
250 nM 20.8 0.41 <0.001 
500 nM 18.3 0.08 <0.001 
1000 nM 17.9 0.90 <0.001 

Varyans Homojenitesi Levene Ġstatistik değeri:2.742 p:0.36 
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ġekil 19 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hücrelerinin (10.000 hücre/kuyu) 72    
saat Taxol uygulamasının hücre canlılığı üzerine olan etkisi (p<0.001*) 

 

 

XTT değerlendirmesinin en son bölümünde de taxolun 

everolimus ile beraber olarak etkilerinin değerlendirilebilmesi için, 96 

kuyulu hücre kültür kaplarına 104 hücre/kuyu olacak Ģekilde ES-2/CRL-

1978 hücreleri taxol‟un 5 ile ve 50 nM arasında konsantrasyonları ile 

everolimusun sabit olarak kullanıldığı 1 ve 10 nM konsantrasyonlarda ile 

kombine edilerek 24 ve 48 saat süreli inkübasyonları yapıldı (ġekil 20-23).  

Everolimus 1nM + taxol 10nM kombinasyonun 24 saat 

süreyle kullanılmasında  % 48.1 gibi bir oran elde edildi (ġekil 20). Bu oran 

taxolun 24 saatte tek baĢına 500 nM doz da yaptığı oranına (% 50.3) yakın 

bir orandır (ġekil 17). 48 saatlik ölçümde de everolimus 1nM + taxol 5nM 

kombinasyonun kullanılması ile de elde edilen % 54.8 oran, taxol‟un tek 
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baĢına 25 nM dozda kullanılmasına yakın oranda (% 55.9) hücre canlılığını 

azaltmayı baĢarmıĢtır (ġekil 23). 

Everolimus 10nM + taxol 5nM kombinasyonun kullanıldığı 48 

saatlik uygulanmasın da hücre canlılığındaki %45.8 gibi bir azalma değeri  

(ġekil 23) elde edilmiĢ olup bu oran tek baĢına olarak taxolun 25nM ve 

daha yüksek dozları ile ancak elde edilebilmiĢtir (ġekil 20). En düĢük 

canlılık oranı 50 nM taxol+ 10 nM everolimus ile 48 saatlik inkübasyonda, 

% 29 olarak saptandı (ġekil 23). 

Tablo12 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hücrelerinin (10.000 hücre/kuyu) 24 
saat Taxol (5-50 nM) + Everolimus 1 nM kombine uygulamasının hücre 

canlılığı üzerine olan etkisi 
 

Taxol(+1 nM everolimus) hücre canlılığı standart sapma p değeri 
kontrol 100 1.74  
5 nM 59.1 4.76 <0.001 
10 nM 48.1 2.92 <0.001 
15 nM 51.8 2.01 <0.001 
20 nM 47.6 4.93 <0.001 
25 nM 46.1 2.34 <0.001 
50 nM 34.7 2.21 <0.001 

Varyans Homojenitesi Levene Ġstatistik değeri:0.837 p:0.561 
 
 

Tablo 13 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hücrelerinin (10.000  hücre/ kuyu)  48 
saat Taxol (5-50 nM) + Everolimus 1 nM kombine uygulamasının hücre 

canlılığı üzerine olan etkisi 
 

Taxol(+1 nM everolimus) hücre canlılığı standart sapma p değeri 
kontrol 100 5.21  
5 nM 54.8 0.13 <0.001 
10 nM 51.8 6.10 <0.001 
15 nM 50.8 5.30 <0.001 
20 nM 44 3.41 <0.001 
25 nM 46 4.06 <0.001 
50 nM 38.7 2.53 <0.001 

Varyans Homojenitesi Levene Ġstatistik değeri:0.912 p:0.514 
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ġekil 20 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hücrelerinin (10.000 hücre/kuyu) 24 
saat Taxol (5-50 nM) + Everolimus 1 nM kombine uygulamasının hücre 

canlılığı üzerine olan etkisi (p<0.001*) 
 
 

 

 

 
 

ġekil 21 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hücrelerinin (10.000 hücre/kuyu) 48 
saat Taxol (5-50 nM) + Everolimus 1 nM kombine uygulamasının hücre 

canlılığı üzerine olan etkisi (p<0.001*) 
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Tablo 14 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hücrelerinin (10.000 

hücre/kuyu) 24 saat Taxol (5-50 nM) + Everolimus 10 nM kombine 
uygulamasının hücre canlılığı üzerine olan etkisi 

 

taxol(+10 nM everolimus) hücre canlılığı standart sapma p değeri 
kontrol 100 1.74  
5nm 62.7 3.50 <0.001 

10nm 63.9 1.54 <0.001 
15nm 63.7 0.81 <0.001 
20nm 59.1 2.24 <0.001 
25nm 49.9 3.79 <0.001 
50nm 33.5 1.46 <0.001 
Varyans Homojenitesi Levene Ġstatistik değeri:0.859 p:0.547 

 
 
 
 
 

 
 

 ġekil 22 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hücrelerinin (10.000 hücre/kuyu)     
24 saat Taxol (5-50 nM) + Everolimus 10 nM kombine uygulamasının 

hücre canlılığı üzerine olan etkisi (p<0.001*) 
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Tablo 15 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hücrelerinin (10.000 hücre/kuyu) 48 
saat Taxol (5-50 nM) + Everolimus 10 nM kombine uygulamasının hücre 

canlılığı üzerine olan etkisi 
 

taxol(+10 nM everolimus) hücre canlılığı standart sapma p değeri 
Kontrol 100 5.21  

5nm 45.8 2.85 <0.001 

10nm 44.7 2.37 <0.001 
15nm 41.8 2.31 <0.001 
20nm 36.8 0.89 <0.001 
25nm 33.3 1.21 <0.001 
50nm 29 0.85 <0.001 

Varyans Homojenitesi Levene Ġstatistik değeri:1.331 p:0.307 
 

 

 

 
 

ġekil 23 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hücrelerinin (10.000 hücre/kuyu) 48 
saat Taxol (5-50 nM) + Everolimus 10 nM kombine uygulamasının hücre 

canlılığı üzerine olan etkisi (p<0.001*) 
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              4.2. Acridine Orange/Ethidium Bromide (AO/EtBr) ile 

Canlılık/Apoptozis/ Nekroz Değerlendirilmesi: 

 Taxol ve everolimus‟a maruz bırakılmıĢ hücre kültürlerinin de 

sonlandırılmasını takiben hücreler AO / EtBr ile boyanarak floresan 

ataçmanlı mikroskopda apoptoz açısından değerlendirildi. Taxol‟un tek 

baĢına 25 nM konsantrasyonda 48 saat uygulamasın da % 26.6 oranında 

(ġekil 24) ve aynı Ģekilde everolimusun da 10 nM dozda tek baĢına 48 

saat uygulamasında da % 21 gibi istatistiksel olarak anlamlı apoptozis 

değerleri elde edilmiĢtir (ġekil 25, Tablo 17).    

Tablo 16 : ES-2/CRL-1978 hücrelerinin (10.000 hücre/kuyu) Taxol 5 ve 25 
nM konsantrasyonda 48 saat uygulamasının Hücre  Canlılığı/Apoptozis/ 

Nekroz üzerine olan etkisi 
 

 canlı 

canlı-
standart 
sapma apoptozis 

apoptozis- 
standart 
sapma nekroz 

nekroz- 
standart 
sapma 

kontrol 94 3.174905 2.3 1 3.7 2.55 
t5nM 81.6 13.42 10 5.6 8.4 7.8 

t25nM 58.5 12.20765 26.6 6.8 14.8 5.4 
Varyans Homojenitesi Levene Ġstatistik değeri:1.612 p:0.275 

 
 

Tablo 17 : ES-2/CRL-1978 hücrelerinin (10.000 hücre/kuyu) Everolimus 1 
ve 10 nM konsantrasyonda 48 saat uygulamasının Hücre Canlılığı/ 

Apoptozis/ Nekroz üzerine olan etkisi 
 

 canlı 

canlı-
standart 
sapma apoptozis 

apoptozis- 
standart 
sapma nekroz 

nekroz- 
standart 
sapma 

kontrol 94 3.174905 2.3 1.0. 3.7 2.55 
e1nM 77.5 3.558056 12.1 6.1 10.4 8.1 

e10nM 52.4 11.77728 21 2.5 26.6 9.3 
Varyans Homojenitesi Levene Ġstatistik değeri:2.221 p:0.191 
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ġekil 24 : ES-2/CRL-1978 hücrelerinin (10.000 hücre/kuyu) Taxol 5 ve 25 
nM konsantrasyonda 48 saat uygulamasının Hücre Canlılığı/Apoptozis/ 

Nekroz üzerine olan etkisi (sarı iĢaret: p<0.05) 
 
 

 
 

ġekil 25 : ES-2/CRL-1978 hücrelerinin (10.000 hücre/kuyu) Everolimus 1 
ve 10 nM  konsantrasyonda 48 saat uygulamasının Hücre Canlılığı/ 

Apoptozis/Nekroz üzerine olan etkisi (sarı iĢaret: p<0.05) 
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Taxol 5nM + everolimus 1nM ve taxol 5nM + everolimus 

10nM kombinasyonları ile apoptozisde istatistiki olarak anlamlı derecede 

düĢme belirlendi (ġekil 26, Tablo 18). 

 Taxolun 25nM + everolimus 1nM kombinasyonu ile de 

anlamlı apoptozis saptanmıĢtır. Taxol 25nM + everolimus 10nM 

kullanılmasında nekroz oranı %52 ile en yüksek değere ulaĢmaktadır 

(ġekil 27, Tablo 19). 

Tablo 18 : ES-2/CRL-1978 hücrelerinin (10.000 hücre/kuyu) Taxol 5 nM+ 
Everolimus 1 ve 10 nM konsantrasyonda 48 saat uygulamasının Hücre 

Canlılığı/Apoptozis/Nekroz üzerine olan etkisi 
 

 canlı 

canlı-
standart 
sapma apoptozis 

apoptozis- 
standart 
sapma nekroz 

nekroz- 
standart 
sapma 

kontrol 94 3.174905 2.3 1.0 3.7 2.55 
t5+e1 57.7 6.527206 25 0.1 17.3 6.4 
t5+e10 46.7 7.750226 27.6 2.9 25.7 4.9 

Varyans Homojenitesi Levene Ġstatistik değeri:2.563 p:0.157 
 
 
 
 
 

Tablo 19 : ES-2/CRL-1978 hücrelerinin (10.000 hücre/kuyu)Taxol 25 nM + 
Everolimus 1 ve 10 nM  konsantrasyonda 48 saat uygulamasının 

Hücre Canlılığı/ Apoptozis/ Nekroz üzerine olan etkisi 
 

 canlı 

canlı-
standart 
sapma apoptozis 

apoptozis- 
standart 
sapma nekroz 

nekroz- 
standart 
sapma 

kontrol 94 3.174905 2.3 1.0 3.7 2.55 
t25+e1 48.5 9.356437 27.5 4.1 24 5.3 
t25+e10 31.2 8.40718 16.8 1.2 52 7.2 

Varyans Homojenitesi Levene Ġstatistik değeri:1.902 p:0.229 
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ġekil 26 : ES-2/CRL-1978 hücrelerinin (10.000 hücre/kuyu) Taxol 5 nM+ 
Everolimus 1 ve 10 nM  konsantrasyonda 48 saat uygulamasının Hücre 

Canlılığı/Apoptozis/Nekroz üzerine olan etkisi (sarı iĢaret: p<0.05) 
 

 
 

 
 

ġekil 27 : ES-2/CRL-1978 hücrelerinin (10.000 hücre/kuyu) Taxol 25 
nM+Everolimus 1 ve 10 nM  konsantrasyonda 48 saat uygulamasının 

Hücre Canlılığı/Apoptozis/Nekroz üzerine olan etkisi(sarı iĢaret: p<0.05) 
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4.3. Gen Ġfade Düzeylerinin KarĢılaĢtırılması 

ES-2/CRL-1978 hücrelerinde sadece everolimus ve taxol 

kullanılması yanında bunların kombinasyonlarının farklı doz aralıklarında 

kullanılmaları ile PTEN, mTOR, VEGF-mRNA ifadelenmesi üzerine olan 

etkileri değerlendirildi. 

PTEN mRNA seviyesinde, taxol 5nM + everolimus 1nM ve 

taxol 5nM + everolimus 10nM kombinasyonlarının kullanılması ile istatistiki 

olarak anlamlı düĢme izlendi (ġekil 28). PTEN mRNA ve VEGF mRNA 

seviyelerindeki en fazla düĢmenin taxolun 5nM + everolimus 10nM 

dozlarında beraber kullanımı ile saptandı (ġekil 28). 

 
Tablo 20 : Taxol 5nM+Everolimus 1nM-10nM uygulanmasında PTEN, 

mTOR, VEGF-mRNA ifadelenmesi 
 

 PTEN 
standart 
sapma mTOR 

standart 
sapma VEGF 

standart 
sapma 

kontrol 1 0.02 1 0.02 1 0.02 
tax5 1.01 0.11 1.17 0.19 0.88 0.12 

ever1 0.59 0.04 0.89 0.11 0.28 0.03 

ever10 0.62 0.09 1.11 0.21 0.27 0.02 
tax5+ever1 0.57 0.03 1.16 0.17 0.35 0.01 

tax5+ever10 0.38 0.02 1.44 0.15 0.17 0.001 
 
 
 

mTORmRNA seviyelerinde ise kombinasyonların 

kullanılmasında artıĢ izlendi. Ancak bu artıĢ istatistiki olarak anlamlı 

bulunmadı (ġekil 28).  
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             ġekil  28 : Taxol 5nM+Everolimus 1nM-10nM uygulanmasında        
xxxxxxPTEN, mTOR, VEGF-mRNA ifadelenmesi (sarı iĢaret:p<0.05) 

 

 

VEGFmRNA seviyesinde, everolimusun 1 nm ve 10 nM 

olarak tek baĢına kullanılması yanında taxol ile kombinasyonlarının 

kullanılması ile istatistiki olarak anlamlı değerler saptandı (ġekil 28-29, 

Tablo 20-21 ). 

 
Tablo 21 : Taxol 25nM+Everolimus 1nM-10nM uygulanmasında PTEN, 

mTOR,   VEGF-mRNA ifadelenmesi 
 

 PTEN 
standart 
sapma mTOR 

standart 
sapma VEGF 

standart 
sapma 

kontrol 1 0.02 1 0.03 1 0.02 
tax25 1.08 0.11 1.35 0.15 0.7 0.08 

ever1 0.59 0.06 0.89 0.12 0.28 0.03 
ever10 0.62 0.04 1.11 0.09 0.27 0.01 

tax25+ever1 0.97 0.1 1.53 0.07 0.55 0.11 
tax25+ever10 1 0.3 1.34 0.19 0.37 0.04 
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ġekil  29 : Taxol 25nM+Everolimus 1nM-10nM uygulanmasında PTEN, 
mTOR,   VEGF-mRNA ifadelenmesi (sarı iĢaret:p<0.05) 

 

Taxol 25 nM dozunun, everolimusun 1 nm ve 10 nM ile ayrı 

ayrı ve kombinasyonlarının kullanılmasında PTEN mRNA seviyesinde 

istatistiki olarak anlamlı olmayan değiĢiklikler saptanır iken, mTOR mRNA 

seviyesinde artma saptandı, ancak bu değerlerde istatistiki olarak anlamlı 

bulunmadı (ġekil 29, Tablo 21). 

VEGF mRNA seviyelerinde de taxol 25nM + everolimus 10 

nM beraber kullanımı ile belirgin düĢme saptandı ve bu değerler de 

istatistiksel olarak anlamlı bulundu (ġekil 29, Tablo 21). 
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5-TARTIġMA  

 

 Jinekolojik kanserler ile ilgili artan moleküler bilgiler ve 

araĢtırmalar ıĢığında daha etkin ve aynı zamanda da daha az toksik 

olabilen yeni ilaç arayıĢları sonucu bulunmuĢ olan „Moleküler Hedefli 

Tedaviler‟ önemli bir grubu oluĢturmaktadır.5,6 mTOR inhibitörü olan 

„rapamisin‟ ve onun türevi  „everolimus‟ bu konuda umut veren bir kimyasal 

ajan olmaktadır.57 

Over tümörlerinin önemli bir alt grubu olan berrak hücreli 

kanserlerinin agressif yapıda olması, tam olarak tedavilerinin hala 

sağlanamaması ve mevcut tedaviler ile sık olarak izlenen toksik yan etkileri 

nedeni ile mTOR inhibitörlerinin mevcut tedavilere alternatif veya bu 

tedavilere ek etkisinin olabileceği düĢünülmektedir.       

ÇalıĢmamızda; mTOR inhibitörü olan everolimus‟u tek baĢına 

ve taxol ile beraber kombine ederek over berrak hücreli kanser hücre hattı 

olan ES-2/CRL-1978® „de kullanarak, hücre canlılığı, apoptozis, PTEN, 

mTOR ile VEGFA genlerinin ifadelenmesi üzerine etkilerinin belirlenmesi 

amaçlanmıĢtır.  

Everolimusun hücre hattında tek baĢına kullanılmasının 

hücre canlılığına etkisi düĢük olup ancak yüksek dozlarda etki 

izlenmektedir (ġekil 14-16). Everolimus 500 nM doz gibi yüksek dozda 24 

saat kullanımı ile elde edilen hücre canlılığında azalma oranı ancak % 53.3 

olabilmiĢ olup bu durum literatür ile uyumludur  (ġekil 14). 81  
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Taxolun 24 saat süreli 500 nM dozda uygulanması ile % 50.3 

ve 48 saat süreli 25nM dozda uygulaması ile ancak %55.9 gibi bir hücre 

canlılığı değeri elde edilmiĢtir (ġekil 17-18). Hücre hattımızda taxol‟un tek 

baĢına kullanılması (ġekil 17-19) ile elde edilebilen değerlere  yakın 

değerler, taxol ile everolimus kombinasyonlarında çok daha düĢük taxol 

dozu kullanarak elde edilebildiği gözlenmiĢtir (ġekil 20-21).  

Taxol 10nM + everolimus 1nM kombinasyonunun 24 saat 

süre ile kullanılmasında  %48.1 canlılık oranı elde edildi (ġekil 20). Bu oran 

taxolun aynı sürede tek baĢına 500 nM gibi yüksek olan doz da yapmıĢ 

olduğu oran olan % 50.3‟e yakındır (ġekil 17). Taxol 5nM + everolimus 

1nM kombinasyonun 48 saatlik kullanılması ile elde edilen % 54.8 oranı 

(ġekil 21) taxolun tek baĢına 25nM dozda kullanılmasına yakın oranda 

(%55.9) hücre canlılığını azaltmayı baĢarmıĢtır (ġekil 18). 

Hücre canlılığı üzerine taxol ile beraber olarak everolimusun 

10nm dozda olarak kullanılması 24 ve 48 saat ölçümlerinde istatistiksel 

olarak anlamlı değerler elde edilmiĢ olup artan uygulama süresi ile korele 

olarak 48 saat ölçümlerinde daha düĢük canlılık değerleri elde edilmiĢtir. 

Taxol 5nm + everolimus 10nM beraber kullanılması ile % 45.8 oranın da 

hücre canlılığı değeri elde edilmiĢtir (ġekil 23). 

Floresan Mikroskobunda canlı/apoptotik/nekrotik hücrelerin 

değerlendirilmesi sonucunda taxol ile everolimusun beraber kombine 

kullanıldığı tüm dozlarının istatistiksel olarak değerlerde apoptozis üzerine 

etkili olduğu saptandı. Apoptozis üzerine tek baĢına taxol 25 nM ile elde 

edilen % 26.6 (ġekil 24) oranına yakın değerler taxol 5nm + everolimus 

1nM ve taxol 5nM + everolimus 10nM kombinasyonu ile de elde edilmiĢtir 

(ġekil 26). 
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ÇalıĢmamızda, taxol 25nm + everolimus 10nm dozda 

kullanılması ile elde edilen %31.2‟lik hücre canlılığı oranı çok dikkat 

çekicidir. Ancak bu değer sırasındaki nekroz oranın da %52 gibi yüksek 

oranda saptanmıĢ olması nedeni ile elde edilen sonuçların hücrelerin artık 

nekroza girmesi ile ilgili olduğunu düĢündürmektedir (ġekil 27). Daha 

düĢük doz olan kombinasyonların tercih edilmesi ile de zaten istatistiksel 

olarak anlamlı apoptozis değerleri elde edilebilmiĢtir.  

Everolimusunda üyesi olduğu rapologlar (rapamisin ve 

türevleri) bilinen tüm hücre sistemlerinde apoptozisi uyarabildiği bildirilmiĢ 

olup artmıĢ apoptozisin sistemlerde mTOR hedeflerinin (MDM2, Myc, Bad, 

GSK3 ve FOXO) down regülasyonu ile iliĢkili olduğu belirtilmektedir.82   

Ancak Gingras„ın da belirttiği üzere rapamisin apoptozis 

üzerine olan etkisi tek baĢına kullanıldığında belirgin değilken diğer ajanlar 

ile kombine kullanılması durumunda apoptozisi belirgin olarak 

arttırmaktadır.83 Taxol uyarımlı hücre hasarında, mTOR inhibisyonu oluĢan 

apoptozise ek katkı sağlamaktadır.74,84  Meme, servikal, baĢ-boyun gibi 

birçok kanser türünde de taxol ve rapamisin‟in kombine kullanılmasının 

sinerjik etki göstererek apoptozisi arttırdığı ve hücre proliferasyonunu 

azalttığı bildirilmiĢtir.85 Rapologlar ile beraber taxol kullanılmasının altında 

yatan mekanizmalarının açıklanabilmesi için çok sayıda araĢtırma 

yapılmıĢtır.  

Rapamisin tarafından inhibe edilen mTOR yolağı ile taxol gibi 

mikrotübül hasarı yapan ajanlar ile uyarılan apoptotik uyarı yolları beraber 

yürümektedir. Taxol, Bcl-2 inhibisyonu ve mikrotübül depolimerizasyonu 

inhibe etmektedir ve programlı hücre ölümünün eĢiğini düĢürmekte olduğu 

bunun da mTOR üzerinden uyarınında Bcl-2‟nin kritik denge unsuru olduğu 

ileri sürülmektedir.86 Ayrıca taxol ile rapamisin kombinasyonun 

kullanılmasının, tek baĢına taxol kullanılmasına göre α-tübülin üzerinde 
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daha etkili olduğu saptanmıĢtır.74 Taxoller, tübülin asetilasyonunu tek 

baĢına 1.3-1.5 kat arttırmakta iken rapamisin ile beraber kullanılması 

durumunda tübülin asetilasyonunu 3.1-4 kat arttırmaktadır. Rapamisinin 

tek baĢına tübülin asetilasyonuna etkisi ise saptanmamıĢtır.74  

Diğer taraftan rapamisin‟in, endometrial, ovarian ve servikal 

kanser hücrelerinde izlenen etkilerinde, telomeraz aktivitesini hTERT 

mRNA üzerinden baskılanmasının da rolü olduğu belirtilmektedir.74 

Rapamisinin hTERT ekspresyonu üzerindeki etkisi, hücre döngüsü 

üzerindeki etkisinden bağımsızdır.88 Tek baĢına taxol uygulamasının 

hTERT mRNA ekspresyonunu ama rapamisin ile taxol kombinasyonun 

hTERT mRNA ekspresyonunu azalttığı ileri sürülmüĢtür.74 Taxol‟un 

telomeraz aktivitesini regüle etmeyip telomeraz erezyonu yaptığı 

düĢünülmektedir. Bu telomer erezyonu tam olarak anlaĢılamamıĢ olmakla 

beraber taxol ile beraber telomeraz inhibitör kullanılmasının da In vivo ve 

In vitro olarak anti-tümör aktivitesini arttırdığı ve tedaviye katkı sağladığı 

belirtilmektedir.89   

Rapamisin diğer sitotoksik ilaçlar ile kombinasyonu da 

apoptozisi arttırmaktadır. Bu durum cisplatin ve carboplatin için de 

gösterilmiĢtir.132 Over kanserinde yapılan benzer bir çalıĢmada, cisplatin ile 

beraber mTOR inhibitörü kullanılması, tek baĢına kullanılması gereken 

cisplatin dozunun daha düĢük kullanılabilmesine olanak sağlamıĢ ve aynı 

zamanda belirgin apoptozis değerleri elde edilmiĢtir.18 

Rapamisin ve türevlerinin, hücreleri G1 fazında durduran 

sitostatik ajanlar gibi davranmaktadırlar. S6K1, pro-apoptotik molekül olan 

BAD (Bcl-2-associated death promoter, Bcl-2 gen ailesinden olup 

apoptozisi baĢlatır) inaktivasyonu rapamisin tedavisi ile geriye 

dönmektedir.95    
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mTOR inhibisyonun beraberinde baĢka bir hedefli tedavi 

ajanının kullanılması da özellikle ortak yolak aktivasyonu gösteren 

kanserlerde daha da anlamlı olabileceği ileri sürülmektedir.  Preklinik ve 

erken insan çalıĢmaları TSC (Tuberous Sclerosis Complex) iliĢkili 

tümörlerde de mTOR inhibitörlerinin etkili olduğu gösterilmiĢ olup özellikle 

kanser tedavisinde PI3K ve mTOR inhibisyonun beraberce 

uygulanmasının çok daha avantajlı olabileceği bildirilmiĢtir.133 Radyoterapi 

ile beraber rapamisin kullanılması da apoptozis ve otofajiyi de 

arttırmaktadır.97 

Apoptozis‟de mTOR sisteminin tek baĢına sorumlu olmadığı 

ve mTOR blokajı sonrasında parelel yolaklarda aktivasyon oluĢabileceği 

düĢünülmektedir.98,135 Bazı durumlarda da rapamisin uygulanması sonrası 

alternatif yolların aktive olabileceğini ve bununda sonradan ortaya çıkan 

rapamisin duyarlılık farklılıkları yaratabileceğini düĢündürmektedir.81      

ÇalıĢmamızda taxol ve everolimus‟un tek olarak kullanılması 

ile PTEN mRNA değerlerinde değiĢim saptanmadı. Taxol 5nm + 

everolimus 1nM ve Taxol 5nm + everolimus 10nM kombinasyonlarının 

kullanılması ile PTEN mRNA değerlerinde istatistiksel olarak anlamlı 

derecede düĢme (p<0.05) izlenmiĢtir (ġekil 28). Taxol 25nm + everolimus 

1nM ve taxol 25nm+ everolimus 10nM kombinasyonların uygulanması ile 

PTEN mRNA değerinde değiĢim saptanmamıĢtır (ġekil 29). 

PTEN‟in kontrolü üzerinde çok sayıda kompleks denetleme 

mekanizmaları mevcut olup pozitif ve negatif regülatörleri ile modüle 

edildiği bilinmektedir.48,54,103,104,107 

PTEN‟in denetimini açıklamaya çalıĢan çok sayıda çalıĢma 

mevcuttur. Yuh ve arkadaĢlarının bizim de kullanmıĢ olduğumuz hücre 

hattı olan ES-2 hücre hattında Troglitazone (TGZ) (Peroxisome 



 

 

64 

Proliferator-Actived Receptor Gamma (PPARү) agonisti, nükleer reseptor 

super-ailesinden olup antihiperglisemik yapısı yanında mitotik arrest ve 

apoptozis uyarımı ile antikanser özellikleri gösterilmiş sentetik maddedir) 

ile yaptıkları çalıĢmada hücrelerde doz bağımlı olarak büyüme arrestini 

arttırdığı bulunurken tedavi sonrası PTEN seviyesi (yaklaĢık 1.8-3.1 kat) 

azalmıĢtır. Aynı Ģekilde fosforile PTEN seviyesi de doz bağımlı olarak 

azalmıĢ olup TGZ‟nin PTEN degredasyonunu ve defosforilasyonunu 

uyardığını ileri sürmüĢlerdir.  Bu azalmanın mekanizması çok iyi 

açıklanamamıĢ olup aynı çalıĢmada ayrıca PTEN‟in hücre içi dağılımı da 

değiĢerek hücre membranında toplandığı izlenmiĢtir.99 Hücre içi PTEN 

dağılımı PTEN‟in hücredeki aktivasyon durumuna göre değiĢmektedir.157 

Noh yaptığı çalıĢmasında, ER(Estrogen Receptor) pozitif olan 

MCF-7 hücrelerde PI3K inhibitörü olan Wortmannin kullanmıĢ ve PTEN 

seviyesinde düĢme saptamıĢtır. ERα-negatif MDA-MB-231 hücrelerde ise 

Wortmannin kullanımı ile PTEN seviyesinde değiĢim saptanmamıĢtır. 

ERα‟nın meme epitelinde PI3K/Akt yolağını uyardığı ve PTEN‟i regüle 

ettiğini öne sürmüĢlerdir.100 

PTEN‟in mRNA ölçümlerinin aslında PTEN‟in fonksiyonu ile 

doğrudan parelel bir iliĢki sağlamadığını gösteren Wu ve arkadaĢlarının 

çalıĢmasında Vinculin-null hücrelerde normal PTEN mRNA seviyesi 

olmasına rağmen PTEN proteini saptanamamıĢtır.102  

PTEN‟in mutasyonu aslında jinekolojik kanserlerde ve çoğu 

tümör grubunda %40-50 oranında saptanmaktadır. PTEN kaybı ile Akt 

aktivasyon gerçekleĢmekte ve dolayısı ile de mTOR aktivasyonu 

oluĢmaktadır. PTEN mutasyonu olan hücreler mTOR inhibisyonu için 

belirgin bir hedef oluĢturmaktadır. Over kanserlerinde de mTOR ve Akt 

aktivasyonu da sıklıkla beraber olarak izlenmektedir.51,105,136,137  PTEN 

defektif kanser hücrelerinde mevcut Akt aktivasyonu en alt basamaklardaki 
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p70S6K1 aktivitesini ve 4EBP fosforilasyonunu arttırmaktadır ve c-myc 

ekspresyonunu yükseltmektedir. PTEN defektif hücrelerde hücre 

proliferasyonundan sorumlu olabilecek ikincil mTOR aktivasyonu sıklıkla 

gerçekleĢmektedir. Bu yüzden de bu tür tümörler mTOR inhibitörleri ile 

tedaviye de çok yatkın olmaktadırlar. Aynı Ģekilde tümör geliĢmiĢ olan 

tüberoz skleroz vakaları da mTOR inhibitörleri ile tedaviye yatkındırlar. 

Diğer taraftan mTOR inhibitörlerinin p53 veya p21 aktivitesi/ekspresyonun 

yokluğunda kuvvetli terapatik etkisinin olduğu da bilinmektedir.55 

Farelerdeki bir çalıĢmada da PTEN -/+ tümörler rapamisinin büyüme 

önleyici etkisine çok duyarlıdır. 52,106   

OBHK hücre hatlarından oluĢan 40 tane vakayı içeren bir 

çalıĢmada parafin gömülü dokularda immünohistokimyasal olarak 

inceleme yapılmıĢ ve vakaların 15 tanesinde (%37.5) PTEN‟de azalma 

izlenmiĢtir. 46 

Cheng‟ın çalıĢmasında mTOR mRNA ve Akt seviyeleri 

yüksek olan K562 hücrelerinde PTEN transfeksiyonu yaparak beraberinde 

rapamsin kullanmıĢlar ve tekrar değerlendirdiklerinde mTOR mRNA ve Akt 

seviyeleri‟nin düĢtüğü gözlemiĢlerdir. Bu çalıĢmada sadece PTEN 

transfeksiyonunu takiben 3. Günde PTEN hızla artarken tam zıt yönde 

mTOR hızla düĢmektedir. ÇalıĢmada tek baĢına rapamisin kullanılmasının 

mTOR seviyesini etkilemediği, belirgin etkinin ancak rapamisin ile beraber 

PTEN transfeksiyonu ile sağlanabildiği izlenmektedir.124  Birle‟de PTEN‟in 

kendi transkripsiyonunu feed-back mekanizma ile geriye dönük olarak Akt 

üzerinden negatif regüle ettiğini ileri sürmüĢtür.101   

Rapalogların uygulanması sonucu mTORC1 fonksiyonunda 

blokaj oluĢmakta ve bu da mTOR sonrasında yer alan 4E-BP1 ve 

p70S6K1‟nı seviyesini azaltmaktadır. Bu azalma da normal Ģartlardaki 

buradan kaynaklanan mTOR öncesi PI3K-Akt basamağına yönelik negatif 
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kontrolü ortadan kaldırmaktadır. Negatif kontrol etkisi ortadan kalkınca 

burada var olan PTEN‟in negatif kontrol etkisine olan ihtiyacı da ortadan 

kaldırmaktadır. ÇalıĢmamızda izlenen PTEN‟deki azalma PTEN‟in 

kompleks denetlenme prosedürleri nedeni ile olası negatif feed-back 

mekanizmalarının aktivasyonu sonucu oluĢtuğunu ve literatür ile uyumlu 

olduğu düĢünülmektedir.51 

ÇalıĢmamızda taxol, everolimus ve bunların kombine 

kullanılmaları ile mTOR mRNA ifadelenmesinde istatistiki olarak anlamlılık 

saptayamadık (ġekil 28,29). mTOR iĢleyiĢinde de çok sayıda denetleme 

ve feed-back mekanizmaları olduğu bilinmektedir. Diğer taraftan 

everolimus mTOR inhibitörü olup görevini mTORC1 kompleksine 

bağlanarak mTOR‟un fonksiyon yapmasına engel olmaktadır. Yani mTOR 

inhibitörleri mTOR‟un seviyesini değil fonksiyonunu azaltmaktadır.144  

ÇeĢitli over kanserlerinde mTOR inhibitörlerinin kullanılması 

genelde doz-bağımlı büyüme inhibisyonunu gerçekleĢtirmektedir.28 

Morris‟ın da belirttiği üzere rapamisin etkilediği mTORC1 yanında 

rapamisine duyarsız olan ve etkileri tam olarak bilinmeyen mTORC2 

kompleksinden de söz etmektedir.  mTOR‟un yer aldığı uyarı yolaklarının 

kompleks bir yapı sergilemekte olduğunu ve mTORC1‟in rapamisin 

tarafından inhibisyonunun da beklenen antikanser etkinin tersi yönde 

geriye dönük olarak etkiyen baĢka yolakların da aktivasyonunu sağladığı 

ileri sürülmüĢtür.110    

Yapılan bir çalıĢmada ovarian kanserli fare modelinde 

everolimus ile bireysel olarak izlenen farklı sonuçlar izlenmiĢtir. Bu farklı 

sonuçların sekonder ortaya çıkan ve mTOR inhibisyonunun ikincil olarak 

aktive ettiği bir feedback loop mekanizmasının etkin olabileceği öne 

sürülmüĢtür.20,109  Outmezguine, mTOR inhibitörlerinin Akt üzerinde bifazik 

etkisi olduğunu ve feed-back mekanizma ile de RTK(reseptör tirozin kinaz) 
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inhibisyonu yaparak sekonder olarak PI3K aktivasyonuna neden olduğunu 

belirtmiĢlerdir. Çok önemli bir noktaya da değinerek onkolojik ağda signal 

yolaklarının monoterapi ile blokajının adaptasyon mekanizmalarını 

uyardığını öne sürmüĢlerdir.108 

Everolimus tarafından tedavi edilen hastalarda ‘rapalog 

aracılı Akt aktivasyonu’  tanımlanmıĢtır. Kalın bağırsak ve meme kanseri 

hastalarında everolimusun tedavisinin 1. ayında yapılan biyopsi 

incelemelerinde immünohistokimyasal olarak hastaların yaklaĢık 

%50‟sinde çok daha yüksek Akt seviyesi saptanmıĢtır.110,111 Diğer 

gösterilmiĢ olan bir bulguya göre de, mTOR üzerinde denetleme yapan 

yapılarından biri de; hipoksi sonrası salınan HIF1‟dir.65  

Kanser hücreleri sıklıkla mTOR aktivasyonu ile sonuçlanan 

çok sayıda uyarı molekülündeki mutasyon ve/veya ekspresyon artıĢını 

zaten içermektedir. Örneğin meme kanserinde 1/3 vakada saptanmakta 

olan HER2 ekspresyon artıĢını sıklıkla PI3K/Akt/mTOR uyarı yolağının 

aktivasyonu ile de beraberdir.120 

mTOR inhibitörleri de mTOR un FKBP-12 ile etkileĢerek 

oluĢan inhibitör kompleks‟ü mTORC1‟ni inhibe etmekte olup mTOR 

seviyesinde de değiĢme olması beklenmemektedir. 51,110,130 (ġekil 5). 

ÇalıĢmamızda everolimusun tek baĢına hem 1nM hem de 10 

nM dozda kullanılması ile VEGF-A mRNA seviyelerinde istatistiki olarak 

anlamlı olarak düĢme bulunmuĢtur. Benzer durumda everolimusun, taxol 

ile beraberce kombine olarak kullanılması ile de VEGF-A seviyelerinde 

benzer etki elde edilmiĢtir.  Bu da everolimusun vasküler etkisinin öncelikli 

olarak taxolden bağımsız olarak geliĢtiğini düĢündürmektedir (ġekil 28,29). 

VEGF, mTOR yolağı ile tetiği çekilmektedir.112 mTOR ve HIF-1α, HIF-1 

transkripsiyon faktörü‟nün heterodimerik subuniti regülasyonu ile tümör 
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hücrelerinin hipoksik strese karĢı cevabı geliĢtirmekte ve tümörün vasküler 

kompartmanının geliĢmesi için de teĢvik etmektedir.113 

Everolimusun klinik çalıĢmalardaki çok sayıda tümör türünde 

damar dansitesini ve lenf nod metastazını azalttığı gösterilmiĢtir.115,131,132 

mTOR inhibisyonu ile lenfatik damar geliĢimi arasında da belirgin iliĢki olup 

lenfatik endotel hücrelerinde VEGF-A ve VEGF-C rapamisin ile bloke 

olduğu ve In vivo olarak da rapamisin‟in lenfatik damar yoğunluğunu ve 

lenfatik metastazı belirgin olarak azalttığı gösterilmiĢtir.112,114   

Everolimus, HIF-1 ve VEGF üzerinden tümördeki endotel 

hücrelerinin proliferasyonunu önleyerek anjiogenezisi de inhibe 

etmektedir.75 Hipoksi sonrası salınan HIF1, REDD1 ve REDD2‟nin her 

ikisinin de artıĢına yol açmakta ve bir süre sonra da ters yönden de TSC1 

ve TSC2 üzerinden mTORC1‟un feed-back inhibisyonunu 

gerçekleĢtirmektedir.65  Everolimus‟un tümör vaskülaritesine etkisi direkt 

olarak (endotelyal, düz kas ve perisitler üzerine) ve indirekt olarak (VEGF 

üzerinden) gerçekleĢebilmektedir. Bu etkileri nedeni ile everolimusun, 

VEGFR hedefli tedavilerine eklenmesinin çok daha etkin sonuçlar ortaya 

çıkaracağı ileri sürülmektedir.116  

Ġlginç olarak tümör anjiogenezisindeki mTOR aracılı direk 

etkilerinden baĢka olarak, tümör damarlarındaki doku faktörlerini MAP 

kinaz yolağı ile aktive ettiği de belirtilmiĢtir. Rapalogların endotelial 

prekürsör hücrelerde geliĢim durması ve hücre ölümü ile sonlandığı 

konusunda da belirgin kanıtlar mevcuttur.119 

mTOR inhibisyonunun, hipoksik Ģartlar altında dahi olsa HIF-

1α‟yı azaltması izlenebilmektedir.117 Bizim çalıĢmamız ile uyumlu olarak 

Yuan‟ın çalıĢmasında düĢük doz rapamisin ile düĢük doz taxolun beraber 

kullanılması ile kuvvetli sinerjistik etki saptanmıĢtır.11 
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Everolimus, taxol toksitesinin kontrolü için beraberce haftalık 

olarak everolimus 30mg, taxol 80mg ile beraber 3 veya 4 haftalık sikluslar 

halinde birçok insan malignitesinde kullanılabileceği önerilmiĢtir.125 

Uygulama zamanlaması için; In vitro olarak mTOR inhibisyonundan önce 

uygulanacak olan taxol tedavisi, bu tedavinin mTOR inhibisyonu ile aynı 

anda veya daha sonra uygulanmasına göre daha belirgin olarak apoptozisi 

arttırmaktadır.84 O‟Reilly‟de In vivo olarak taxol ve everolimusun beraberce 

kullanılmasının, additif ve sinerjistik etki göstererek tümör aktivitesini 

azalttığını belirtmiĢtir.121 Benzer olarak servikal kanser hücrelerinde 

yapılan diğer bir çalıĢmada da; taxol‟den önce kullanılan rapamisin, daha 

iyi klinik sonuçların oluĢmasını sağlamıĢ olması rapamisin farklı bir 

mekanizma ile etkisinin ortaya çıktığı ileri sürülmüĢtür.118 Bu bilgiler taxol 

yerine taxol-everolimus kombinasyonlarının emniyetli olarak 

uygulanabilmesi ve uygulama zamanlamasının belirlenebilmesi için ileri 

araĢtırmalar gerektiğini düĢündürmektedir.17   

ÇeĢitli over kanser hatlarında mTOR inhibitörlerinin 

kullanılması geleneksel ilaçların kemosensitivitesini arttırdığı ve direkt 

etkisi olmasa bile potensiyel kemosensitizer olarak da kullanılabileceği ve 

konvansiyel tedaviye mTOR inhibitörlerinin eklenmesinin fayda 

sağlayacağı görüĢü hakimdir. 87,90 

Everolimus‟un tümör büyüme ve yayılmasında önemli bir 

faktör olan damar geliĢimininde ki ana faktörlerden VEGFA‟yı azaltması 

nedeni ile de kombine tedavilere eklenebileceğini gösterdik. Everolimus ile 

yapılan kombine ilaç uygulamalarının over kanser tedavisinde 

değerlendirilmesi gereken önemli tedavi seçeneği olması gerektiğini 

belirledik. Ancak hem elde edilen sonuçların desteklenmesi ve taxol-

everolimus kombinasyonun uygulanma zamanlamasının da daha net 

olarak belirlenebilmesi için yeni In vivo ve In vitro çalıĢmalara ihtiyaç vardır. 
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mTOR yolağı ile ilgili olarak bu yolağın etkilediği/etkilendiği 

yolaklar ve kompleksler hala tam olarak belirlenememiĢtir.57 Bu yolakların 

ve mekanizmalarının belirlenmesiyle everolimusun etki mekanizması daha 

iyi açıklanabilinecektir. Diğer taraftan over kanserinde, PTEN defektif 

tümör hücrelerin de mTOR ve Akt aktivasyonu da sıklıkla saptanmıĢ 

olması nedeni ile mTOR inhibitörlerine özellikle daha fazla duyarlı 

olmaktadırlar ve PTEN defektif olan hasta gruplarının everolimus için 

tedaviye özellikle seçilmesi de baĢarıyı daha da arttıracaktır.105,128,136,137  

mTOR inhibitörlerinin taxol dıĢında diğer önemli 

kemoteropatik ajanlar olan cisplatin gibi sitotoksikler ve gefitinib, imatinib, 

zoledronate gibi hedefli ajanlar ile ve aynı zamanda da iyonize radyasyon 

ile kombinasyonlarını da tümör büyümelerinde belirgin inhibisyon yaptığı 

gösterilen çok sayıda çalıĢma vardır.87,91,90, 92,93  Over kanser hatlarında, 

Akt inhibitörleri kullanılması durumununda taxol etkinliğinde belirgin artıĢ 

oluĢtuğu saptanmıĢtır.96,134 Over kanserlerinde de mTOR ve Akt 

aktivasyonu da sıklıkla beraber olarak izlenmekte olup tedavilere mTOR 

inhibitörlerinin eklenmesinin tedavi baĢarısını yükseltebileceği 

düĢünülmektedir. 51,105,136,137   

Sonuç olarak yaptığımız çalıĢmamızda over kanser hattı olan 

ES-2/CRL-1978 hücre hattında, taxol + everolimus kombinasyonun 

kullanılmasının tek baĢına taxol kullanılmasına göre hücre canlılığını 

azaltmada ve apoptozisi arttırma gibi değerlerde daha etkin olduğu ve 

taxolun daha küçük dozda kullanılmasına olanak sağladığını, dolayısı ile 

taxolun tedavinin gidiĢini etkileyen ve çok önemli olan doz bağımlı yan 

etkilerinin de azaltılabilmesi amacı ile tedaviye eklenebileceğini saptadık.  
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6-SONUÇ 

 

ES-2 hücre hattında, yaptığımız XTT analizi sonuçlarına göre 

taxol ve everolimus ile beraber kullanılması sonucunda ise hücre 

canlılığında azalmanın taxolun tek baĢına kullanılmalarına göre daha 

düĢük dozlarında sağlandığı saptandı. Özellikle bu etkin seviye taxolun çok 

daha küçük miktarları ile sağlanmıĢ olup taxolun tek baĢına 5 nM ile 

sağladığı hücre canlılık değeri %81.7 iken buna 10nM everolimus 

eklenmesi ile %45.8 gibi bir değere düĢmektedir. 

Floresan Mikroskobunda canlı/apoptotik/ nekrotik hücrelerin 

değerlendirilmesine göre; apoptozis değerlerine bakıldığında;  taxol‟ün 

everolimus ile beraber kullanılması ile çok daha iyi sonuçların elde edildiği 

görüldü. Özellikle taxol 5nM + everolimus 1nM kullanılması ile elde edilen 

sonuçların taxolun tek baĢına 25 nM kullanılmasına yakın olduğu saptandı.  

 PTEN, mTOR ve VEGF-A mRNA seviyelerini 

değerlendirdiğimizde düĢük doz taxol 5nM ile beraber everolimus 1nM ve 

10nM ile kombinasyonunun uygulanmasının istatistiksel olarak anlamlı 

PTEN-mRNA ve VEGF-mRNA değiĢimi saptadık. 

Ġlginç olarak Everolimusta tek baĢına olarak VEGF-A 

seviyelerinde de taxollu kombinasyon‟lar kadar anlamlı değiĢiklikler 

yapmıĢtır. VEGF-A ekspresyonunda etkisine taxol‟un katkısı izlenmemiĢtir. 

Bu da everolimusun vasküler etkisinin bağımsız olarak geliĢtiğini 

düĢündürmektedir. 
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Yaptığımız çalıĢmamızda rapamisin analogu olan 

everolimus‟un over berrak hücreli adenokarsinoma hücre hattı olan ES-

2/CRL-1978®‟de taxol ile beraber kullanılmasının tümör hücrelerindeki 

büyüme inhibisyonunu ve apoptozisi arttırdığı ve kullanılan taxol ilaç 

dozunun daha düĢük miktarda kullanılmasına yardımcı olduğunu saptadık. 

Bu etkilerini gösterirken tümör büyümesinde ve metastazında çok önemli 

bir faktör olan VEGF-A mRNA‟sın da çok anlamlı düĢmelere sebep olması 

tedavide bu amaç için dahi kullanılabileceğini gösterdik.  
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 7-ÖZET 

EVEROLĠMUS’UN OVER BERRAK HÜCRELĠ KANSER 

HATTINDA PTEN/ mTOR/ VEGFA SĠNYAL YOLAĞINDAKĠ 

ETKĠLERĠNĠN APOPTOTĠK DÜZEYDE ARAġTIRILMASI 

 

 

Over berrak hücreli karsinomu tedaviye dirençli düĢük 

differensiasyon gösteren kanserlerdir. mTOR hücrede birçok stimülan 

yolağın birleĢkesinde yer alarak hücre proliferasyonu ve anjiogenezisi 

stimüle eden önemli bir role sahiptir. Çok sayıda hücre dıĢı uyaran ve 

hücre içi uyaran etkilerini mTOR aracılığı ile gerçekleĢtirir. Bir tümör 

supressörü olan PTEN hücre siklusunda önemli bir role sahip olup PI3K 

inhibisyonu yapar. mTOR inhibitörü olan everolimus rapamisin türevi olup 

antianjiogenik ve antiproliferatif etkilere sahiptir. 

ÇalıĢmamızda everolimus ve taxolun ES-2 hücre hattına 

etkilerini sitotoksik, apoptotik ve genomik düzeyde araĢtırması yanında 

PTEN, mTOR, VEGFA yolağındaki etkilerinin değerlendirilmesi 

amaçlandı. 

Taxol‟un 500 nM dozda 24 saat uygulanması ile elde edilen 

%50.3 hücre canlık oranı, çok düĢük doz taxol‟un (10nM) ve everolimus 

kombinasyonu ile de yaklaĢık olarak benzer oranda elde edilebilmiĢtir. 48 

saat süreli 5nM taxol ve 10nM everolimus kombinasyonu ile de yüksek 

apoptozis oranı (%27) ve düĢük canlılık oranı (%46.7) elde edilebilmiĢtir 

(p<0.05). Everolimus ve taxol kombinasyonu ile VEGFAmRNA ve 

PTENmRNA seviyesinde azalma (p<0.05) ve mTORmRNA seviyesinde 

değiĢme olmadığı saptanmıĢtır. 
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Sonuç olarak everolimus ve taxol kombinasyonun 

kullanılmasının hücre canlılığını azaltmada ve apoptozisi arttırmada tek 

baĢına taxol kullanılmasına göre daha etkin olduğu ve bu etkiyi taxolun çok 

daha düĢük dozları ile de etkin sonuçlar sağlayarak, taxolun yüksek 

sitotoksitesinden koruyabileceğini ve PTEN ile VEGFA seviyelerini 

değiĢtirebilecek etkiler oluĢturduğunu saptadık.  

 

Anahtar Kelimeler: Over Kanseri, ES-2 hücre hattı, 

everolimus, taxol, apoptosis, mTOR, PTEN, VEGFA  
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 8-SUMMARY 

RESEARCH OF EVEROLIMUS ON OVARY CLEAR CELL 
CARCINOMA CELL LINE ON PTEN/mTOR/VEGF PATHWAY WITH  
APOPTOSIS  

  

 Ovary's clear cell cancers are among the low differential and 

treatment-resistant cancers. mTOR forms the junction of many stimulant 

paths in the cell and it stimulates cell proliferation and angiogenesis 

through VEGF. PTEN, a tumor suppressor and it has the key role in cell 

cycle. It does the inhibition of PI3K. Everolimus, which is mTOR 

inhibitor, is a derivative of rapamycin which has a effect of antiangiogenic 

and antiproliferative.  

   In our study, it is aimed to show the evaluate the cytotoxic, 

apoptotic and genomic effects of everolimus on ES-2 Cell Line, on 

PTEN/mTOR/VEGFA path and to research the effect of taxol, which is a 

currently used standard treatment element. 

Treatment with taxol only for 24h incubation at 500nm dose 

resulted in the low viability percentage (50.3%) while a same percentage 

(48.1%) was observed after treatment with the very low dose (10nM) taxol  

and everolimus combination for the same incubation duration. Treatment 

with 5 nM taxol and 10 nM everolimus combination for the 48h incubation 

duration resulted low apoptosis percentage (27%) and low viability 

percentage (46.7%) (p<0.05). After treatment of everolimus and taxol 

combination VEGFA mRNA and PTEN mRNA level decreased (p<0.05) 

and  mTOR mRNA level unchanged.  
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   It further shows that use of everolimus and taxol combination 

leads to a further increase in this effect. In conclusion, our study draws 

attention to the possible clinical effectiveness of use of Everolimus 

together with chemotherapeutic agents with high cytotoxicity due to the 

opportunity to attain suitable apoptotic effect with reduced dose in cancer 

treatment targeting PTEN/mTOR/VEGFA pathway. 

 

Key Words: Ovary cancer, ES-2 cell line, everolimus, taxol, 

apoptosis, mTOR, PTEN, VEGFA  
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