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ONSOz

Over Kanseri Hicre Hattinda mTOR inhibitéri everolimusun
tek basina ve taxol ile beraber kullanarak hicre o6limu ile apoptozise
etkileri yaninda PTEN, mTOR ile VEGF genlerinin ifadelenmesi Uzerine
olan etkilerinin arastirimasi konulu bu tez, Gazi Universitesi Arastirma Fon
Saymanligrnca 01/2010-86 kod no’lu proje ile desteklenmistir.
Calsmamiz, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ve Genetik
Anabilim Dali Laboratuvarinda gerceklestirilmigtir.
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1-GiRIS

Over kanserleri, jinekolojik kanserlere bagl dlumler icinde en
sk izlenen 2. kanser grubudur.' Hastalarin %75’ine tani konuldugunda
hastalklar ileri evrede olup bu hastalarin ortalama sag kalm suresi de 3
yil gibi kisa olmaktadir. Endustriyel toplumlarda uygulanan tim tedavilere

ragmen 5 yillk sag kalm orani %30’un altinda kalmaktadir.2®

Kemoterapi baslanmis over kanserlerinde ve bunlarin bir
grubu olan berrak hicreli kanserlerinde de sag kalmi etkileyen 6nemli
faktorlerden bir tanesi temel kemoterapatik ajan olan taxollara karsi
rezistans gelismesidir. Diger 6nemli bir faktér de bu ilaglarin yan etkileri

nedeni ile diistik faydalanm olmaktadir.*

Kanserler ile ilgili artan molekuler bilgiler ve arastrmalar
sonucunda etkin ve ayni zamanda da daha az toksik ozelliklere sahip yeni
ilaglar arayislarina devam edilmektedir. Yeni tedavi arastirmalar 6zellikle
hicre icinde uyar ileti basamaklarina yogunlasmis olup, yeni ismi ile
“‘Molekuler Hedefli Tedaviler* basligin olusturmaktadir ve jinekolojik
kanserler ile ilgili olarak da her yl ¢ok sayida sayida molekiler hedefli

tedavi arastrmasi yapimaktadir.>®

Cesitli blyume faktorleri ve sitokinler, hicrelerde PIBK ve Akt
yolunu aktive ederek yasamsal sinyalleri baslatirlar. PI3K, inozitol
fosfolipidlerin fosforilasyonunu katalizler. Fosfotidilinozitol trifosfat (PIP3),
bu yolla olugan bir lipid mediatérdir. PIP3, PIP3 bagiml kinazlar (PDK) ve
protein kinaz B (PKB)'nin aktivasyonundan sorumiudur. PTEN ise PIP3
olusumunu inhibe ederek, (3’pozisyonunu defosforile ederek) negatif

diizenleyici-timdr supressér olarak rol oynamaktadir.”°

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

merkezli bir yolagi uyarrrlar. mTOR’'un en énemli uyaricisi PISK’dir. mTOR,

1



hem hicre blylimesinde hem de hicre siklusun da merkezi rol

oynamaktadr.®

PIBK/AKYmTOR yolaginda merkezi rol alan mTOR’un
inhibitort  olan rapamisin ve bunun tdrevi everolimus (RADOO1)
antianjiogenik ve antitimoér etkileri agisindan son zamanlarda ¢ok

arastrilan maddelerden birisidir."’

Bu tez calismasinda over berrak hicreli kanser hattinda
mTOR inhibitori olan everolimus’'un tek basina ve taxol ile beraber
kullanarak hucre 6lumu ve apoptozise olan etkileri yaninda PTEN, mTOR
ile  VEGF genlerinin ifadelenmesi Uzerine olan etkilerinin go&steriimesi

amacland..



2-GENEL BILGILER

2.1- Over Berrak Hiicreli Karsinomu (OBHK)

Over timoérleri en sk gorilen 6. timoér grubu olup, ABD’de
timarlere bagh kadin éliimlerinin de %2’sinden sorumludur.'™ OBHK, tiim

over epitelial kanserlerinin yaklasik olarak % 4-14’nii olusturmaktadir.'?’

Overin epitelyal kanserleri kdken aldigi over hicre tipine bagh
olarak farkl davranista ve yapida birgok timér tipinden olusmaktadir.
Overin epitelyal kanserleri serdz, musinéz, endometrioid, berrak htcreli,
malign brenner, anaplastik ve mikst epitelyal olmak Uzere yedi ana grupta
incelenirler. Bu epitelyal timorler biyolojik davraniglarina gére benign,

borderline ve malign olmak izere 3 ana grupta incelenirler. '*°

Over berrak hucreli karsinomu (OBHK) (Clear Cell Ovarian
Carcinoma), ilk defa 1939 vyilinda Schiller tarafindan over de tumor
hicrelerinin  bdbrek hicreli karsinoma (Renal Cell Carcinoma: RCC)
hicrelerine  benzemesi nedeni ile Mesonephroma Ovarii olarak
tanmlanmistir.’”® Berrak gériinim ozelligi ¢ok miktarda intrastoplazmik

glikojen igerigi bulunmasi nedeni ile olugmaktadir.

OBHK, daha sk rastlanan kanser grubu olan over ser6z
adenokarsinomundan farkli davranis sergilemektedir. Daha erken evrede
buydk pelvik doku ile ortaya ¢ikmaktadr. OBHK’de sag kalm sdresi’de
belirgin olarak diger over kanserlerinden de daha dugsuk olup 5 yillk sag
kalm orani ser6z karsinoma’da %80 iken, OBHK’de %60 olarak

izlenmektedir.'*

OBHK’'nin molekduler biyolojisi Uzerine yapilan arastrmalarda

bunlarin gelismesinde ve ilerlemesinde ¢ok basamakli uyar yolaklarinin ve
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farkli gen ekspresyonlarnin  oldugu gdsterilmektedir.’® OBHK’nun
molekuler patolojisi heterojen yapida olup ¢ogu OBHK, diploid veya
tetraploiddir.'®® En sk degisiklikler: hiicre uyarimi, transkripsiyon proteinleri
(hepatosit nukleer faktor(HNF)-13 ve onun alt hedefleri, hicre siklus
regllasyonu yolagi ve Erken Mitotik inhibitér-1(EMI-1), mTOR vyolag, ilag
rezistans gen Urunleri (detoksifikasyon enzimleri), invaziviik (matriks
metalloproteinaz;, MMP) ve doku metalloproteinaz inhibitori(TIMP),

adezyon ve matriks proteinlerinde izlenmektedir.'”18

OBHK, overin diger dnemli bir timd&r grubu olan endometrioid
karsinoma gibi endometriozis sklkla eslik etmektedir (%30 vakada).
OBHK’ler, endometrioid karsinomdan farkli olarak da nikleer Ostrojen ve
progesteron reseptorii bulundurmamaktadir.'® OBHK’ler yikksek oranda
rekurrens, erken metastaz ve kemoterapiye direng igcermekte olup
kemoterapiklere karsl cevabi da dusuktir. Bu 6zellikler OBHK’lerinin farkl

kemorezistans mekanizmalari icermis olabilecegini diisiindirmektedir.'®

OBHK’ler, vajinal berrak hicreli karsinomu ve bébrek hcreli
karsinomuna da histolojik gorinim ve gen ekspresyonlari agisindan

benzerlikler  bulundurmaktadir.>1%122

Yoshida’nin  hipotezine  gore
endometriotik kistlerde tekrarlayan kist i¢i kanamalar sonucu demirden
zengin ortam olusmakta, bu da demir—uyarih persistant oksidatif stres ile
baslayan karsinogenez ile OBHK gelisimine yol acabilmektedir.'>'® Diger
taraftan OBHK’nun hizh ¢ogalan timdérler olmamasina ragmen
radioterapiye karsi kismen daha ylksek duyarlikta olmasinin sebebinin
radioterapiye hassasiyet saglayan yuksek intratimoral
neovaskularizasyonun yuksekliginin etkisi olabilecegi One
stirliimektedirler.'?215! Berrak hiicreli karsinomlarda diisik mitotik indeks
izlenmekte olmasi hiucre bolinmesi igin etkili olan terapatik ajanlara karsi

izZlenen disik duyarlligini da kismen aciklamaktadir.'??



Epitelyal over Kkanserlerinde esas tedavi cerrahi ve
kemoterapi’den olusmaktadir. Kemoterapatik ilaglarda kullanm sirasina
gére ikiye ayrirlar. Oncelikli  uygulanan tedavi taxol ya da
docetaksel+sisplatin ya da karboplatin'dir. ikincil olarakta kullanian ilaglar
ise; Proplatin, Etoposide, Topotecan, Doksorubisin, Vinorelbine,
fosfamide, Vepeside ve Tamoksifen’dir. Radyoterapi ile ilgili kiglk caplh
bazi caligmalar olsa da gunimizde rutin dedildir. Ayrica son yilarda
gundeme gelen intra-peritoneal kemoterapi, neo-adjuvan kemoterapi,

biolojik ve hedef tedaviler mevcuttur. #9150

Taksol, yeni dogal antikanser bilesikler bulmak Uzere NCI
tarafindan degisik bircok bitkinin tarandidi bir program kapsaminda,
ABD'de yetisen Taxus brevifolia'nin kabudundan 1971 vyilinda izole
edilmistir.®® Bu yildan sonra (izerinde yapilan yogun calismalar sonucunda
taksol, 1983 yilnda faz I, 1985 yilinda faz Il caligmalarina alinmistir.
Taksol, FDA tarafindan 1992 yili iginde ovaryum ve 1994 yilinda meme
kanserli hastalara verilmek Uzere ruhsatlandinimigtr. Taxol ve tdrevieri
antitmor  etkilerini, hicrede mikrotUbdllerin  toplanmasini  arttrmak ve
depolimerizasyonunu Onleyerek sabit mikrotubul topluluklan olusturmak

suretiyle gdstermektedir.!?



2.2-Anjiogenezis ve Vaskiler Endotelyal Buytiime Faktoru
(VEGF)

Anjiogenezis; yeni kapiller damar gelisimi olup embriyonik
gelisme, yara iyilesmesi ve organ hipertrofisi gibi fizyolojik olaylarda
gorilmesi yaninda patolojik durumlarda da izlenmektedir.'*® Anjiogenezis
timorun beslenmesi ve oksijen alabilmesi icin temel gereksinimlerinden
biridir.  Anjiogenezisin temelleri Folkman tarafindan 1970 yilinda
tanimlanmistir. Tumor belli bir buydklige ulastiginda ortaya c¢ikan hipoksi
ve besin ihtiyaci  ‘anjiogenik anahtar't aktive ederek anjiogenezis'i
baglatmaktadir (Sekil 2). Anjiogenik molekuller ¢cok sayida olup temel rol

VEGF ailesi tarafindan yiritilmektedir.2%2’

Sekil 1 : Anjiogenezis'*

Kanser hicreleri kontrol mekanizmalarini kaybetmis olarak
hizla ¢ogalma o6zelligindeki hicreler olup icerdikleri mutasyonlar onlarin
vlicut korunmasina ve ilaglara kargi direng gelistirmesine yardimci
olmaktadrr. Genel olarak kabul edildigi Uzere, tirleri ve kdkenleri g6z
éniinde tutulmaksizin solid timérler 1mm?® boyuta ulastiginda var olan yapi
ile oksijen ve temel besin madde ihtiyacini devam ettirmesi mumkin
olamadigindan yeni damarlara ihtiyaci ortaya ckmaktadir.2?® Timér
hicreleri damarlanma gelistirme kabiliyetini ¢esitli sitokinler ve genetik

faktorler ile kontrol etmektedirler. %2



PIBK/AKYmTOR uyan yolagi timoér hicrelerinde hipoksinin
temel regulatoért olup endotel ve stromal hicrelerden de HIF-1a ve HIF-1ao-
cevapl genlerde (VEGF gibi) artis olusturmaktadir.3*2 VEGFR-2'nin tam
olarak uyariimi ancak endotel hicrelerinde ki PIBK/Akt/mTOR uyar yolagi
ile saglanmaktadrr.®® Ozelikle HIF-1a, oksijen dengesini, glikolizis,

eritropoesis ve anjiogenezisi etkileyerek cevap vermektedir.?42%2

VEGF ailesi ve onun reseptorleri timoér anjiogenezisinde rol
alan en énemli Uyelerden biridir. VEGF, VEGF-A’den E’ye kadar 5 tane ve
PLGF ( placental growth faktor)-1 ve 2 olmak Uzere toplam 7 tane Uyeden
olusmaktadir. Reseptoérleri de VEGFR 1,2 ve 3 olup VEGFR-1 ve VEGFR-
2 anjiogenezisi stimule ederken VEGFR-3 lenfangiogenezisi stimile
eder.®

VEGFR-2 stimilsu ile tirozin kinaz kaskat sistemi uyarilarak
damar permabilitesini arttiran uyariar (eNOS, NO Uretimi), proliferasyon ve
sag kalm (bFGF: basic Fibroblast Growth Factor), migrasyon (ICAMs/
VCAMs/ MMPs) faktorlerinde artis ile matir kan damarina differensiasyon
saglanmaktadir. Diger taraftan da artmig kan akimi da, VEGF1 ve 2
reseptorlerinden bol miktarda mRNA dretimi de yaparak VEGF islevini
negatif ydnde kontrol etmektedir.3* Tumér hiicreleri yeni damar olusumunu
saglamak icin VEGF gibi cesitli buyime faktorlerini ortama salinmini
yaparken ayni zamanda da Protein Kinaz G (bir serine/threonine-spesifik
protein kinaz'dr) gibi anti-VEGF ozellikli maddelerin salimini da bloke

etmektedirler.?”

Metabolizmasi yuksek veya buyuk boyutlu olan timérlerin
daha fazla damar varligina gereksinimi vardr. Bircok epitelial over
kanserinde VEGFR-2 aktivasyonu ve VEGF-A/NVEGFR-2 uyari yolununun
timér otokrin fonksiyonu igin gerekli oldugu gdsterilmistir.?® OBHK hiicre
hatlarinda yapilan bir galismada HIF1a ve VEGF’in 2.4-2.71 kez artmis
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olduju saptanmistr.’* Baz ovarian timérler AktmTOR uyar yolag

lizerinden olmadan da VEGF-A’yl uyarabilmektedir. 478

Kumar’'in preoperatif serum VEGF Uzerinde yaptidi calisma
sinda VEGF’in kolo-rektal kanser ilerleyisinin iyi bir gostergesi olabilecegdi
éne siriimistiir.?® Gastrik kanserlerde yilksek VEGF izlenmesi, yiksek bir
hepatik metastaz olasiigi ile beraber izlenmektedir. Gastrointestinal
kanserden kaynaklanan hepatik metastazi tedavi etmek amaci ile anti-

VEGF antikorlari uygulanmasi ile basarili sonuclar elde edilebilmistir.*°

FDA ve EMA, mTOR inhibitorlerinin bobrek hicreli karsinoma
icin kullanimasini, VEGF-hedefli tedavi ajani olarak kullanlan multikinaz
inhibitorleri olan sorafenib ve sunitinib etkili olmadiginda kullanimasi igin

onay vermistir.®



2.3-Apoptozis

Apoptozis terimi ilk kez 1972 vyilnda Kerr tarafindan
kullanimigtr.  Yunanca dokdlen vyaprak anlaminda olan apoptozis

programli hiicre 8limi ‘nii tanimlamaktad ir. %63

Nekroz ise apoptozis’den tamamen farkli olup genetik
kontroll yoktur, durumsal nedenler ile olusur ve genelde de birden ¢ok
hicreyi tutma egilimindedir. Hucrenin zar fonksiyonlarini bozarak, hicrenin
genigleyip patlamasi ile sonlanan nekroza inflamatuar bir cevapta eslik
ederken apoptozise inflamatur bir cevap eklenmez ve daima hicreleri tek

tek tutmaya da meyillidir.38%°

Embriyolojik donemde parmaklarin arasindaki perdenin
sekillendirilmesi, bagirsak epitel hucrelerinin dokulmesi veya kadinlarda
menstrual siklus degisiminde endometrial hucre ykimi apoptozisin
fizyolojik ornekleridir. Normal sartlarda hucrelerin DNA hasarinda da, p53
uzerinden uyarilan apoptozis ile bu hdcreler ortadan kaldiriir. Ayni sekilde
immiin hiicre seleksiyonu da apoptozisi kullanilir.’®® Cok yilksek miktardaki
apoptozis atrofi ile sonuglanirken yetersiz apoptosis’de kontrolsiiz hiicre

cogalmasi ve kanser ile beraber izienmektedir.'?’

Hlcrede apoptozis iki temel mekanizma ile
gerceklesmektedir. Bunlardan birincisi  6lum  aktivatorlerinin - hlcre
yuzeyindeki  reseptorlere  baglanarak tetikledigi  ‘6lum  reseptoru
yolu’*dur'®1%6(Sekil 3).



@-ligand(FASL‘

olam ~{17] TRALL
_plazma membrani reseptori ... veya TNF)

a intrinsik Anti-apoptotik Bcl-2 b ekstrinsik
DNA hasari veya ER stresi proteinleri

0% 2\ | @)
1 a2 @k
) \Efoo,
[2F S q)
2 i i BAX veya BID = LS
BH3-protein aktivasyonu —=—— BAZ vev ,‘fo% — 2| | &
BID Y Y
l
[MOMP| Caspa
- oo o- T = %as]
> ; o O / ais
vé y K N emorar
£ '\ memobranlar
E o Mitokondri i | arasi aralik
\ . /
“Lo. ' . #— matriks
0 i ¢ o
SMAC, > L5
OMI-e ™ °
o

Sekil 2 : Apoptozis'®

Diger yolda hcre icinde olusturulan sinyaller ile apoptozisin
gelistigi  ‘mitokondri  yolu'dur'#®1%8(Sekil 3). Mitokondri yolunu uyaran
sinyaller: radyasyon, hicre ici reaktif radikaller, ATP/ADP ve NADPH
azalmasi, hipoksi, Ca** iyon artigl, blyime faktor eksikligi, antikanser
ilaclar ve DNA hasarini yapan faktdrler gibi cok sayidadir.0#'

10



Apoptozisi ilerletenler (Olim Aktivatérleri): Bax, Bak, Bad,
Bid, Bim, BclXs, Noxa, Puma2’dir. Apotozisi engelleyenler ise (Yasam
Aktivatdrieri) Bel-2, BelXL ve Mcl-1°dir.#?

Kaspaz ailesi (caspaz 1-14) apoptozisin stoplazmik zincirini
olusturmaktadir. Sistein proteazlar olarak da bilinirler ve proteolitik selale
denilen art arda aktiflenerek fonksiyon gorurler. Kaspazlarin substratlar
hicre siklus kontrol proteinleri, hicre iskelet proteinleri, sitokin énculeri,
sinyal iletim proteinleri, DNA-RNA metabolizmasina katlan proteinler,

transkripsiyon faktorleridir.*®
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2.4-PTEN (Fosfataz ve Tensin Homologu)

PTEN, 1997 yilinda tanmlanmis olup 10923’e yerlesmis bir
gen ile kodlanmakta olan bir fosfotazdir.™*® PTEN PI3P’u PI2P’a defosforile
eder. Bu islem PIBK’nin tersi ydnde fonksiyon olup ¢ok énemli bir ikincil
haberci olarak rol alan énemli bir yapidir.** PTEN hiicrede normal sartlarda
da hicre buyime ve sad kalmi igin gerekli olan Akt cevabinn

inhibisyonun regiilasyonunu da saglar. 49124

Bircok calisilan kanser hicre hattinda PTEN’in fonksiyon
kaybina sekonder olarak PIBK/Ak/mTOR vyolaginn aktive oldugu
gosterilmistir. PTEN, p53’den sonra mutasyonu en sk izlenen timor
supressorii olarak kabul edilir.’ PTEN’in melanoma, glial timérler, prostat,
meme, tiroid, akciger, endometrial ve hepatoselliler karsinomlar gibi bazi
kanserlerde mutasyon sikligi ¢ok yiksek olup yaklask %50 oraninda
izZlenebilmektedir.>°

Tamorlerde PTEN o6zellikle LOH ile inaktivedir. Ayrca PTEN
metilasyon, mikroRNA ve nikleer membranindaki delokalizasyonu ile de

inaktive olabilmektedir.®"94154

EGR-1(Early Growth Regllated Transcription Factor-1),
PPAR-y(Peroxisome Proliferator-activated receptor-y), p53, SPYR-
2(Human sprouty homolog-2) ve Resistin, PTEN transkripsiyonunu pozitif
yonde regule etmektedir. PTEN transkripsiyonunu negatif yonde regule
edenler ise; mitogen activated protein kinase kinase-4 (MKK4),
transforming  growth factor (TGF), proto-onkojenik transkripsiyon

faktor lerdir.48-51.126
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PTEN’in fonksiyonunun 6nemli bir godstergesi de PTEN'in
hiicre i¢i lokalizasyonudur. immiinohistokimyasal olarak gdosterilen
Nikleer/ Stoplazmik PTEN miktarinda artis tUmor hicreler ile kiyaslaninca
normal hicrelerde daha belirgindir ve timaoral hicrelerin differansiasyonu
ile de degisiklik gostermektedir.>®> Nikleer PTEN miktarn da
immunohistokimyasal olarak saptanan artis PTEN iligkili tUmor supressor
etki, azalmig nikleer PTEN miktarinn da artmis tUmor progresyonu ile

iligkili oldugu gosterilmistir.>

Bliylime Faktérleri
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hiicre blylimesi

Sekil 3 : PI3BK-Akt yolagi ve PTEN denetlenimi®’

13



PTEN regulasyonunda iki tane temel feed-back mekanizmasi
izienmektedir; Bunlardan bir tanesi mTORC1 aktivasyonu sonucu IRS-1
(Insulin Receptor Substrate-l)de transkripsiyonel represyon ve inhibitor
fosforilasyon olusturarak sonrasindaki PI3K-Akt uyarlimini azaltmaktadir
(Sekil 3, yesil renkte izlenen hat). Bu feed-back mekanizmasini Rapamisin
mTORC1 inhibisyonu ile bloke etmektedir.®" Diger inhibisyon mekanizmasi
ise; FOXO uyarih negatif feed-back ($ekil3, turuncu renk) olup bu da RTK

(reseptor tirozin kinaz) inhibisyonu yapmaktadir’'#°
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2.5-mTOR Yapisi ve Aktivasyonu

mTOR; (mammalian Target Of Rapamycin) 289kDa

agrhiginda bir serin/threonin kinaz olup PI3K-iliskili kinaz (PIKK) ailesinin

bir Uyesidir.>®> mTOR yolagi hiicrede bilyime ve gelisme igin temel olup

hicre proliferasyonu, anjiogenezis, DNA hasar kontrol basamaklari,
telomer uzunlugunun yOnetimi, translasyon, transkripsiyon, mRNA
dongusu, protein stabilitesi, aktin iskelet organizasyonu, anjiogenez ve

otofaji gibi cok sayida énemli fonksiyonlari diizenlemektedir.>>*

mTORCL mTORC2

(preso @?To) goind DEPT@

ij.Of QL@ \Rictor _ m I_ST9
_"\Proty -

Sekil 4 : mTOR komplekslerinin yapisr’

Memelilerde TOR, mTORC1 ve mTORC2 olmak uGzere iki
farkh TOR kompleksinden olugsmaktadir. mMTORC1; mTOR katalitik subuniti
ve raptor (regulatory associated protein of mTOR) ve mLST8 (ayni
zamanda GBL olarak bilinir) olarak bilinen iliskili proteinlerden
olusmaktadir. mTORC2; mTOR, mLST8/GBL, rictor (rapamycin-insensitive
companion of mTOR) ve mSini(mitogen-activated-protein kinase iliskili
45,55

protein-1 olarak da bilinen)’den olusan subunitlerden olusmaktadir
(Sekil 4).

mTORC1 kompleksinin normal ve timoral hicrelerde 6nemli
bir kompleks oldugu gdsterilmis olmasina ragmen mTORC2’nin roli tam

olarak bilinmemektedir.58
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Rapamisin, FKBP-12 ile etkileserek olusturdugu inhibitor
kompleks’i mTORC1’i inhibe ederken mTORC2'ni etkilememektedir(Sekil
5). Bu yuzden mTORC1 kompleksi rapamisin-duyarli iken mTORC2
duyarll  degildir. Ayni  sekilde besinsel maddelerinin  uyariarinin
hissedilmesine karsi mTORC1 duyarli iken, mTORC2 duyarli degildir.3%%°

on (I I

HEATRepeats =~ FAT  FRB Kinase Repressor FATC
domain  domain

Sekil 5 : mTOR’'un yapisi-FRB domaini Rapamycin-FKB-12
inhibitdr kompleksine kuwvetli afinite gdsteren alan icerir®’

mTOR’un fonksiyonun regllasyonunda mTOR o6ncesinde
veya sonrasinda yer alan ¢ok sayida denetleyici basamak mevcuttur. Ana
hatlari ile denetleme yapisi: Reseptér Tirozin Kinaz'in mitojen uyarmi
sonrasi PIBK ve Akt aktive olmaktadir. Akt T308’de, PDK1 ile ve mTORC2
(rictor) ile de S478’de fosforile edilmekte ve bdylece tam aktivasyonu ile
TSC2' vyi fosforile etmekte, bu da Rheb GTPaz ve mTORC1(raptor)
aktivasyonuna yol acmaktadir. Enerji-hassas yolak (6rnegin aminoasitler
ve ATP uzerinden) LKB1 (zerinden mTOR’a baglanr. LKB1, AMPK'yi
aktive ederek TSC1 ve 2'yi aktive eder ve mTORC1’U inhibe eder.

mTORC1 aktivasyonu S6K1 ve 4E-BP1’G fosforiller ve 4E-
BP1’'Un, elF-4E’den ayrimasini saglar. Bu durum geriye donuk olarak 5°-

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

translasyonunu uyarmaktadir '#:1%°(Sekil 6).
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Sekil 6 : mTOR denetleme basamaklar'*®

2.5.1. mTOR’un Ust Uyar Basamaklar :

2.5.1.1. PIBK/AKT Uyar Yolag::

Reseptoér Tirozin Kinazlar(RTK), PI3K’'ni Protein Kinaz-C
(PKC), SHP1, Rho ve Src gibi proteinler Gzerinden aktive ederler. PIBK
Aktivasyonu ile Pl(4)P ve PI(4,5)P2’yi, srasiyla PI(3,4)P2 ve PI(3,4,5)P3’e
fosforiller.?’ PTEN ise fosfotaz PI(3,4,5)P3'nii tekrar geriye Pl(4,5)P2'ne
defosforile ederek reseptor tirozin kinaz ve PI3K aracih PDK ve Aktye
uyari iletimini antogonize eder. Bu ylzden PI3K aktivasyonu ve PTEN

mutasyonu kanserlerde sk izlenen bir bulgudur®® (Sekil 6).
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Akt'nin tam aktivasyonu daha sonra, TSC1 ve TSC2'ni inhibe
ederek mTOR ve alt hedefleri aktive eder.®” p53, PIBK/AkmTOR

yolaginda, PTEN aktivitesini pozitif olarak arttirr.'*®

translokasyonu
KML'de 100% izlenir

PTEN ve p53 kaybi bir
¢ok kanserde izlenir

BCR-ABL

A

RUSUS

J

Sekil 7 : Ras/mTOR yolagi™*!

2.5.1.2. Ras/Raf/MEK/ERK Uyarn Yolag::

Ras proteinleri (H-Ras, K-Ras ve N-Ras), GDP/GTP ayarli bir
anahtar gibi fonksiyon géren 6nemli bir onkoproteinlerdir. Ras/MAPK
yolagi TSC(Tuberous Sclerosis)’i hedeflemektedir. Normal bir hucredeki,
Ras GDP bagldrr ve inaktiftir. Blyuime faktorleri, hormonlar ve sitokinler
tarafindan aktive olup Raf kinazlari aktive eder.®’

18



Memeli hucrelerinde Raf serine/threonin kinazlarinn da A-
Raf, B-Raf ve C-Raf(RAF1) olmak Uzere ug¢ farkl izoformu vardir. A-Raf ve
B-Raf bazi dokular ile sinirli ekspresyon sergilerken C-Raf tim hicre ve
dokulardan ekspresse edilmektedir. Aktivasyondan sonra Raf hicrede
proliferasyona yol acar'*'(sekil 7). TSC1 (ayni zamanda hamartin olarak
da bilinir) ve TSC2 (ayni zamanda tfuberin olarak da bilinir) aktivasyonu
mTORC1’nin negatif regilasyonu ile sonuglanmaktadir.?? Timérlerde cok

sayida Ras ve Raf mutasyonu veya aberasyonu izlenmektedir.5?

2.5.1.3. AMPK ve Diger Molekiiller:

mTOR aktivasyonunda ayrica besinler de o6nemli rol
almaktadir. Amino asid ac¢lhdi hiza mTOR’un alt basamaklarinda rol alan,
S6K1 ve 4E-BP1 defosforilasyonu yapmakta iken ortama yeniden amino
asitlerin eklenmesi de S6K1 ve 4E-BP1 fosforilasyonunu saglamaktadir
(Sekil 8). Besinler TOR uyari yolagini ATP enerji yolag, AMP-Aktive
Protein Kinaz(AMPK) aktivitesi ATP/AMP dengesi ile ile regule etmektedir.
Aktive AMPK, TSC2 (izerinden mTOR inaktivasyonu gerceklestirir.>®

2.5.1.4. Diger Etkenler:

Bircok c¢evresel stres de mTOR wuyari yolagini regule
etmektedir. Ornegin hipoksi ve DNA hasari mTOR aktivitesini azalma
yoninde regiile etmektedir.®* Hipoksi sonrasi salinan HIF1, REDD1 ve
REDD2’nin her ikisinin de artisina yol acarak ters yonde TSC1 ve TSC2
uzerinden mTORC1’'un wuyart ve protein sentezinin inhibisyonunu

gerceklestirmektedir.>®®°
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Sekil 8 : mTORC1’in aminoasitler ile aktivasyonu’'

2.5.2. mTOR Alt Uyari Basamaklari

mTORC1 vyolagl, kendi alt dizenleyicileri olan 4E-BP1 ve
p70S6K1 ile hiicre biyiimesini regile etmektedir.>® Everolimus S6K1 ve
4E-BP1 aktivasyonunu da &nleyerek hicrenin blylimesi, proliferasyonu ve

G1-S gegisi inhibe edilir ve apotozisi uyarimaktadir.”®””

2.52.1. 4E-BP1:

4E-BP1 (Eukaryotic translation initiation factor 4E binding
proteint), elF4F (Eukaryotik translation initiation factor)in mRNA cap
baglayici subuniti ile iligkili protein translasyonunun baslamasini inhibe
eder. mTOR direk olarak 4E-BP1 aktivitesini fosforilleyerek inhibe eder.
Rapamisin ile mTOR aktivasyonunun inhibisyonu, protein translasyonunu
énleyen 4E-BP1’nun defosforilasyonuna yol acgar.®® mTOR inhibisyonu
ribozom biyosentezinde downregulasyona yol acgarak ve otofaji gibi
katabolik olaylarn Ust dizenlenimini saglar ki bu durum ac¢lk durumuna

temel adaptasyon ve hayatta kalmak icin gereklidir.>>®’
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25.2.1. P70S6K1:

mTOR’un inhibe ettigi diger 6nemli bir molekulde,
Serin/threonin kinaz olan p70S6K1(70-kDa ribozomal protein S6 kinaz 1:
S6K1)'dir. p70S6K1’nin hedefleri; ribozomal proteinleri, uzama faktorlerini
ve Insulin Growth Faktor 2 (IGF1)'ni icermektedir.®®

p70S6K, hicrede protein sentezinin potent regulatéri olup
hicre buyimesinde kritik rol oynamaktadrr. p70S6K1, HIF-1 ve VEGF
ekspresyonu yaninda bunlarin, Ust yolaklarinda yer alan PISBK/AKT ve ERK
uzerinden de etkileyerek hicre proliferasyonuna, timér blydmesine ve

anjiogenezise etkilerini dengeleyen énemli bir molekiildiir.>*-8

Klinik kanser arastirmalarinda birgok onkojenik yolak etkilerini
mTOR Uzerinden gostermektedir ve mTOR uyari yolaginin altinda c¢alisan
hedeflerden bazilarnn da da prognoz ile iliskili oldugu saptanmistir.
P70S6K1’nin aktivasyonu veya overekspresyonu cesitli timoér hatlarinda
ve ayni zamanda da bazi meme kanserlerinde de gOsterilmis olup etki
Ozellikle tumor anjiogenezisi ve invazyon yetenegi ile de iligkili oldugu

gosterilmistir.'2%142

2.5.3. mTOR ile lliskili Diger Molekiiller:

mTOR inhibitérleri  hicre siklus ilerleyisini  ve hicre
proliferasyonunu, CDK4 (Cyclin Dependent Kinase-4)-cyclin D1 kompleksi
lizerinden de engellerler.”! mTOR inhibitérleri tarafindan CDK4-cyclin D1
kompleksin'de azalma da ayni zamanda Rb fosforilasyonunu inhibe etmesi
mTOR'un G1-S gegisinin regulasyonu’'ndaki énemli rolini gostermektedir.
Bu ylzden mTOR’un rapamisin tarafindan inhibisyonu hem sitostatik ve

hem de hicre sag kalim cevaplarini aktive etmektedir.
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mTOR diger taraftan da polimeraz(pol) | ve Il fonksiyonu
uzerinden RNA transkripsiyonunda hem transkripsiyonel hem de

translasyonel seviyeler (izerinden protein sentezini regiile ederler *°

p53 ile mTOR uyari yolaginin da ¢ok siki iligkisi vardir. p53
yolagi DNA hasarn veya hipoksi gibi hucresel stres uyarilar ile aktive
olurlar ve hicrede hucre siklusunda durma veya apoptozis ile sonuglanan
yolu gelistirir. p53 aktivasyonuna bagl olarak mTOR aktivitesi baskilanir.®
Bu ylzden p53 inaktivasyonu da, TSC1-TSC2 inhibisyonu yaparak ile

mTOR aktivasyonuna yol agmaktadir.

Matrix Metalloproteinazlart (MMP-2 ve MMP-9) ile kollajen
tiplV’nin degredasyonu ve bazal membranin ykilmasinin da mTOR
bagmii yolak ile regile oldugu gosterilmistir.® Phospholipaz-D (PLD),
PIBK'den bagimsiz olarak mTOR'u stimtle ettigi ve hem invazyon hem de
timor hiicrelerinin migrasyonunda etkileri gdsterilmistir.”
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2.6. mTOR Inhibitorleri ve Everolimus

Rapamisin, 1975 yilinda Pasifik Okyanusundaki Rapa Nui
adasinda Streptomyces hygroscopicus’dan elde edilmis, 914.2 kDa
agrrhginda bir bakteriel makroliddir*>"2. Aslinda immunosupressif 6zellikleri
olan bir antifungaldir ve bu etkisi nedeni ile ik bagsta bobrek

transplantasyonlarinda kullanimis olup sonradan da antitimor etkisi

saptanmistir. Rapalog olarak bilinen ¢ok sayida yapisal deriveleri elde
edilmistir. Everolimus®Novartis(RAD001), Temirolimus®Wyeth ve AP-

23573%/Ariad bilinen rapaloglar (Sekil 9-10) olup bunlarin gok sayida faz |
45,73,74

ve Il klinik ¢caligmalari devam etmektedir.

Sekil 9 : Rapamisinin yapisi'™®

Everolimus® (RAD001), mTOR aktivasyonunu mTORun
inhibitor kompleksi olan FKBP-12 (FK506 binding protein-12)’ye
baglanarak inhibe etmektedir. Sonugta olusan kompleks, mTOR aktivitesini

bloke etmektedir.58-130

Everolimus, mTOR tarafindan uyarlan S6K1 ve 4E-BP1
aktivasyonu bloke edilerek; hicre buyumesini, proliferasyonunu ve G1-S

gecisini inhibe ederken apotozisi de uyarmaktadir.”®’” Everolimus direk
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olarak da kanser hucrelerini blylme ve g¢ogalmasini engellerken insan
xenograft timoérinde de (gosterildigi Gzere endotel hicrelerinin

proliferasyonunu dnleyerek anjiogenezisi de inhibe etmektedir’

Ho 0%

Sekil 10 : Everolimusun yapisi'™®

Rapaloglar in vitro olarak HUVEC (Human Umblical Vein
Endothelial Cell) inhibisyonu ve kultire tumér hicrelerindeki VEGF ve HIF-
1 ekspresyonunu azalttigi ve cesitli deneysel tumor modellerinde de kan
damar dansitesini distrdiigii gosterilmistir.’®' Everolimus’un solid tiimérler
Uzerindeki antitimor aktivitesi antivaskller ve antianjiogenik fonksiyonun

da 6nemli katkisi olmaktadir.%?

Everolimus in vitro olarak birgok memeli timoér hattinda
blyumeyi inhibe ederken tek basina kullanimi ile hicre 6lumi tam olarak
iZlenememektedir®® Cok sayda calismada mTOR inhibitdrlerinin in vivo
olarak kemoteropatik ajanlara kargi tumor duyarlihdini  arttirdigr  da
g6zlenmistir.f6798 Ancak 48 farkli histotipi bulunduran hiicre hattinda
yapllan bir calismada gosterildigi Uzere everolimus’un etkisi sabit bir

yapida olmadan genis bir ICso degeri verdigi izienmektedir.®®
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3-GEREG VE YONTEM

Calismamizda, ATCC’den saglanan insan over berrak hcreli
karsinoma hiicre hatti olan ES-2/CRL-1978® ‘de Everolimus’un tek basina
ve taxol ile birlikte, doz ve sureye bagml olarak uygulanmasi sonrasinda,
meydana gelen apoptotik etkiler, genomik ve transkripsiyonel (mRNA)
dizeylerde belirlendi.

3.1. Kullanilan Arag ve Geregler

3.1.1.Hicre Kultiru

Bu gcalismada, ATCC’den saglanan insan over berrak hucreli
karsinoma hiicre hatti olan ES-2/CRL-1978® hiicre hatti Dulbecco’s
Modified Eagle Media (DMEM)’li besiyerinde kdltire edildi.

3.1.2.Kullanilan Cihazlar

« Biyoguvenlik kabini (DanLaf, Danimarka)

« Karbondioksitli etiv (Sanyo, Japonya)

e Invert mikroskop (Zeiss, Almanya)

e Isik mikroskobu (DCM 4000, Leicia, Almanya)

o LightCycler Real-Time PCR cihazi (Roche, Almanya)

o Mikroplaka ELISA okuyucu (SpectraMax M3, Molecular
Devices, ABD)

e Mastercycler Ep Gradient otomatik 1s1 déngl cihaz
(Eppendorf, ABD)

o Floresan atagmanh mikroskop (Olympus BX-50, Japonya)

o Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000) (Thermo Scientific,
ABD)
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Sogutmali santrifij (Hettich Mikro 22 R, Almanya)

pH metre (WTW 422, Almanya)

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

Manyetik karistinct (TMA 2071, Almanya)

Spin vorteks (Biosan, Rusya)

Mikropipetler, 10pL, 100pL, 100pL (Bt10, Bt100, Bt1000
Biohit, CLP, ABD)

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

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

Buzdolabi (Argelik, Tarkiye)

3.1.3.Kullanilan Sarflar

Hiicre ireme flasklari, 25cm? ve 75¢cm? (Corning, ABD)
Petriler, 35mm, 60mm ve 100mm (Corning, ABD)
Hucre kryo (dondurma) ampuli (Greiner, Almanya)
Kdltdr tupleri (Corning, ABD)

Mikrosantrifdj tipleri (CLP, Almanya)

3.1.4 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Everolimus(Sigma, ABD)

Taxol (Eczacibasi, Turkiye)

Dimetil sulfoksit (DMSO) (Ambresco, ABD)
McCoy's 5A besiyeri (HyClone, Thermo, ABD)
Fetal sigir 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 Bromur (Sigma, ABD)
Fenilmetilsulfonilflorid (PMSF) (Roche, Almanya)
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o Primer (PTEN, mTOR, VEGFA)
« Etanol (Sigma, ABD)

3.1.5.Kullanilan Kitler

o Cell Proliferasyon Kiti Il (XTT) (Roche, Almanya)
o TagMan Master Karigimi (Roche, Almanya)

o Transcriptor First Strand cDNA Sentez Kiti (Roche, Almanya)
« High Pure RNA izolasyon Kiti (Roche, Almanya)

3.2. Besiyeri ve Gozeltilerin Hazirlanisi

3.2.1. % 10’luk McCoy’'s 5A Besiyerinin Hazirlanisi

450 ml McCoy’s 5A besiyeri igerisine, 50 ml fetal sigir serumu
(FCS), 200 mM L-glutaminden 10 ml ve son konsantrasyonu 100
IlU/ml penisilin ile 100 ug/ml streptomisin olacak sekilde hazirland..

3.2.2. DMEM.% 1’lik Besiyerinin Hazirlanisi

DMEM (495ml)besiyeri igerisine, 5ml FCS, 200mM L-glutaminden
10ml, 100IU/ml penisilin, 100pg/ml streptomisin eklenerek %1’ lik
DMEM besiyeri hazirland.

3.2.3. XTT Karisiminin Hazirlanmasi

Tek bir kuyucuk igin 50iL XTT isaretleyici ajan ve 1iL elektron

eslesme ajani kullanim &éncesinde taze olarak hazirlandi.

3.2.4. 0.2M Na2HPO4 Codzeltisinin Hazirlanis|
1.42g NaxHPO4 tartlarak son hacim 50ml olacak sekilde distile su

icinde ¢dzulda.
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3.2.5. 0.1M Sitrik Asit Cdzeltisinin Hazirlanisi
0.96g sitrik asit tartilarak son hacim 50ml olacak sekilde distile su

icinde ¢ozuld.

3.2.6. Fosfat-Sitrat Cozeltisinin (pH: 7.8) Hazirlanisi
0.2M NaxHPO4 ¢ozeltisi ile 0.1M sitrik asit ¢ozeltisi 48:2 oraninda
karistirlarak hazirlandi. Bu amagla, 48ml 0.2M NasHPO, ¢ozeltisi

icine 2ml 0.1M sitrik asit ¢ozeltisi eklendi. Hazirlanan ¢dozeltinin
pH’s1 7.8’e ayarland..

3.2.7. Nonidet %0.25 P-40 (NP-40) Cozeltisinin Hazirlanisi
25iL NP-40 alinarak son hacmi 10ml olacak sekilde distile suda

cozUId .

3.2.8. 1mg/ml Proteinaz K Cozeltisinin Hazirlanisi

1mg Proteinaz K tartlip 1ml distile su icerisinde ¢ozulerek
hazirland1.

3.2.9. 1mg/ml Ribonikleaz A (RNaz A) Cozeltisinin

hazrlanisi
1img RNaz A enzimi tartlip 1ml distile su icgerisinde ¢Ozulerek

hazirlandi.

3.2.10. 10X Tris Borat EDTA (TBE) Stok Cdzeltisinin
Hazirlanisgi
Tris bazi 54q
Borik asit 27.59
0.5M EDTA (pH: 8) 20ml

Kimyasallar bir miktar distile suda ¢6zindikten sonra son hacim

500ml olacak sekilde Uzerine distile su eklendi.
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3.2.11. 0.5 M EDTA Cobzeltisinin Hazirlanisi
29.2g EDTA, 160ml distile su igerisinde ¢dzundikten sonra son

hacim distile su ile 200ml’'ye tamamlandi ve pH’si 8 olacak sekilde
ayarlandi.

3.2.12. 1X Tris Borat EDTA (TBE) Tamponunun Hazirlanisi
50ml 10X TBE, distile su ile 500ml'ye tamamlanarak istenilen

konsantrasyona seyreltildi.

3.2.13. Oranj G Jel Yikleme Tamponu

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

3.2.14. Stok Etidyum Bromir Boyasinin Hazirlanisi

100mg etidyum bromdr 10ml distile suda ¢ozilerek hazirland.

3.2.15. PBS cozeltisinin hazirlanmasi

1.09g NasHPO4, 0.32g NaH,PO4 ve 9g NaCl tartilip 800ml distile
su igerisinde ¢ozuldikten sonra pH’'si 7.4’e ayarlanip son hacim
distile su ile 1 litreye tamamlandi.

3.3. Yontemler

3.3.1. Hicre Kiltlra

ES-2/CRL-1978 hicreleri, %10’'luk McCoy's 5A besiyerinde
%95 nem ve %5 COli ortamda 37°C’de kdlture edilerek cogaltidi.
Hdcreler everolimus ile 1nM, 10nM, 100nM, 500nM ve 1000nM
konsantrasyonlarda olacak sekilde ve taxol ile 5nM, 25nM, 50nM, 75nM,
100nM, 250nM, 500nM, 1000nM olacak sekilde 24, 48, 72 saat inklbe
edildi. Daha sonra taxol5 ve 25nM ile everolimus 1 ve 10nM olacak sekilde
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bilesimler 48 saat inkibe edildi. DMSO ¢6ziict kontroli olarak kullanildi ve
ayni sire igin inkibe edildi. inkibasyon sonrasinda yapian analizler
sonucunda everolimus ve taxol’'un her bir dozdaki sitotoksik ve apoptotik
etkileri belirlendi. Her bir konsantrasyon igin 3 ayri kiltir yapilarak deney

tekrarlandi.

3.3.2. XTT Sitotoksisite Deneyi

ES-2/CRL-1978 hucrelerinde everolimus, taxol ve everolimus
+ taxol bilesiminin sitotoksik etkisinin degerlendirilmesi i¢in  XTT
kolorimetrik kiti kullanidi. Ayni pasaj numarasina sahip ES-2/CRL-1978
hicreleri, hucre kultdar kaplarinn  %70’ini  kapladiginda besiyerleri
uzaklastirildi.  Tripsin-EDTA karigimi kullanlarak hdcrelerin  tabandan ve
birbirlerinden ayrimasi saglandi. Daha sonra hucreler thoma lami ile
sayldi. Hucreler, %1 FCS iceren McCoy's 5A igerisinde (ekilen hicre
sayisinin sabit kalmasi icin %1’lik FCS iceren McCoy's 5A kullanildi)
siispansiyon haline getirildikten sonra her kuyucuga 100uL (10* hiicre)

gelecek sekilde 96 kuyucuklu htcre kultir kaplarina ekildi.

Hucreler 37°C ve %5 CO:'li etlivde bir gece inklibe edildikten
sonra besiyerleri uzaklastiridi. Daha sonra hicreler yukarda belirtilen
dozlarda everolimus, taxol ve everolimus + taxol bilesiminin ile hazirlanmig
%10’luk FCS igeren besiyerinde, 24, 48 ve 72 saat siireyle 37 C’de %5
CO?'li etivde inkube edildi. Belirtilen surelerin sonunda her bir kuyucuga
50uL gelecek sekilde XTT karsimi eklendi ve formazan Grdnunin
olusturdugu renk degisimi 4 saat sonunda mikroplaka ELISA okuyucu ile
490nm dalga boyu araliginda belirlendi. Negatif kontroller sifir absorbans

degeri olarak kullanildi.
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3.3.3. Floresan Mikroskobunda Canli /Apoptotik/ Nekrotik

Hiicrelerin Degerlendiriimesi

Hlcre kdltdrlerinin  sonlandirimasini  takiben hicreler 3uL
akridin oranj (100ug/ml) ve 3uL etidyum bromar (100ug/ml) ile boyanarak
floresans mikroskobunda apoptoz acgisindan degerlendirildi. Akridin oranj
sadece canli hucrelerin DNA’sina baglandigindan canh hicreler yesil
renkte gorulirken, etidyum bromdr nekrotik hicrelerde kirmizi rengin
olusmasina neden oldu. Buna karsin her iki boya birlikte kullanidiginda,
apoptotik htcreleri boyayarak sari-turuncu renkte ve karakteristik apoptotik

nukleus gorunimunt yansttarak apoptozun belirlenmesine olanak sagladi.

3.3.4. Hicre Kiltirinden Total RNA Saflastirimasi

inkilbasyon siresi sonunda steril flasklarda ekili bulunan
hucrelerden RNA izolasyonu, “High Pure RNA Isolation Kiti” kullanilarak,
asagida yazili olan protokole goére yapidl.. Kontaminasyonu engellemek

amaci ile saflagtirma islemi biyoguvenlik kabininin i¢cinde gergeklestirildi.

Hdcrelerin  Uzerine 200y PBS ve 400uL Lizis tamponu

eklenip 15 saniye vortekslendi.

o Filtre, toplama tlplne yerlestirilip tim karigim filire Ustine
aktarid.

e 9000rpm’de 15 saniye santrifdj edildi.

o Toplama tupunde toplanan s atilip filtre ayni tipe tekrar
yerlestirildi.
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Her bir drnek icin 90puL DNaz inkilbbasyon tamponu steril tiipe
alndi ve 10uL DNaz | eklendi. Pipetaj ile karigtridiktan

sonra karigim filtrenin ortasina birakildi. 15 dakika oda

sicakliginda inkube edildi.

500ul’lik 1. ykama tamponu filire Gzerine eklendi ve
9000rpm’de 15 saniye santriflj edildi. Filtre altinda toplanan
kisim atildiktan sonra ayni toplama tlpu icerisine yerlestirildi.

500ul’lik 2. ykama tamponu filire GUzerine yerlestirildi ve 15
saniye 9000rpm’de santriflj edildi. Filtre altinda toplanan
kisim atildiktan sonra ayni toplama tUpu icerisine yerlestirildi.

200uL’lik 3. ykama tamponu filtre Gzerine eklendi ve 3 dakika
13500rpm’de santriflj edildi.

Toplama tupd atildi. Filtre, steril 1.5mllik mikrosantrifdj

tipUne yerlestirildi.

Filtre Gzerine 20uL Ornek seyrelti c¢ozeltisi eklendi ve
9000rpm’de 1 dakika santrifuj edildi.

Elde edilen RNA’ larin miktarlari ve safligr “NanoDrop ND-
1000 Spektrofotometre” cihazinda dlgllerek RT-PCR’da

kullanilana kadar -80°C’lik derin dondurucuda saklandi.
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3.3.5. cDNA Sentezi

Elde edilen RNA’lar spektrofotometrede 260nm dalga
boyunda olculerek mikrolitredeki mikrogram dederleri belirlendi. Primer
olarak random hekzamerler kullanilarak cDNA sentez kiti ile total RNA’dan
cDNA sentezi yapidi. cDNA sentezi srasinda kullanlan malzemeler ve
miktarlar Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1: cDNA RT-PCR tepkime karigsimi

Son Konsantrasyon Hacim

Steril H,O-PCR grade - RNA miktarina gore degisken
Reaksiyon Tamponu 1x (8mM MgCly) 4pL

dNTP 1mM 2uL

Random hekzamer primeri 60uM 2uL

RNaz inhibitori 20 Unite 0.5pL

Transcriptor Ters Transkriptaz 10 dnite 0.5uL

Total RNA 1ug 1ug olacak sekilde

cDNA igin PCR karigimi ince g¢eperli 0.2ml’lik mikrosantrif(j
tiplerine dagtidiktan sonra saflastirlan total RNA eklendi.

3.3.5.1. cDNA RT-PCR Programi

Otomatik 1s1 dénglsu cihazi, Tablo 2’de belirtilen programa

ayarlanarak cDNA ters transkripsiyon polimeraz zincir tepkimesi uygulandi.
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Tablo 2 : Otomatik 1s1 déngusu cihazinda uygulanan program

Sicaklk Zaman Dongl sayisi
Primer Baglanmasi 25°C 10dk 1
Ters transkripsiyon 50°C 60dk 1
inaktivasyon 85°C 5ak 1
Sogutma 4°C - 1

Reaksiyon sonucu cDNA d&rnekleri Real-Time PCR'da

kullanilincaya kadar -20°C’lik derin dondurucuda saklandi.

3.3.5.2. Genlerin ifade Edilmesinin Real-Time PCR ile

Oleimu

PTEN, mTOR ve VEGF-A genlerinin mRNA miktarlar, Real-
Time PCR yontemi ile Light Cycler (LC) cihazi kullanilarak yapildi.
Amplifikasyonlar 20uL toplam tepkime hacmi icerisinde; cDNA, bdlgeye
o0zgu primerler, UPL TagMan probu, LightCycler TagMan Master karigimi
ve distile su kullanilarak gerceklestirildi. PTEN, mTOR ve VEGF-A gen
ifadelenmesini normalize etmek icin GAPDH mRNA dlzeyi referans olarak
alindi. Goreceli gen ifade edilme sonuglar “Pfaffl” matematiksel yontemi ile

hesaplandi.

3.3.5.3. mTOR Geninin ifade Diizeyinin Kantitatif Analizi

mTOR genine ait UPL prob ve primerlerin cDNA’daki
yerlesimleri Sekil 11°de gosterildi.
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mTOR Forward 5’- TGCTGGAAGCCTTTGTCTATG-3
mTOR Reverse 5’- CGCTTGTTGCCTTTGGTATT-3’
75 numarali prob dizisi: 5’-GGAGGCTG-3’

-------------

7201 CACACAGTGATGEAGETGCTGOGAGAGCACA AMGEACAGTGT CATGECCGT G CTEEARGEC

e e e p ey e _ar

Lzl lallz—2 5 —GERGECTG-3

7261 TITGICTATGRACCCCTIGCTGARCTGGAGECTGATGGACACARRTR CCARAGGCARCRRG

7321 CEATCCCRARACGAGEACGEAT TCCTACTCTGCTGEC CAGTCAGTCGARARTT TTGGACEET

Sekil 11 : mTOR mRNA’sinin belirlenmesinde kullanlan primerler ve
UPL probun cDNA dizisi Uzerindeki yerlesimi (Referans:
ENST00000361445 giris no’lu dizi) (Translasyon baslangic
nukleotidine goére numaralandiriimigtir).

Sekil 12’de gosterilen primer ve problar kullanilarak Real-
Time PCR tepkimesi LC cihazinda gerceklestirildi.

Tablo 3 : mTOR Real-Time PCR tepkime karigimi

Son Konsantrasyon Hacim
dH,O - 6.2UL
MgCl, (25mM) 4mM 1.2uUL
mTOR Primer F (10pmol/pL) 2.5pmol 0.25L
mTOR Primer R (10pmol/jL) 2.5pmol 0.25uL
mTOR TagMan prob (100pmol/pL)  10pmol 0.1uL
TagMan karigimi (10x) 1x 1L
cDNA - 1L
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3.3.5.4. PTEN Geninin ifade Diizeyinin Kantitatif Analizi

PTEN Forward primer: 5’-
CGAACTGGTGTAATGATATGTGC-3’

PTEN Reverse primer: 5-CGCCTGTGACTGGGAATAGT -3’
60 numarali prob dizisi: 5’- TGGGGAAG -3’

5’ -CGAACTGGTGTAATGATATGTGC-3’
384 GGGACGAACTGGTGTAATGATATGTGCATATTTATTACATCGGGGCAAATTTTTAAAGGC
5’ - TGGGGAAG -3’ 3/ -TGATA
444 ACAAGAGGCCCTAGATTTCTATGGGGAAGTAAGGACCAGAGACAAAAAGGGAGTAACTAT
AGGGTCAGTCTCCGC-5'

504 TCCCAGTCAGAGGCGCTATGTGTATTATTATAGCTACCTGTTAAAGAATCATCTGGATTA

Sekil 12 : PTEN mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL
probun cDNA dizisi Uzerindeki yerlesimi (Referans: ENST00000371953
giris no’lu  dizi)  Translasyon baslangic  niukleotidine  gore
numaralandiriimistir.

Tablo 4 : PTEN Real-Time PCR tepkime karigmi

Son Konsantrasyon Hacim
dH.0 - 6.2uL
MgCl, (25mM) 4mM 1.2uL
PTEN Primer F (10pmol/pL) 2.5pmol 0.25uL
PTEN Primer R (10pmol/JL) 2.5pmol 0.25lL
PTEN TagMan prob (100pmol/L) 10pmol 0.1uL
TagMan kangimi (10x) 1x 1L
cDNA - 1L
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3.3.5.5. VEGF-A Geninin lfade Diizeyinin Kantitatif Analizi

VEGFA Forward primer: 5-CCATATGATCGAGGACATCCA-3
VEGFA Reverse primer: 5-GACTCCCTCGAGTCTCCAGAT-3
9 numaral prob dizisi: 5-CAGGCAGC-3’

57’ -AGTGTGTGC

767 CCTGTGTGCCCCTGATGCGATGCGGGGGCTGCTGCAATGACGAGGGCCTGGAGTGTGTGC
CCACTGAGGA-3’ 5" -CATCACC-3’ 3’ -ATACGCCTAGTTTGGAGTCC-5’

827 CCACTGAGGAGTCCAACATCACCATGCAGATTATGCGGATCAAACCTCACCAAGGCCAGC

Sekil 13. VEGFA mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan primerler ve UPL
probun cDNA dizisi Uzerindeki yerlesimi (Referans: ENST00000372067
giris no’lu  dizi)  Translasyon baslangic  niukleotidine  gore
numaralandiriimistir.

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

Son Konsantrasyon Hacim
dH:0 - 6.2L
MgCl, (25mM) 4mM 1.2uL
VEGF Primer F (10pmol/JL) 2.5pmol 0.25L
VEGF Primer R (10pmol/JL) 2.5pmol 0.25uL
VEGF TagMan prob (100pmol/JL) 10pmol 0.1uL
TagMan karigimi (10x) 1x 1L
cDNA - 1uL

3.3.5.6. Light Cycler (LC) Deney Programi

Real-Time PCR karngimlarn hazrlanp 96 kuyulu tepkime
ortamina  yerlestirildikten sonra LC cihazinda asagida belirtilen
amplifikasyon programi kullanilarak PCR tepkimesi gerceklestirildi. PTEN,
mTOR, VEGFA ve GAPDH genleri icin ayni program kullanild1.
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| Prog_;ram 1. Ayrilma (Denatiirasyon)

Program Verisi Deger
Doéngliler 1

Analiz Modu -
Sicaklhik Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 95
inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10:00dk
Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 20.0

Program 2. Primer Baglanmasi ve Uzama (Hibridizasyon ve Polimerizasyon
g

Program Verisi Deger

Dongller 50

Analiz Modu Cogalma

Sicaklik Hedefleri Kisim 1 Kisim 2

Hedef Sicaklik (°C) 95 60

Inklbasyon zamani (s:dk:sn) 10sn 20sn

Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 20.0 10.0
|Program 3. Sogutma |

Program Verisi Deger

Dongiiler 1

Analiz Modu -

Sicaklik Hedefleri Kisim 1

Hedef Sicaklik (°C) 40

inkibasyon zamani (s:dk:sn) 30sn

Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 20.0

Reaksiyon sonucu, PTEN, mTOR, VEGFA ve GAPDH
genlerinin mRNA ifade duzeylerini gésteren Crossing point (Cp) degerleri
belirlendi. PTEN, mTOR, VEGFA ifade dlizeyleri GAPDH ifade dlizeyine

gOre normalize edildi.

3.3.6. Istatistiksel Analiz Yontemleri

Doza ve zamana bagl olarak degisen, PTEN, mTOR ve
VEGFA mRNA ifade dizeylerindeki farklilklar “REST (2008 Beta V2.0.7)”
istatistik programi ile karsillastiridi. XTT ve AO/EtBr analizi sonucunda
elde edilen bulgular ise “tek yonli Anova” testiyle karsilastiridi. Varyans
homojenitesi Levene'nin Testi ile degerlendirildi. Veriler “SPSS 15.0”
istatistik programi kullanilarak degerlendirildi. Anlamlilik degeri p<0.05
olarak kabul edildi.
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4-BULGULAR

Gergeklestirdigimiz c¢alismamizda, insan over berrak hcreli
kanser hicre hatti olan ES-2/CRL-1978de, everolimus’un tek basina ve
taxol ile birlikte, doz ve sureye bagmh olarak uygulanmasi sonrasinda,
meydana gelen apoptotik, genomik ve transkripsiyonel (mRNA) etkilerini

arastirdik.

Everolimusun tek basina kullanimasinin hicre canliligina
etkisinin ancak ¢ok yuksek dozlarda ve dusuk oranda gerceklestigi (Sekil
14-16, Tablo 5-8) taxol ile etkin degerlerin 25 nM ve daha yuksek ylksek
ile elde edilebildigi saptandi (Sekil 17-19, Tablo 9-11). Disik doz taxol ile
beraber everolimus kombinasyonunun ise hicre canliligini daha belirgin
olarak azaltigi gosterildi (Sekil 20-23, Tablo12-15). Daha ylksek dozda
taxol kullanimasi ile elde edilen etkide 6n plana nekrozun gegtigi bulundu
(Sekil 27, Tablo 19).

Tek bagina Taxol 25 nM ile elde edilen apoptozis oranlarina
(Sekil 24, Tablo 16) yakin apoptozis degerlerinin taxolun 5nM gibi daha
dusuk degerlerinin everolimus kombinasyonlar ile de elde edilebildigi
saptandi (Sekil 26, Tablo 18).

Everolimusun taxola eklenmesinin, tedavide hucre canliligini
azaltmasi ve apoptozisi arttrmasi yannda, VEGFA mRNA seviyesinde
kontrole goére belirgin digsmeye sebep oldugu saptandi (Sekil 28-29, Tablo
20-21). Hucrede timdr supressor olarak rol alan PTEN mRNA’sinin Taxol
+ Everolimus kombinasyon uygulanmasi ile azaldigi gosterilirken mTOR
MRNA seviyelerinde anlaml degisiklik saptanmadi (Sekil 28, Tablo20).
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4.1. ES-2/CRL-1978 Hiicrelerinin Everolimus, Taxol, ve
Everolimus/Taxol Kombinasyonlarina Duyarhiliginin XTT Sitotoksisite

Yontemi ile incelenmesi:

96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarna 10* hiicre/kuyu olacak
sekilde ES-2/CRL-1978 hucreleri ekilerek, 1-1000 nM araliginda farkh
Everolimus konsantrasyonlari ile 24, 48 ve 72 saat sureler ile inklbe edildi.
Sekil 16’da 24 saat inkubasyon sonucunda hicrelerin everolimus’a cevabi
gOzlenmektedir. Buna goére, en yuksek konsantrasyonda (1000 nM) hicre
canliigr %46 bulundu.

48 saat sureli inkibasyon sonucunda en yuksek
konsantrasyonda hicre canlilik orani %64.1 olarak bulundu (Sekil 15). 72
saat sureli inkibasyon sonucunda 1000 nM konsantrasyonda meydana

gelen hucre canlilig: ise %65.5 olarak bulundu (Sekil 16).

Tablo 6 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hucrelerinin (10.000 hicre/kuyu) 24
saat Evorelimus uygulamasinin htcre canliligi Uzerine olan etkisi

everolimus hicre canliigi standart sapma p degeri
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 Istatistik degeri: 2.467 p:0.093
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Sekil 14 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hicrelerinin (10.000 hicre/kuyu) 24
saat Evorelimus uygulamasinin htcre canliligi Uzerine olan etkisi

(p<0.007%)

Tablo 7: XTT testi, ES-2/CRL-1978 hicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) 48
saat Evorelimus uygulamasinin htcre canliigi Gzerine olan etkisi

everolimus hicre canlihgi standart sapma p degeri
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 Istatistik degeri:1.108 p:0.406

Tablo 8. XTT testi, ES-2/CRL-1978 hicrelerinin (10.000 hicre/kuyu)
72 saat Evorelimus uygulamasinin hicre canliligi tzerine olan etkisi

everolimus hicre canliigi standart sapma p degeri
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 72.7 715 <0.001
1000 nM 65.5 3.47 <0.001

Varyans Homojenitesi Levene Istatistik degeri:1.262 p:0.341
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Sekil 15 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hicrelerinin (10.000 hicre/kuyu) 48
saat Evorelimus uygulamasinin hicre canliligi Uzerine olan etkisi (p<0.05%)
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Sekil 16 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu)
72 saat Evorelimus uygulamasinin hicre canliligi Uzerine olan etkisi
(p<0.05"" p<0.001*)
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Calismamizda daha sonra 96 kuyulu hdcre kultir kaplarina
10* hicre/kuyu olacak sekilde ES-2/CRL-1978 hucreleri tekrar ekilerek, 1-
1000 nM araliginda farkh taxol konsantrasyonlari ile 24, 48 ve 72 saat
sureler ile inklbe edildi.

24 saatlik d6lcimde hucre canlilik orani taxol konsantrasyonu
250 nM’de %58.4 ve 500 nM'de %50.3 olarak Olguldi (Sekil 17).

48 saatlik dlcimde ise 25 nM'de %55.9 ve 50 nM’'de %36.2
olarak (Sekil 18) ve 72 saatlik dlgimlerde de 25 nM'de %47.9 ve 50
nM’'de %34.9 olarak belirlendi (Sekil 19).

Tablo 9 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hucrelerinin (10.000 hdcre/kuyu)
24 saat Taxol uygulamasinin hicre canlihigi Gzerine olan etkisi

Taxol hiicre canlihgi standart sapma p degeri
kontrol 100 3.05

5 nM 721 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 Istatistik degeri:0.827 p:0.59

44



120

100

80

6

o

4

o

2

o

o

Kontrol

M % canhilik

I“i]i]li

SnM 25nM  50nM’ 75nM IOOnM 250nM 500 nM 1000

nm”

Sekil 17 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hiicrelerinin (10.000 hlicre/kuyu)
24 saat Taxol uygulamasinin htcre canliligi Gzerine olan etkisi
(p<0.05" p<0.001*)

Tablo 10 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hcrelerinin (10.000 hicre/kuyu) 48
saat Taxol uygulamasinin hucre canliigi Gzerine olan etkisi

Taxol hicre canlihgi standart sapma p degeri
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 Istatistik degeri:1.155 p:0.377
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Sekil 18 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu)
48 saat Taxol uygulamasinin hicre canliligi Gzerine olan etkisi
(p<0.001%)

Tablo 11 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hucrelerinin (10.000 hicre/kuyu) 72
saat Taxol uygulamasinin hicre canliligi Gzerine olan etkisi

Taxol hicre canlihgi standart sapma p degeri
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 Istatistik degeri:2.742 p:0.36
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Sekil 19 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 htcrelerinin (10.000 hicre/kuyu) 72
saat Taxol uygulamasinin hucre canlhigi Uzerine olan etkisi (p<0.007%)

XTT degerlendirmesinin en son bdliminde de taxolun
everolimus ile beraber olarak etkilerinin degerlendirilebilmesi igin, 96
kuyulu hiicre kiiltir kaplarina 10* hiicre/kuyu olacak sekilde ES-2/CRL-
1978 hicreleri taxolun 5 ile ve 50 nM arasinda konsantrasyonlari ile
everolimusun sabit olarak kullanidigi 1 ve 10 nM konsantrasyonlarda ile

kombine edilerek 24 ve 48 saat sureli inkibasyonlan yapidi (Sekil 20-23).

Everolimus 1nM + taxol 10nM kombinasyonun 24 saat
sureyle kullanimasinda % 48.1 gibi bir oran elde edildi (Sekil 20). Bu oran
taxolun 24 saatte tek basina 500 nM doz da yaptigi oranina (% 50.3) yakin
bir orandir (Sekil 17). 48 saatlik 6lcimde de everolimus 1nM + taxol 5nM

kombinasyonun kullanimasi ile de elde edilen % 54.8 oran, taxol'un tek
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basina 25 nM dozda kullanimasina yakin oranda (% 55.9) hicre canliligini

azaltmayl basarmistir (Sekil 23).

Everolimus 10nM + taxol 5nM kombinasyonun kullanidigr 48

saatlik uygulanmasin da hucre canlligindaki %45.8 gibi bir azalma degeri

(Sekil 23) elde edilmis olup bu oran tek basina olarak taxolun 25nM ve

daha yuksek dozlar ile ancak elde edilebilmistir (Sekil 20). En dusuk

canllik orani 50 nM taxol+ 10 nM everolimus ile 48 saatlik inklbasyonda,
% 29 olarak saptandi (Sekil 23).

Tablo12 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hicrelerinin (10.000 hicre/kuyu) 24
saat Taxol (5-50 nM) + Everolimus 1 nM kombine uygulamasinin hicre
canliig: Uzerine olan etkisi

Taxol(+1 nM everolimus) | hiicre canliigi standart sapma | p degeri

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 istatistik degeri:0.837 p:0.561

Tablo 13 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hucrelerinin (10.000 hiicre/ kuyu) 48
saat Taxol (5-50 nM) + Everolimus 1 nM kombine uygulamasinin htcre
canlilig1 Uzerine olan etkisi

Taxol(+1 nM everolimus) | hicre canliligi standart sapma | p degeri

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 Istatistik degeri:0.912 p:0.514
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Sekil 20 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hicrelerinin (10.000 hicre/kuyu) 24
saat Taxol (5-50 nM) + Everolimus 1 nM kombine uygulamasinin hicre

canlhgi Uzerine olan etkisi (p<0.007%)
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Sekil 21 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) 48
saat Taxol (5-50 nM) + Everolimus 1 nM kombine uygulamasinin hicre

canlhgi Uzerine olan etkisi (p<0.007%)
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Tablo 14 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hucrelerinin (10.000
hicre/kuyu) 24 saat Taxol (5-50 nM) + Everolimus 10 nM kombine

uygulamasinin htcre canliig: Gzerine olan etkisi

taxol(+10 nM everolimus) | hicre canlligi | standart sapma | p degeri

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 Istatistik degeri:0.859 p:0.547
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Sekil 22 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hicrelerinin (10.000 hicre/kuyu)
24 saat Taxol (5-50 nM) + Everolimus 10 nM kombine uygulamasinin
hicre canliigi Uzerine olan etkisi (p<0.007%)
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Tablo 15 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hucrelerinin (10.000 hicre/kuyu) 48
saat Taxol (5-50 nM) + Everolimus 10 nM kombine uygulamasinin hicre
canliigi Uzerine olan etkisi

taxol(+10 nM everolimus) | hicre canlligi | standart sapma | p degeri

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 Istatistik degeri:1.331 p:0.307
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Sekil 23 : XTT testi, ES-2/CRL-1978 hicrelerinin (10.000 hucre/kuyu) 48
saat Taxol (5-50 nM) + Everolimus 10 nM kombine uygulamasinin hucre

canlhgi Uzerine olan etkisi (p<0.007%)
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4.2. Acridine Orange/Ethidium Bromide (AO/EtBr) ile
Canliik/Apoptozis/ Nekroz Degerlendirilmesi:

Taxol ve everolimus’a maruz birakimig htcre kultlrlerinin de

sonlandirimasini  takiben hicreler AO / EtBr ile boyanarak floresan

atagcmanli mikroskopda apoptoz acgisindan degerlendirildi. Taxol'un tek

basina 25 nM konsantrasyonda 48 saat uygulamasin da % 26.6 oraninda

(Sekil 24) ve ayni sekilde everolimusun da 10 nM dozda tek basina 48

saat uygulamasinda da % 21 gibi istatistiksel olarak anlamli apoptozis
degerleri elde edilmigstir (Sekil 25, Tablo 17).

Tablo 16 : ES-2/CRL-1978 hicrelerinin (10.000 hicre/kuyu) Taxol 5 ve 25
nM konsantrasyonda 48 saat uygulamasinin Huacre Canlilig /Apoptozis/
Nekroz Uzerine olan etkisi

canl- apoptozis- nekroz-
standart standart standart
canli sapma | apoptozis | sapma nekroz | 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 54

Varyans Homojenitesi Levene Istatistik degeri:1.612 p:0.275

Tablo 17 : ES-2/CRL-1978 hcrelerinin (10.000 hticre/kuyu) Everolimus 1
ve 10 nM konsantrasyonda 48 saat uygulamasinin Huicre Canliigy/

Apoptozis/ Nekroz Uzerine olan etkisi

canl- apoptozis- nekroz-
standart standart standart
canl sapma | apoptozis | sapma nekroz | 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
elOnM | 524 | 11.77728 21 2.5 26.6 9.3

Varyans Homojenitesi Levene Istatistik degeri:2.221 p:0.191
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Sekil 24 : ES-2/CRL-1978 hiicrelerinin (10.000 hicre/kuyu) Taxol 5 ve 25
nM konsantrasyonda 48 saat uygulamasinin Hicre Canliigi/Apoptozis/

Nekroz Uzerine olan etkisi (sari isaret: p<0.05)
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Sekil 25 : ES-2/CRL-1978 hicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) Everolimus 1
ve 10 nM konsantrasyonda 48 saat uygulamasinin Hicre Canliligi/

Apoptozis/Nekroz Uzerine olan etkisi (sari isaret: p<0.05)
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Taxol 5nM + everolimus 1nM ve taxol 5nM + everolimus

10nM kombinasyonlari ile apoptozisde istatistiki olarak anlamli derecede
dusme belirlendi (Sekil 26, Tablo 18).

anlamli

Taxolun 25nM + everolimus 1nM kombinasyonu ile de

apoptozis

saptanmigtir.

Taxol

25nM

+ everolimus

10nM

kullanimasinda nekroz orani %52 ile en yuksek degere ulagsmaktadir
(Sekil 27, Tablo 19).

Tablo 18 : ES-2/CRL-1978 hucrelerinin (10.000 hicre/kuyu) Taxol 5 nM+
Everolimus 1 ve 10 nM konsantrasyonda 48 saat uygulamasinin Hdcre
CanlligvApoptozis/Nekroz Uizerine olan etkisi

canl- apoptozis- nekroz-

standart standart standart

canli sapma | apoptozis sapma nekroz | 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 Istatistik degeri:2.563 p:0.157

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

Hucre Canliligy Apoptozis/ Nekroz Uzerine olan etkisi

canl- apoptozis- nekroz-

standart standart standart

canl sapma | apoptozis | sapma nekroz | 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 Istatistik degeri:1.902 p:0.229
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Sekil 26 : ES-2/CRL-1978 hicrelerinin (10.000 hucre/kuyu) Taxol 5 nM+
Everolimus 1 ve 10 nM konsantrasyonda 48 saat uygulamasinin Hacre
CanlihgvApoptozis/Nekroz Uzerine olan etkisi (sari isaret: p<0.05)
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25nM+Everolimusl  25nM+Everolimus
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ECanli% MBApoptozis% HENekroz%

Sekil 27 : ES-2/CRL-1978 hcrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) Taxol 25
nM+Everolimus 1 ve 10 nM konsantrasyonda 48 saat uygulamasinin
Hicre Canlilig/Apoptozis/Nekroz Uzerine olan etkisi(sari isaret: p<0.05)
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4.3. Gen ifade Diizeylerinin Kargilagtirimasi

ES-2/CRL-1978 hicrelerinde sadece everolimus ve taxol
kullanimasi yaninda bunlarin kombinasyonlarinin farkli doz aralklarinda
kullanimalari ile PTEN, mTOR, VEGF-mRNA ifadelenmesi Uzerine olan

etkileri degerlendirildi.

PTEN mRNA seviyesinde, taxol 5nM + everolimus 1nM ve
taxol 5nM + everolimus 10nM kombinasyonlarinin kullanimasi ile istatistiki
olarak anlaml disme izlendi (Sekil 28). PTEN mRNA ve VEGF mRNA
seviyelerindeki en fazla dismenin taxolun 5nM + everolimus 10nM

dozlarinda beraber kullanimi ile saptandi (Sekil 28).

Tablo 20 : Taxol 5nM+Everolimus 1nM-10nM uygulanmasinda PTEN,
mTOR, VEGF-mRNA ifadelenmesi

standart standart standart

PTEN | sapma | mTOR | sapma | VEGF | sapma
kontrol 1 0.02 1 0.02 1 0.02
taxs 1.01 0.11 1.17 0.19 0.88 0.12
evert 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+everi 0.57 0.03 1.16 017 0.35 0.01

tax5+ever1i0 | 0.38 0.02 1.44 0.15 0.17 0.001

mTORmMRNA seviyelerinde ise kombinasyonlarin

kullanimasinda artig izlendi. Ancak bu artig istatistiki olarak anlamh
bulunmadi (Sekil 28).
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mRNA iFADELENME

K Tax 5nM Ever 1nM Ever 10nM Tax 5nM Tax
+Ever InM S5nM+Ever
10nM

EPTEN mRNA  BEmMTORmRNA EVEGF-A mRNA

Sekil 28 : Taxol 5nM+Everolimus 1nM-10nM uygulanmasinda
PTEN, mTOR, VEGF-mRNA ifadelenmesi (sari isaret:p<0.05)

VEGFmMRNA seviyesinde, everolimusun 1 nm ve 10 nM
olarak tek bagmna kullanimasi yaninda taxol ile kombinasyonlarinin
kullanimasi ile istatistiki olarak anlamli degerler saptandi (Sekil 28-29,
Tablo 20-21 ).

Tablo 21 : Taxol 25nM+Everolimus 1nM-10nM uygulanmasinda PTEN,
mTOR, VEGF-mRNA ifadelenmesi

standart standart standart

PTEN | sapma | mTOR | sapma | VEGF | sapma
kontrol 1 0.02 1 0.03 1 0.02
tax25 1.08 0.11 1.35 0.15 0.7 0.08
everi 0.59 0.06 0.89 0.12 0.28 0.03
everi0 0.62 0.04 1.11 0.09 0.27 0.01
tax25+evert 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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mRNA IFADELENME
ORANI 1.53
16

1.4
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

kontrol  Tax 25nM  Ever 1nM Ever Tax 25n\V Tax 25nM
10nM + Ever + Ever
InM 10nM

B PTEN mRNA BEmMTORmMRNA BEVEGF-AmRNA

Sekil 29 : Taxol 25nM+Everolimus 1nM-10nM uygulanmasinda PTEN,
mTOR, VEGF-mRNA ifadelenmesi (sari isaret:p<0.05)

Taxol 25 nM dozunun, everolimusun 1 nm ve 10 nM ile ayri
ayn ve kombinasyonlarinin kullanimasinda PTEN mRNA seviyesinde
istatistiki olarak anlamli olmayan degisiklikler saptanir iken, mMTOR mRNA
seviyesinde artma saptandi, ancak bu degerlerde istatistiki olarak anlamh
bulunmadi (Sekil 29, Tablo 21).

VEGF mRNA seviyelerinde de taxol 25nM + everolimus 10
nM beraber kullanimi ile belirgin disme saptandi ve bu degerler de
istatistiksel olarak anlamh bulundu (Sekil 29, Tablo 21).
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5-TARTISMA

Jinekolojik kanserler ile ilgili artan molekuler bilgiler ve
arastrmalar isiginda daha etkin ve ayni zamanda da daha az toksik
olabilen yeni ilag arayislari sonucu bulunmus olan ‘Molekiler Hedefli
Tedaviler &énemli bir grubu olusturmaktadir®® mTOR inhibitdrii olan
‘rapamisin’ ve onun turevi ‘everolimus’ bu konuda umut veren bir kimyasal

ajan olmaktadir.®’

Over tumorlerinin 6nemli bir alt grubu olan berrak hcreli
kanserlerinin agressif yapida olmasi, tam olarak tedavilerinin hala
saglanamamasi ve mevcut tedaviler ile sk olarak izlenen toksik yan etkileri
nedeni ile mTOR inhibitdrlerinin mevcut tedavilere alternatif veya bu

tedavilere ek etkisinin olabilecedi dusunulmektedir.

Calismamizda; mTOR inhibitéri olan everolimus’u tek basina
ve taxol ile beraber kombine ederek over berrak hicreli kanser hicre hatt
olan ES-2/CRL-1978® ‘de kullanarak, hiicre canlli§, apoptozis, PTEN,
mTOR ile VEGFA genlerinin ifadelenmesi Uzerine etkilerinin belirlenmesi

amagclanmistir.

Everolimusun hicre hattinda tek basmina kullanimasinin
hicre canlligina etkisi dugslk olup ancak yuksek dozlarda etki
izlenmektedir (Sekil 14-16). Everolimus 500 nM doz gibi ylksek dozda 24
saat kullanmi ile elde edilen hicre canlliyinda azalma orani ancak % 53.3

olabilmis olup bu durum literatiir ile uyumludur (Sekil 14). &
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Taxolun 24 saat sureli 500 nM dozda uygulanmasi ile % 50.3
ve 48 saat slreli 25nM dozda uygulamasi ile ancak %55.9 gibi bir hicre
canlhg: degeri elde edilmistir (Sekil 17-18). Hucre hattimizda taxol'un tek
basina kullanimasi (Sekil 17-19) ile elde edilebilen degerlere yakin
degerler, taxol ile everolimus kombinasyonlarinda ¢ok daha disik taxol

dozu kullanarak elde edilebildigi gozlenmistir (Sekil 20-21).

Taxol 10nM + everolimus 1nM kombinasyonunun 24 saat
sure ile kullanimasinda %48.1 canlilk orani elde edildi (Sekil 20). Bu oran
taxolun ayni surede tek basina 500 nM gibi yuksek olan doz da yapmig
oldugu oran olan % 50.3’e yakindir (Sekil 17). Taxol 5nM + everolimus
1nM kombinasyonun 48 saatlik kullanimasi ile elde edilen % 54.8 orani
(Sekil 21) taxolun tek basina 25nM dozda kullanimasina yakin oranda
(%55.9) hicre canliligini azaltmayr basarmistir (Sekil 18).

Hicre canliligi Gzerine taxol ile beraber olarak everolimusun
10nm dozda olarak kullanimasi 24 ve 48 saat olgimlerinde istatistiksel
olarak anlamli deg@erler elde edilmis olup artan uygulama siresi ile korele
olarak 48 saat Olgimlerinde daha dusik canllik degerleri elde edilmistir.
Taxol 5nm + everolimus 10nM beraber kullanimasi ile % 45.8 oranin da
hicre canlhigi degeri elde edilmigtir (Sekil 23).

Floresan Mikroskobunda canl/apoptotik/nekrotik hlcrelerin
degerlendirilmesi sonucunda taxol ile everolimusun beraber kombine
kullanidigr tim dozlarinin istatistiksel olarak degerlerde apoptozis Uzerine
etkili oldugu saptandi. Apoptozis Uzerine tek basina taxol 25 nM ile elde
edilen % 26.6 (Sekil 24) oranina yakin degerler taxol 5nm + everolimus
1nM ve taxol 5nM + everolimus 10nM kombinasyonu ile de elde edilmistir
(Sekil 26).
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Calismamizda, taxol 25nm + everolimus 10nm dozda
kullanimasi ile elde edilen %31.2’lik hicre canliligi orani ¢ok dikkat
cekicidir. Ancak bu deger sirasindaki nekroz oranin da %52 gibi ylksek
oranda saptanmis olmasi nedeni ile elde edilen sonuglarin hiicrelerin artik
nekroza girmesi ile ilgili oldugunu disundurmektedir (Sekil 27). Daha
disuk doz olan kombinasyonlarin tercih edilmesi ile de zaten istatistiksel
olarak anlamli apoptozis degerleri elde edilebilmisgtir.

Everolimusunda dyesi oldugu rapologlar (rapamisin ve
threvieri) bilinen tUm htcre sistemlerinde apoptozisi uyarabildigi bildirilmis
olup artmis apoptozisin sistemlerde mTOR hedeflerinin (MDM2, Myc, Bad,
GSK3 ve FOXO) down regiilasyonu ile iliskili oldugu belirtiimektedir.

Ancak Gingras‘in da belirttigi Uzere rapamisin apoptozis
uzerine olan etkisi tek basina kullanidiginda belirgin degilken diger ajanlar
ile kombine kullanimasi durumunda apoptozisi belirgin  olarak
arttirmaktadir.®® Taxol uyarml hiicre hasarinda, mTOR inhibisyonu olusan

apoptozise ek katki saglamaktadir.”+84

Meme, servikal, bas-boyun gibi
bircok kanser tlrinde de taxol ve rapamisin’in kombine kullanimasinin
sinerjik etki gostererek apoptozisi arttrdigi ve hicre proliferasyonunu
azalttig bildirilmistir.8 Rapologlar ile beraber taxol kullanimasinin altinda
yatan mekanizmalarinin acgklanabilmesi i¢cin ¢ok sayida arastrma

yaplimistir.

Rapamisin tarafindan inhibe edilen mTOR yolagdi ile taxol gibi
mikrotubdl hasari yapan ajanlar ile uyarilan apoptotik uyari yollari beraber
yurimektedir. Taxol, Bcl-2 inhibisyonu ve mikrotibdl depolimerizasyonu
inhibe etmektedir ve programli hucre 6lumunin esigini disurmekte oldugu
bunun da mTOR uzerinden uyarininda Bcl-2'nin kritik denge unsuru oldugu
ileri  sUrllmektedir® Ayrica taxol ile rapamisin kombinasyonun

kullanimasinin, tek basina taxol kullanimasina goére a-tlbdlin Uzerinde

61



daha etkili olduju saptanmistrr.”* Taxoller, tiibllin asetilasyonunu tek
basina 1.3-1.5 kat arttrmakta iken rapamisin ile beraber kullanimasi
durumunda tubdlin asetilasyonunu 3.1-4 kat arttrmaktadir. Rapamisinin
tek basina tibilin asetilasyonuna etkisi ise saptanmamistir.”*

Diger taraftan rapamisin’in, endometrial, ovarian ve servikal
kanser hucrelerinde izlenen etkilerinde, telomeraz aktivitesini hTERT
mRNA (izerinden basklanmasinn da roli oldugu belirtimektedir.”*
Rapamisinin  hTERT ekspresyonu Uzerindeki etkisi, hicre ddngusu
lizerindeki etkisinden bagmsizdir® Tek basina taxol uygulamasinin
hTERT mRNA ekspresyonunu ama rapamisin ile taxol kombinasyonun
hTERT mRNA ekspresyonunu azaltti§i ileri  siriimistir.”*  Taxol'un
telomeraz aktivitesini regule etmeyip telomeraz erezyonu yaptigi
dUsunulmektedir. Bu telomer erezyonu tam olarak anlasilamamis olmakla
beraber taxol ile beraber telomeraz inhibitor kullanimasinin da /In vivo ve
In vitro olarak anti-tumor aktivitesini arttrdigi ve tedaviye katki sagladigi

belirtimektedir.8®

Rapamisin diger sitotoksik ilaclar ile kombinasyonu da
apoptozisi arttrmaktadir. Bu durum cisplatin ve carboplatin icin de
gosterilmistir.’™®2 Over kanserinde yapilan benzer bir calismada, cisplatin ile
beraber mTOR inhibitérd kullanimasi, tek basina kullanimasi gereken
cisplatin dozunun daha dusuk kullanilabilmesine olanak saglamig ve ayni
zamanda belirgin apoptozis degerleri elde edilmistir.'®

Rapamisin ve turevlerinin, hicreleri G1 fazinda durduran
sitostatik ajanlar gibi davranmaktadirlar. S6K1, pro-apoptotik molekdl olan
BAD (Bcl-2-associated death promoter, Bcl-2 gen ailesinden olup
apoptozisi baglatr) inaktivasyonu rapamisin tedavisi ile geriye
dénmektedir.%®
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mTOR inhibisyonun beraberinde baska bir hedefli tedavi
ajaninin  kullanimasi da ozellikle ortak yolak aktivasyonu gosteren
kanserlerde daha da anlamh olabilecegi ileri surllmektedir. Preklinik ve
erken insan caligmalarnt TSC (Tuberous Sclerosis Complex) iligkili
timorlerde de mTOR inhibitérlerinin etkili oldugu gosterilmis olup 6zellikle
kanser tedavisinde PIBK ve mTOR inhibisyonun beraberce
uygulanmasinin gok daha avantajli olabilecegi bildirilmistir."*® Radyoterapi
ile  beraber rapamisin kullanimasi da apoptozis ve otofajiyi de
arttrmaktadir.%’

Apoptozis’de mTOR sisteminin tek basina sorumlu olmadigi
ve mTOR blokaji sonrasinda parelel yolaklarda aktivasyon olusabileceqgi
dusiinilmektedir.’®%® Baz durumlarda da rapamisin uygulanmasi sonrasi
alternatif yollarin aktive olabilecedini ve bununda sonradan ortaya c¢ikan

rapamisin duyarllk farklliklari yaratabilecegini diisiindirmektedir.®!

Calismamizda taxol ve everolimus’un tek olarak kullanimasi
ile PTEN mRNA degerlerinde dedisim saptanmadi. Taxol 5nm +
everolimus 1nM ve Taxol 5nm + everolimus 10nM kombinasyonlarinin
kullanimasi ile PTEN mRNA degerlerinde istatistiksel olarak anlamh
derecede dusme (p<0.05) izZlenmistir (Sekil 28). Taxol 25nm + everolimus
1nM ve taxol 25nm+ everolimus 10nM kombinasyonlarin uygulanmasi ile

PTEN mRNA degerinde degisim saptanmamistir (Sekil 29).

PTEN’in kontroli Uzerinde ¢ok sayda kompleks denetleme
mekanizmalari mevcut olup pozitif ve negatif regulatorleri ile modile
edildigi bilinmektedir.*8-54103.104.107

PTEN'in denetimini acgklamaya calisan ¢ok sayida calisma
mevcuttur. Yuh ve arkadaslarinn bizim de kullanmig oldugumuz hucre

hatti olan ES-2 hicre hattinda Troglitazone (TGZ) (Peroxisome
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Proliferator-Actived Receptor Gamma (PPARYy) agonisti, niikleer reseptor
super-ailesinden olup antihiperglisemik yapisi yaninda mitotik arrest ve
apoptozis uyarnimi ile antikanser ézellikleri gésterilmis sentetik maddedir)
ile yaptklan caligmada hicrelerde doz bagmh olarak blyime arrestini
arttirdid1 bulunurken tedavi sonrasi PTEN seviyesi (yaklaskk 1.8-3.1 kat)
azalmistir. Ayni sekilde fosforile PTEN seviyesi de doz bagmli olarak
azalmigs olup TGZnin PTEN degredasyonunu ve defosforilasyonunu
uyardigini ileri  stirmaslerdir. Bu azalmanin mekanizmasi c¢ok iyi
acklanamamis olup ayni galismada ayrica PTEN’in hucre i¢i dagihmi da
degiserek hiicre membraninda toplandigi izlenmistir.®® Hicre igi PTEN

dagilimi PTEN’in hiicredeki aktivasyon durumuna gére degismektedir.'®’

Noh yaptigi ¢calismasinda, ER(Estrogen Receptor) pozitif olan
MCF-7 hicrelerde PI3K inhibitéri olan Wortmannin kullanmis ve PTEN
seviyesinde dusme saptamistir. ERa-negatif MDA-MB-231 hicrelerde ise
Wortmannin kullanmi ile  PTEN seviyesinde degisim saptanmamistr.
ERa’'nn meme epitelinde PI3K/Akt yolagini uyardigi ve PTEN'i reglle

ettigini 6ne strmislerdir.’®

PTEN’in mRNA olgimlerinin aslinda PTEN’in fonksiyonu ile
dogrudan parelel bir iliski saglamadigini gosteren Wu ve arkadaslarinin
calismasinda Vinculin-null hicrelerde normal PTEN mRNA seviyesi

olmasina ragmen PTEN proteini saptanamamistir.'%?

PTEN’in mutasyonu aslinda jinekolojik kanserlerde ve c¢ogu
timor grubunda %40-50 oraninda saptanmaktadir. PTEN kaybi ile Akt
aktivasyon gerceklesmekte ve dolayisi ile de mTOR aktivasyonu
olusmaktadir. PTEN mutasyonu olan hicreler mTOR inhibisyonu igin
belirgin bir hedef olusturmaktadir. Over kanserlerinde de mTOR ve Akt
aktivasyonu da skikla beraber olarak izlenmektedir.®1%%136.137  pTEN

defektif kanser hicrelerinde mevcut Akt aktivasyonu en alt basamaklardaki
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p70S6K1 aktivitesini ve 4EBP fosforilasyonunu arttirmaktadir ve c-myc
ekspresyonunu  yikseltmektedir. PTEN defektif hlcrelerde hicre
proliferasyonundan sorumlu olabilecek ikincil mTOR aktivasyonu siklikla
gerceklesmektedir. Bu ylzden de bu tir timoérler mTOR inhibitdrleri ile
tedaviye de ¢ok yatkin olmaktadirlar. Ayni sekilde timoér gelismis olan
tiberoz skleroz vakalari da mTOR inhibitdrleri ile tedaviye yatkindilar.
Diger taraftan mTOR inhibitérlerinin p53 veya p21 aktivitesi/ekspresyonun
yoklugunda kuwvetli terapatik etkisinin oldugu da bilinmektedir.%®
Farelerdeki bir caligmada da PTEN -/+ tumoérler rapamisinin buyume

onleyici etkisine ok duyarlidir. %1%

OBHK hucre hatlarindan olugsan 40 tane vakayi igeren bir
calismada parafin gomuli dokularda immuUnohistokimyasal olarak
inceleme yapilmis ve vakalarn 15 tanesinde (%37.5) PTEN'de azalma

izZlenmistir. 46

Cheng’in galismasinda mTOR mRNA ve Akt seviyeleri
yuksek olan K562 hicrelerinde PTEN transfeksiyonu yaparak beraberinde
rapamsin kullanmiglar ve tekrar degerlendirdiklerinde mTOR mRNA ve Akt
seviyeleri’'nin  dustigu gozlemislerdir. Bu c¢aligmada sadece PTEN
transfeksiyonunu takiben 3. Ginde PTEN hizla artarken tam zit yonde
mTOR hizla dismektedir. Calismada tek basina rapamisin kullanimasinin
MTOR seviyesini etkilemedigi, belirgin etkinin ancak rapamisin ile beraber
PTEN transfeksiyonu ile sagdlanabildigi izienmektedir.'** Birle’de PTEN'in
kendi transkripsiyonunu feed-back mekanizma ile geriye donuk olarak Akt

lizerinden negatif regiile ettigini ileri siirmiistir.'®"

Rapaloglarin uygulanmasi sonucu mTORC1 fonksiyonunda
blokaj olusmakta ve bu da mTOR sonrasinda yer alan 4E-BP1 ve
p70S6K1’ni seviyesini azaltmaktadir. Bu azalma da normal sartlardaki

buradan kaynaklanan mTOR o6ncesi PIBK-Akt basamagina yonelik negatif
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kontroli ortadan kaldirmaktadir. Negatif kontrol etkisi ortadan kalkinca
burada var olan PTEN’in negatif kontrol etkisine olan ihtiyaci da ortadan
kaldrmaktadir. Caligmamizda izlenen PTEN'deki azalma PTEN'in
kompleks denetlenme prosedirleri nedeni ile olasi negatif feed-back
mekanizmalarinin aktivasyonu sonucu olustugunu ve literatlr ile uyumiu

oldugu disiiniimektedir.®!

Calismamizda taxol, everolimus ve bunlarin kombine
kullanimalari ile mTOR mRNA ifadelenmesinde istatistiki olarak anlamlilik
saptayamadik (Sekil 28,29). mTOR isleyisinde de ¢ok sayida denetleme
ve feed-back mekanizmalari oldugu bilinmektedir. Diger taraftan
everolimus mTOR inhibitérd olup gorevini mTORC1 kompleksine
baglanarak mTOR’un fonksiyon yapmasina engel olmaktadir. Yani mTOR

inhibitdrleri mTOR’un seviyesini degil fonksiyonunu azaltmaktadir.'**

Cesitli over kanserlerinde mTOR inhibitorlerinin kullanimasi
genelde doz-bagml  biyiime inhibisyonunu  gerceklestirmektedir.?
Morris’in da belirttigi Uzere rapamisin etkiledigi mTORC1 yaninda
rapamisine duyarsiz olan ve etkileri tam olarak bilinmeyen mTORC2
kompleksinden de s6z etmektedir. mTOR’un yer aldigi uyarn yolaklarinin
kompleks bir yapi sergilemekte oldugunu ve mTORC1’in rapamisin
tarafindan inhibisyonunun da beklenen antikanser etkinin tersi yonde
geriye donuk olarak etkiyen baska yolaklarin da aktivasyonunu sagladigi

ileri striimistr.'°

Yapillan bir c¢alismada ovarian kanserli fare modelinde
everolimus ile bireysel olarak izlenen farkh sonuglar izlenmigtir. Bu farkl
sonuglarin sekonder ortaya ¢ikan ve mTOR inhibisyonunun ikincil olarak
aktive ettigi bir feedback loop mekanizmasinin etkin olabilecedi 6ne
sirlilmustiir. 2% Outmezguine, mTOR inhibitérlerinin Akt (izerinde bifazik

etkisi oldugunu ve feed-back mekanizma ile de RTK(reseptor tirozin kinaz)

66



inhibisyonu yaparak sekonder olarak PI3K aktivasyonuna neden oldugunu
belirtmiglerdir. Cok 6énemli bir noktaya da deginerek onkolojik agda signal
yolaklarinn  monoterapi ile blokajinn  adaptasyon mekanizmalarini

uyardigini éne siirmislerdir.'®®

Everolimus tarafindan tedavi edilen hastalarda ‘rapalog
aracili Akt aktivasyonu’ tanmlanmistr. Kalin bagirsak ve meme kanseri
hastalarnda everolimusun tedavisinin 1. ayinda vyapilan biyopsi
incelemelerinde  immunohistokimyasal olarak  hastalarin  yaklasik
%50’sinde ok daha yilksek Akt seviyesi saptanmistir.’'%"'" Diger
gOsterilmis olan bir bulguya gére de, mTOR Uzerinde denetleme yapan

yapilarndan biri de; hipoksi sonrasi salinan HIF1’dir.®®

Kanser hucreleri sklkla mTOR aktivasyonu ile sonuglanan
¢ok sayida uyari molekilindeki mutasyon ve/veya ekspresyon artigini
zaten icermektedir. Ornegin meme kanserinde 1/3 vakada saptanmakta
olan HER2 ekspresyon artigini sklkla PIBK/AKYmTOR uyari yolaginin

aktivasyonu ile de beraberdir.'?®

mTOR inhibitérleri de mTOR un FKBP-12 ile etkileserek
olusan inhibitér kompleks’d mTORC1’ni inhibe etmekie olup mTOR
seviyesinde de degisme olmasi beklenmemektedir. 311130 (Sekil 5).

Calismamizda everolimusun tek basina hem 1nM hem de 10
nM dozda kullanimasi ile VEGF-A mRNA seviyelerinde istatistiki olarak
anlamh olarak disme bulunmustur. Benzer durumda everolimusun, taxol
ile beraberce kombine olarak kullanimasi ile de VEGF-A seviyelerinde
benzer etki elde edilmistir. Bu da everolimusun vaskuler etkisinin dncelikli
olarak taxolden bagmsiz olarak gelistigini dusuindurmektedir (Sekil 28,29).
VEGF, mTOR yolag! ile tetigi cekilmektedir."’? mTOR ve HIF-1a, HIF-1
transkripsiyon faktord’'niin heterodimerik subuniti regulasyonu ile timor
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hicrelerinin hipoksik strese kargi cevabi gelistirmekte ve timoérin vaskuler

kompartmaninin gelismesi icin de tesvik etmektedir.''

Everolimusun klinik ¢alismalardaki ¢ok sayida tUmor tlrinde
damar dansitesini ve lenf nod metastazini azalttigi gosterilmigtir,!'>131:132
mTOR inhibisyonu ile lenfatik damar gelisimi arasinda da belirgin iligki olup
lenfatik endotel hicrelerinde VEGF-A ve VEGF-C rapamisin ile bloke
oldugu ve In vivo olarak da rapamisin’in lenfatik damar yogunlugunu ve

lenfatik metastazi belirgin olarak azalttigi gosterilmistir.''2114

Everolimus, HIF-1 ve VEGF uUzerinden timdérdeki endotel
hicrelerinin  proliferasyonunu  Onleyerek  anjiogenezisi de inhibe
etmektedir.”® Hipoksi sonrasi salinan HIF1, REDD1 ve REDD2’nin her
ikisinin de artisina yol agmakta ve bir slire sonra da ters yonden de TSC1
ve TSC2 Uzerinden mTORC1’un feed-back inhibisyonunu
gergeklestirmektedir.®® Everolimus’un timér vaskiilaritesine etkisi direkt
olarak (endotelyal, diiz kas ve perisitler Uzerine) ve indirekt olarak (VEGF
uzerinden) gerceklesebilmektedir. Bu etkileri nedeni ile everolimusun,
VEGFR hedefli tedavilerine eklenmesinin ¢ok daha etkin sonuglar ortaya

cikaracag! ileri siriimektedir.''

iging olarak tumér anjiogenezisindeki mTOR aracili direk
etkilerinden baska olarak, tUmoér damarlarindaki doku faktorlerini MAP
kinaz yolag! ile aktive ettigi de belirtiimistir. Rapaloglarin endotelial
prekdrsér hicrelerde gelisim durmasi ve hicre o6lUmu ile sonlandidi

konusunda da belirgin kantlar mevcuttur.''®

mTOR inhibisyonunun, hipoksik sartlar altnda dahi olsa HIF-
1a’y1 azaltmas! izlenebilmektedir.!"” Bizim calismamiz ile uyumlu olarak
Yuan'in galigmasinda dusuk doz rapamisin ile dusuk doz taxolun beraber

kullanimas: ile kuwvetli sinerijistik etki saptanmistir.’
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Everolimus, taxol toksitesinin kontroll igin beraberce haftalik
olarak everolimus 30mg, taxol 80mg ile beraber 3 veya 4 haftalk sikluslar
halinde birgok insan malignitesinde kullanilabilecedi  6nerilmistir.'?®
Uygulama zamanlamasi igin; In vitro olarak mTOR inhibisyonundan énce
uygulanacak olan taxol tedavisi, bu tedavinin mTOR inhibisyonu ile ayni
anda veya daha sonra uygulanmasina gore daha belirgin olarak apoptozisi
arttrmaktadir.3* O’Reillyde In vivo olarak taxol ve everolimusun beraberce
kullanimasinin, additif ve sinerjistik etki gOstererek tumor aktivitesini

121 Benzer olarak servikal kanser hiicrelerinde

azalttigini - belirtmistir.
yapllan diger bir ¢aligmada da; taxol'den once kullanlan rapamisin, daha
iyi Kklinik sonuglarin olusmasini saglamis olmasi rapamisin farkli bir
mekanizma ile etkisinin ortaya ¢kt ileri strlimistir.''® Bu bilgiler taxol
yerine taxol-everolimus kombinasyonlarinin emniyetli olarak
uygulanabilmesi ve uygulama zamanlamasmnin belirlenebilmesi igin ileri

arastirmalar gerektigini diistindiirmektedir.!”

Cesiti over kanser hatlarnda mTOR inhibitorlerinin
kullanimasi geleneksel ilaglarin kemosensitivitesini arttrdigi ve direkt
etkisi olmasa bile potensiyel kemosensitizer olarak da kullanilabilecedi ve
konvansiyel tedaviye mTOR inhibitorlerinin  eklenmesinin  fayda

saglayacagi goriisi hakimdir. 8%

Everolimus’'un tumoér blylime ve yaylmasinda onemli bir
faktor olan damar geligsimininde ki ana faktorlerden VEGFA’yl azaltmasi
nedeni ile de kombine tedavilere eklenebilecedini gosterdik. Everolimus ile
yaplan kombine ilag uygulamalarinn over kanser tedavisinde
degerlendirilmesi gereken oOnemli tedavi secenegi olmasi gerektigini
belirledik. Ancak hem elde edilen sonucglarin desteklenmesi ve taxol-
everolimus kombinasyonun uygulanma zamanlamasinin da daha net

olarak belirlenebilmesi igin yeni In vivo ve In vitro galismalara ihtiyag¢ vardir.
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mTOR yolagi ile ilgili olarak bu yolagin etkiledigi/etkilendigi
yolaklar ve kompleksler hala tam olarak belirlenememistir.>” Bu yolaklarin
ve mekanizmalarinin belirlenmesiyle everolimusun etki mekanizmasi daha
iyi aciklanabilinecektir. Diger taraftan over kanserinde, PTEN defektif
timoér hucrelerin de mTOR ve Akt aktivasyonu da siklkla saptanmig
olmasi nedeni ile mTOR inhibitérlerine 6zellikle daha fazla duyarl
olmaktadrrlar ve PTEN defektif olan hasta gruplarnin everolimus icin

tedaviye 6zellikle secilmesi de basaryi daha da arttracaktr,'%%128136.137

mTOR  inhibitérlerinin  taxol diginda  diger  6nemli
kemoteropatik ajanlar olan cisplatin gibi sitotoksikler ve gefitinib, imatinib,
zoledronate gibi hedefli ajanlar ile ve ayni zamanda da iyonize radyasyon
ile kombinasyonlarini da tumdr blyldmelerinde belirgin inhibisyon yaptigi
gosterilen ¢ok sayida calisma vardir.891:9 9293 = Oyer kanser hatlarinda,
Akt inhibitdrleri kullanimasi durumununda taxol etkinliginde belirgin artis
olustuu saptanmistr®®'3* Over kanserlerinde de mTOR ve Akt
aktivasyonu da sikklkla beraber olarak izZlenmekte olup tedavilere mTOR
inhibitorlerinin eklenmesinin tedavi basarisini yukseltebilecegi

dusUniimektedir, 1+105.136137

Sonug olarak yaptigimiz galismamizda over kanser hatti olan
ES-2/CRL-1978 hiicre hattinda, taxol + everolimus kombinasyonun
kullanimasinin  tek basmna taxol kullanimasina goére hucre canliligin
azaltmada ve apoptozisi arttrma gibi degerlerde daha etkin oldugu ve
taxolun daha kuguk dozda kullanimasina olanak sagladigini,, dolayisi ile
taxolun tedavinin gidigini etkileyen ve ¢ok 6nemli olan doz bagml yan

etkilerinin de azaltlabilmesi amaci ile tedaviye eklenebilecegini saptadik.
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6-SONUC

ES-2 hicre hattinda, yaptigimiz XTT analizi sonuglarina goére
taxol ve everolimus ile beraber kullanimasi sonucunda ise hicre
canliginda azalmanin taxolun tek basmna kullanimalarna gore daha
disik dozlarinda saglandigi saptandi. Ozellikle bu etkin seviye taxolun gok
daha kuguk miktarlari ile saglanmis olup taxolun tek basina 5 nM ile
sagladigi hicre canllik degeri %81.7 iken buna 10nM everolimus
eklenmesi ile %45.8 gibi bir degere dugmektedir.

Floresan Mikroskobunda canl/apoptotik/ nekrotik hlcrelerin
degerlendirilmesine gore; apoptozis degerlerine bakidiginda; taxol'dn
everolimus ile beraber kullanimasi ile ¢ok daha iyi sonuglarin elde edildigi
goruldu. Ozellikle taxol 5nM + everolimus 1nM kullanimasi ile elde edilen
sonuglarin taxolun tek basina 25 nM kullanimasina yakin oldugu saptandi.

PTEN, mTOR ve VEGF-A  mRNA  seviyelerini
degerlendirdigimizde disiuk doz taxol 5nM ile beraber everolimus 1nM ve
10nM ile kombinasyonunun uygulanmasinin istatistiksel olarak anlamli
PTEN-mRNA ve VEGF-mRNA degisimi saptadik.

iging olarak Everolimusta tek basina olarak VEGF-A
seviyelerinde de taxollu kombinasyon’lar kadar anlamli degisiklikler
yapmistir. VEGF-A ekspresyonunda etkisine taxol’'un katkisi izZlenmemistir.
Bu da everolimusun vaskuler etkisinin bagmsiz olarak geligtigini

dusUndirmektedir.
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Yaptidmiz ~ c¢aligmamizda rapamisin  analogu olan
everolimus’un over berrak hicreli adenokarsinoma hicre hatti olan ES-
2/CRL-1978®’de taxol ile beraber kullanimasinin timér hicrelerindeki
blylime inhibisyonunu ve apoptozisi arttrdigi ve kullanilan taxol ilag
dozunun daha dusiuk miktarda kullanimasina yardimci oldugunu saptadik.
Bu etkilerini gosterirken tumor buyuimesinde ve metastazinda ¢ok onemli
bir faktor olan VEGF-A mRNA’sin da ¢ok anlamli dismelere sebep olmasi

tedavide bu amag icin dahi kullanilabilecegini gosterdik.
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7-OZET

EVEROLIMUS’UN OVER BERRAK HUCRELi KANSER
HATTINDA PTEN/ mTOR/ VEGFA SINYAL YOLAGINDAKI
ETKILERININ APOPTOTIK DUZEYDE ARASTIRILMASI

Over berrak hicreli karsinomu tedaviye direngli disuik
differensiasyon gosteren kanserlerdir. mTOR hicrede birgok stimuilan
yolagin birleskesinde yer alarak hucre proliferasyonu ve anjiogenezisi
stimile eden 6nemli bir role sahiptir. Cok sayida hicre digli uyaran ve
hicre ici uyaran etkilerini mTOR araciligi ile gerceklestirir. Bir tUmor
supressoru olan PTEN hicre siklusunda énemli bir role sahip olup PISK
inhibisyonu yapar. mTOR inhibitdri olan everolimus rapamisin turevi olup
antianjiogenik ve antiproliferatif etkilere sahiptir.

Calismamizda everolimus ve taxolun ES-2 hicre hattina
etkilerini sitotoksik, apoptotik ve genomik dizeyde arastrmasi yaninda
PTEN, mTOR, VEGFA yolagindaki etkilerinin degerlendiriimesi
amagclandi.

Taxol'un 500 nM dozda 24 saat uygulanmasi ile elde edilen
%50.3 hucre canlk orani, ¢cok dusik doz taxol'un (10nM) ve everolimus
kombinasyonu ile de yaklasikk olarak benzer oranda elde edilebilmistir. 48
saat sureli 5nM taxol ve 10nM everolimus kombinasyonu ile de yuksek
apoptozis orani (%27) ve duslk canlilik orani (%46.7) elde edilebilmigtir
(p<0.05). Everolimus ve taxol kombinasyonu ile VEGFAMRNA ve
PTENmMRNA seviyesinde azalma (p<0.05) ve mTORmMRNA seviyesinde
degisme olmadigi saptanmistir.
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Sonu¢ olarak everolimus ve taxol kombinasyonun
kullanimasinin  hicre canlligini azaltmada ve apoptozisi arttrmada tek
basina taxol kullanimasina gore daha etkin oldugu ve bu etkiyi taxolun ¢ok
daha duslk dozlar ile de etkin sonuglar saglayarak, taxolun yiksek
sitotoksitesinden koruyabilecegini ve PTEN ile VEGFA seviyelerini

degistirebilecek etkiler olugturdugunu saptadik.

Anahtar Kelimeler: Over Kanseri, ES-2 hiicre hatt,

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

RESEARCH OF EVEROLIMUS ON OVARY CLEAR CELL
CARCINOMA CELL LINE ON PTEN/mMTOR/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/mMTOR/NVEGFA 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/mMTOR/VEGFA pathway.

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

apoptosis, mTOR, PTEN, VEGFA
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