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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Prion Protein Anlatimi Baskilanmus ilaca Direncli H69 Hiicre Hattinda Hiicre

Oliim Tiplerinin Arastirilmasi
Ziibeyde OZTEL
Manisa Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

Damisman: Prof.Dr. Erdal BALCAN

Prion (PrP) ¢ok c¢esitli hiicre tiplerinde eksprese olan ve hiicre sinyallemesi,
farklilasma ve programlanmis hiicre 6liimii gibi ¢ok sayida hiicresel olayda rol alan,
oldukca korunmus bir hiicre yiizey glikoproteinidir. Bir¢ok dénemli ¢alisma PrP’nin
timor biyolojisindeki roliinii arastirmis olsa da kanserde bu proteinin biyolojik
aktivitesi ile iliskili mekanizmalar biliyiik 6l¢ciide kesfedilmemistir. Son bulgular
PrP’nin metastazi ve coklu ilaca direnci (MDR) ilerlettigini 6ne slirmektedir.
Bununla birlikte, kanserde PrP ile iligkili MDR’nin altinda yatan mekanizma tam
olarak anlagilamamistir. Bu calismada iki hipotetik soru iizerine odaklandik: ilk
olarak PrP’nin RNA interference ile baskilanmasinin ilaca direngli kanser
hiicrelerinin yasami ya da 6liimii iizerine olas1 etkisi nedir? Ikinci nokta, “siRNA
transfeksiyonu sonrasinda hangi tip hiicre 6liimii goriilebilir” sorusudur. Bu sorulara
aciklik getirmek i¢in doksorubisine direngli kii¢lik hiicreli akciger kanseri hiicre hatti
H69AR’de siRNA ile PrP baskilanmasini i¢eren bir deneysel bir dizayn olusturduk.
PrP, CD44, Beclin-1 ve Bax molekiillerinin ekspresyon diizeylerini, uygulama
yapilmamis grup [Dokso (-); Grup 1], doksorubisinin %50 azalmaya neden olan
inhibitor konsantrasyonu (ICso) ile muamele edilen grup [Dokso (+); Grup 2], PrP’yi
hedefleyen siRNA ile transfekte edilen grup [siRNA/Dokso (-); Grup 3] ve son
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olarak siRNA ile transfekte ve doksorubisin ICsop dozu ile muamele edilen grup
[siRNA/Dokso (+); Grup 4] seklinde olusturulmus deney gruplarinda
immunositokimya ile arastirdik. Ayrica, otofojiyi monodansilkadaverin ile
monitorize ettik. Immunositokimyasal analizler ile PrP ve Bax diizeylerinin
doksorubisin uygulamasiyla artis gosterdigini, bununla birlikte Grup 3 ve 4’de Bax
diizeyinin dokrorubisin uygulanmis gruba gore hafifce azaldigini ortaya koydu (p>
0.05). CD44 ekspresyon diizeylerinin gruplar arasinda énemli bir degisiklik olmadigi
gorildii. Bu sonug, CD44 ekspresyonunun H69AR hiicrelerde PrP- ve doksorubisin-
bagimsiz olarak gerceklestigini  diisiindliirmiistiir. Beclin-1 ekspresyonunun,
doksorubisin uygulama grubunda (Grup 2) (p< 0.05), siRNA transfeksiyon grubunda
(Grup 3) ve siRNA transfeksiyon + doksorubisin ugyulama grubunda (Grup 4) (p<
0.05) artis gostermesi ilgingtir. Bu gruplarda monodansilkadaverin boyamasi ile
goriilen otofajik vakuol artis1 bu bulguyu kismen destekleyebilir. Bu sonuglar goz
ontine alindiginda PrP’nin kemoterapiye direncte 6nemli bir rolii oldugunu ve bu
proteinin baskilanmasinin H69AR hiicrelerde bir hiicre 6liim mekanizmasini,
apoptozisten ¢ok otofajiyi, indiikledigi sonucuna vardik. Sonu¢ olarak, PrP’nin
downregiilasyonu kemoterapotiklerle kombine edildiginde yeni bir anti-kanser

stratejisi gibi durmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, Coklu ilaca direng, PrP, Programlanmis hiicre 6liim

tipleri
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ABSTRACT

M.Sc

Investigation of the Cell Death Types on Prion Protein Expression
Supressed Multigrug Resistant Cell Line, H69

Ziibeyde OZTEL

Manisa Celal Bayar University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Erdal BALCAN

Prion (PrP) is a highly conserved cell surface glycoprotein expressed in a
wide range cell types and plays a critical role in many cellular events including cell
signalling, differentiation and programmed cell death. Despite many significant
works have been investigated the involvement of PrP in tumor biology, the
mechanisms associated with biological activity of this protein in cancer remains
largely unexplored. Recent findings suggested that PrP could promote metastasis and
multidrug resistance (MDR). However, the exact mechanism underlying PrP-
associated MDR in cancers have not been fully elucidated. In the present study, we
focused two hypothetical questions: first, what is the possible effect of the
knockdown of PrP by RNA interference to survival of drug-resistant cancer cells?
The second point is the question of “which type of cell death progress can be seen
after the siRNA transfection?” To clarify these questions, we therefore created an
experimental design including knockdown of PrP by siRNA in a doxorubicin-
resistant small cell lung cancer cell line, H69AR. The expression levels of PrP,
CD44, Beclin-1 and Bax molecules in experimental groups, including the untreated
group [Doxo (-); Group 1], the group were treated with doxorubicin at half maximal
inhibitory concentration (ICsp) [Doxo (+); Group 2], the group were transfected with
siRNA targeting PrP [siRNA/Doxo (-); Group 3] and finally the group were
transfected with siRNA plus treated with doxorubicin ICsp [siRNA/Doxo (+); Group
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4], were evaluated by immunocytochemistry. Also, autophagy monitorized by
monodansylcadaverine dye. Our immunocytochemical analyses indicated that PrP
and Bax levels increased upon doxorubicin treatment, however the expression levels
of Bax slightly decreased in the Groups 3 and 4 versus doxorubicin treated group
(p> 0.05). When the CD44 expression levels were evaluated, non-critical differences
between the groups was seen. This result suggest that CD44 expression in HOOAR
cells occurs PrP- and doxorubicin-independent manner. Interestingly, Beclin-1
expression levels were increased upon doxorubicin treatment (Group 2) (p< 0.05)
and siRNA transfection (Group 3) as well as siRNA transfection + doxorubicin
treatment (Group 4) (p< 0.05). Increased levels of autophagic vacuoles in these
groups observed with monodansylcadaverine stainings could partially confirmed this
result. Given this intriguing results we conclude that PrP has an important role in
chemoresistance and knockdown of this protein induces a cell death mechanism,
espacially autophagy rather than apoptosis in drug resistant H69AR cells. In
conclusion, downregulation of PrP seems to be a new anti-cancer strategy when it

combined with chemotherapeutics.

Keywords: Cancer, Multidrug resistance, PrP, Programmed cell death types
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1. GIRIS

Son 20 yillik siiregte yapilan arastirmalar kanser biyolojisi ve genetigi ile ilgili
onemli bilgiler elde edilmesine olanak saglamigtir. Timor olusumunda kabul gdren
iki goriis vardir: birincisi, kanser ardisik genetik degisiklikler ile normal hiicrelerin
malignant forma doniismesi sonucu ortaya ¢iktig1 yoniindedir. Bu model “cok adimli
karsinogenez” olarak isimlendirilir [1]. Ikinci olarak bir takim biyolojik olaylar
tiimor gelisimi sirasinda yeniden diizenlenerek timor olusumu siirecine katki saglar.
“Kanser Ozellikleri” (hallmark of cancer) olarak betimlenen [2] bu iki goriise ek
olarak hiicre Oliimiinden kagis, gilinlimiizde malign transformasyon ve tiimoriin
idamesi i¢in gerekli bir mekanizma olarak kabul edilmektedir [3]. Bu 6nemli adimlar
arasinda programlanmis hiicre 6liim tipleri (apoptozis, otofaji ve programlanmis
nekroz) ve bu mekanizmalar1 kontrol eden genlerin malign fenotip lizerine etkisi 6n
plana ¢ikmaktadir. Malign neoplazmalarda programlanmis hiicre o6liim tipleri
hiicrelerin “kaderini” belirleyen en 6nemli etkenlerdir. Apoptozis ve programlanmis
nekroz siirekli olarak hiicre 6liimiinii diizenlerken otofaji tiimdr hiicresinin Sliimii ya
da hayatta kalma segeneklerinde rol oynar [4]. Dolayisiyla hastalik durumlarinda
programlanmis hiicre 6liim tipleri altinda yatan nedenlerin anlasilmasi, hastaligin
patogenezini anlama ve tedavi stratejilerinin gelistirilmesi a¢isindan biiyiik 6nem
tasimaktadir. Bu nedenle programlanmis hiicre 6lim tipleri kanser biyolojisi ile
kanser tedavisi arasinda onemli bir kdprii olusturmaktadir [5]. Bu kopriide yer
aldigini diistindiiglimiiz Prion proteini (PrP), tistlendigi hiicresel roller nedeniyle son
yillarda 6zellikle tlimor biyolojisinde dnemi gittikge artan bir profil sergilemektedir.
Hiicre 6liim tiplerine ait mekanizmalarla bugiline kadar kesfedilmis olan iligkileri, bu
proteini yeni bir anti-kanser odagi haline getirmektedir. Ancak PrP’nin gerek

fizyolojik ve gerekse kanser gibi hastaliklardaki rolii tam olarak anlagilamamustir.

Gilintimiizde kiiciik hiicreli akciger kanseri modellerinde PrP’nin potansiyel rolii
lizerine ayrintili bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu calisma, ilaca direngli kiiciik
hiicreli akciger kanseri hiicre hattinda (H69AR) PrP’nin Bax ve Beclin-1 gibi 6lim
belirtecleri ve CD44 gibi ilaca direng fenotipiyle iliski molekiillerin ekspresyonlari

tizerine etkisinin arastirilarak bu molekiiliin ilaca direngli kiiciik hiicreli akciger
1



kanserinde hangi tip programlanmis hiicre 6liimii ile iliskili olabilecegini belirlemek

tizerine kurulmustur.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Normal ¢ok hiicreli bir organizma sadece hiicreleri bir uyum halinde biiyiime
sinyallerine yanit verebilirse gelisebilir. Bir takim molekiiler olaylarla normal
ozellikleri degisen hiicreler herhangi bir biiylime ya da boliinme sinyaline gerek
duymaksizin kontrolsiiz olarak ¢ogalma egilimi gosterirler ve yapisal degisiklik,
hiicresel baglantilarda azalma ve yeni bir takim f{riinlerin sentezlenmesi gibi yeni
ozellikler gelistirmeye baslar. Bu kalitilan degisiklikler kontrolsiiz ¢ogalan kanser
hiicrelerin komsu normal hiicrelerin biiylimesini ve ¢ogalmasini engelleyerek diger

dokulara yayilmasina olanak saglar.

Kanser 100’den fazla tiirii olan bir sendrom olmasina karsin biitiin kanser
hiicreleri, normal hiicre boliinmesi mekanizmasini kontrol eden siireglerin bozuldugu
anormal hiicrelerdir. Kanserdeki anormalliklerin temel nedenlerinden bir tanesi,
hiicre boliinmesini kontrol eden proteinleri kodlayan genlerin mutasyonudur. Bunun
yaninda ultraviyole, X-1sinlari, g¢esitli kimyasallar, tiitiin ve viruslar gibi ¢evresel

faktorler de kanser etkeni olabilir [6].

[nsan genomunda yaklagik 35000 gen kanser ile iliskilidir. Bu genler hiicre kabaca
iic grubu ayrilir. Ik grupta boliinmesini arttirilmasini saglayan normal protein
irlinleri kodlayan proto-onkogenler ve bu genlerin mutant formlar1 olan onkogenler
yer alir. Ikinci grup hiicre boliinmesini engelleyen ve hiicre dliimiine neden olan
normal proteinlerin kodlandig1 tiimor baskilayici genlerden olusur. Ugiincii grup ise

kansere neden olacak mutasyonlara engel olan DNA tamir genleridir [7-8].

2.2. Akciger Kanseri

Diinyada, akciger kanseri en sik goriilen ve en yaygin kanser kaynakli 6liim
nedenlerinden biridir. Hesaplanan bes yillik sagkalim orani %17,8 olan akciger
kanseri diger kanser tiirlerine nazaran ¢ok daha hizli 6liime neden olmaktadir.
Baslica akciger kanser tiirleri arasinda adenokarsinom, skuamdz hiicreli karsinom,

kiictlik hiicreli ve biiyiik hiicreli karsinom vardir [9].
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Biitiin akciger kanseri tiirleri arasinda ortak olan ana risk faktorii tiitiin
kullanimidir. Akciger kanseri hastalarinin %98’inde tiitiin kullanim1 dykiisii yer
almaktadir [10]. Tiitlinde bulunan kanserojen maddeler nedeniyle maruz kalma
oranina gore risk durumu degismektedir. Diger risk faktorleri mesleki maruz

kalmaya gore asbest, agir metal ve radon gibi maddeler olabilmektedir

Kiiciik hiicreli akciger kanseri (SCLC), tiim akciger kanserlerinin yaklasik
%20’sini olusturmaktadir. Hizli biiylime ve erken metastatik karakter gésteren bu
tiir agresif bir maligniteye sahiptir [11-12]. Sitogenetik olarak SCLC DNA kopya
sayisinda cesitli anormallikler vardir. Mikroarray analizler ile SCLC’nin ¢ok
sayida spesifik gen anlatimi 6zellikleri oldugu belirlenmistir [13]. Protoonkogen
aktivasyonu ve tiimor baskilayict genlerin kayb1 ya da inaktivasyonu gibi 6nemli
genetik ve molekiiler 6zellikler SCLC’de belirlenmistir [14]. SCLC’li hastalarin
neredeyse tlimiinde tiimor baskilayici retinoblastoma geni RB1 kayb1 ve NSCLC
hastalarina gore artan TP53 mutasyonu goriilmiistiir. Bu mutasyonlar SCLC
tiimorogenezinde proapoptotik aktiviteyi azaltarak karsinojenik hiicrelerin agresif

cogalmasina neden olmaktadir [2].

Insiilin benzeri bliytime faktorii 1 [15], bombesin [16], hepatosit biiyiime
faktorii [17] ve fibroblast biiylime faktorii 2 [18] gibi cesitli biiylime faktorlerinin
SCLC’de otokrin sinyalleme mediatorleri oldugu bilinmektedir. Bu biiyiime
faktorlerinin bazilarinim inhibitorleri klinikte kullanimlaktadir. Ornegin fibroblast
biiylime faktorii 2 SCLC hiicrelerinin proliferasyonuna olanak saglayarak Bcl-2,
Bcl-XL ve XIAP gibi anti-apoptotik proteinlerin upregiilasyonu ve proapoptotik
Bad baskilanmas1 iizerinden etoposit’e ! karsi diren¢ olusumuna yardimci
olmaktadir. SCLC hiicre hatlar1 ve primer ksenograft modelleriyle yapilan
calismalarda ilaca diren¢ mekanizmasiin pro-apoptotik Bax, Bim, NOXA
konsantrasyonlarinda artis ya da anti-apoptotik Mcl-1 diizeyindeki azalma ile
iligkili olabilecegi One siiriilmiistiir [14]. Bu nedenle SCLC’de mitokondriyal

apoptozisi hedefleyen terapotik stratejiler {izerinde durulmaktadir [14]. Anti-

1 DNA topoizomeraz II inhibitérii.



apoptotik Bcl-2 SCLC hiicre hatlarinda ve primer dokularda yogun olarak
eksprese olmaktadir [19-21] ve pro-apoptotik Bax ve Bak proteinlerini inhibe
etmektedir. Apoptotik siirecte bu iki protein mitokondri dis zarinda porlar acarak
sitokrom c gibi pro-apoptotik faktorlerin salinmasina, kaspazlarin aktivasyonuna
ve boylelikle apoptozisin baslamasina neden olur. Pro-apoptotik bir protein olan
defosforile oldugunda Bcl-2, Bcl-Xi ve Bcl-W gibi anti-apoptotik proteinlerin
aktivitesini inhibe ederek Bax/Bak aracili apoptozisin tetiklenmesine neden olur.
Son yillarda ABT-737 adi verilen bir Bad > mimetigi SCLC hastalarinda

denenmeye baslanmistir [22].

SCLC, aym zamanda olduca hipoksik bir tiimordiir. Hastalarin %60’1indan
fazlasinda siddetli hipoksi gelismektedir [23]. Bu durum ayni zamanda ilaca ve
radyoterapiye direnci de beraberinde getirmekte ve metastaz riskini arttirmaktadir.
Dolayisiyla, hipoksi toleransinin engellenmesi SCLC’de bir tedavi yontemi olarak
diistiniilmektedir [24]. Bu amacla hipoksi indiikleyici faktér-1 ve otofajinin

baskilanmasini iceren metotlar iizerinde durulmaktadir [25-26].

2.3. Kanserde Diren¢ Mekanizmalari

[lag direnci genel anlamda hastaligin farmasétik tedaviye toleran hale gelmesi
durumudur. Ilk olarak bakterilerin bazi antibiyotiklere direng olusturmasi iizerine
giindeme gelen bu konsept benzer mekanizmalarla kanser dahil olmak iizere bir¢ok
hastalikta da goriilmektedir. Ilaca direng baz tipleri hastalifa 6zgii iken mikroplarda
ve ilaca direngli kanser hiicrelerinde goriilen ilaglarin hiicre disina atilmasi gibi bazi
mekanizmalar evrimsel olarak korunmustur. Birgok kanser tipi baslangicta ilaca
duyarli iken DNA mutasyonlari, ila¢ inhibisyonu ve yikimini baslatacak metabolik
degisiklikler gibi ¢esitli mekanizmalar aracilig1 ile zaman igerisinde ilaca direng
kazanmaktadir [27]. Coklu ilaca diren¢ mekanizmasimin altinda yatan olasi
molekiiler degisiklikler o©zetle ilag hedeflerinde goriilen mutasyonlar, ilag

transportunda ve metabolizmasindaki degisiklikler, hiicresel sistemde kansere 6zgii

2 Proapoptotik bir Bcl-2 ailesi iiyesi.



molekiiler degisiklikler ya da tiimdr ortaminin ve lokal hiicre fizyolojisinin degismesi

olabilir [28].

2.3.1 ABC Tasiyicl Ailesi

Cerrahi miidahaleler, kemoterapi ve radyoterapi gibi tedaviler kanserde hayatta
kalma siirelerini arttirsa da bu tedaviler yan etkileri dogurmaktadir. Tiimor hiicreleri
kemoterapotik ilaglarin ATP-baglayict kaset proteinler (ABC) araciligi ile hiicre
disina attimini saglarlar [29]. ABC tastyicilar ailesi, tiim organizmalarda ifade edilen,
bir¢ok biyolojik fonksiyonda iligkilerini gosteren, yliksek oranda korunmus bir
protein ailesidir. ABC ailesi tiyelerini kodlayan 48 insan geni ve bir psddogen
tanimlanmis ve sekanslarina ve yapisal benzerligine gore 7 alt aileye (ABCA-ABCB-
ABCC-ABCD-ABCE-ABCF-ABCG) ayrilmistir. Ayni zamanda bu aile iiyeleri
farkli sayilarda da alt tiyeler barindirirlar. ABC tasiyicilarinin yapist yiliksek olgiide
korunmaktadir ve sitoplazmada lokalize olmus iki hidrofilik niikleotid baglama
domainine (NBD) bagl substrat baglama ortami meydana getiren iki hidrofobik
transmembran domaininden (TMDs) olusur. ABC tasiyicilarinin, amino asitler,
peptidler, vitaminler, sekerler, hormonlar, iyonlar, lipidler ve ksenobiyotikler dahil
olmak tlizere c¢ok c¢esitli yapisal olarak farkli endojen ligandlar1 ihra¢ ettigi
belirlenmistir [30]. ABC transporterlerinin diizenlenmesinde ¢esitli genler ve
sinyalleme yollar1 vardir. Bunlardan bazilart ABCC1 ve ABCC4, MYCN geni ile
transkripsiyonel olarak diizenlenirken ABCC3 MYCN tarafindan negatif olarak
diizenlenmektedir. Transkripsiyon faktorii OCT4, ABC siiper ailesinin proteinlerini
kodlayan genleri kontrol edebilir. Kok hiicre yenilenmesi ve farklilagmasinda rol alan
sinyal yollar1, epidermal biiytime faktorii reseptorii (EGFR), Hedgehog (Hh) ve Wnt-
katenin gibi sinyal yolaklarimi igerir. Niikleer faktor kappa B (NF-«xB), Akt, fosfotidil
inozitol 3-kinaz (PI3K), siklooksijenaz 2 (COX2) ve ABC transporterleri gibi
onkojenik sinyaller kok hiicre yenilenmesini, hayatta kalmayi, farklilasmay1 ve

kemoterapiyi diizenleyen bir rol oynar [31].

Kemoterapide basarisizligin asil nedenlerinden biri bu proteinlerin asir1

ekspresyonuyla anti kanser ilaglarinin hiicre disina atilmasi sonucu ¢oklu ilaca direng
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mekanizmasinin (MDR) meydana gelmesidir. MDR familyasi proteinlerinin en ¢ok
caligilan tyeleri, ABCB1 (MDRI1 veya p-glikoprotein, p-gp olarak da bilinir),
ABCCI (¢oklu ilaca direngle iligkili protein 1, MRP1), ABCG2 (gogiis kanseri

direng proteini, BCRP) . Bu tasiyicilar, ilaca direncli tiimorlerin cogunda ifade edilir.

2.3.2. p-glikoprotein (p-gp, ABCBI1, Coklu Ilaca Diren¢ Proteni 1, MDR1)

p-glikoprotein (p-gp), coklu ilaca direng genleri olarak isimlendirilen MDR
genlerinden 7q21 lokasyonuna sahip MDRI geni tarafindan kodlanmaktadir. ilk defa
1976’ da kolsisine direngli hamster ovaryum hiicreleriyle yapilan bir ¢aligmada hiicre
yiizeyinde kesfedilmistir. Transmembran tastyicist olarak gorev yapan p-gp 1280
aminoasitten meydana gelmistir. p-gp enerjiye bagimli olarak islev gormektedir.
Ilaca diren¢ mekanizmasindaki gérevi ilacin hiicre disina pompalanmasini saglamak
olan p-gp’nin anti-kanser ajanlar (doksorubisin, dosetaksel vb.), steroid hormonlar
(aldosteron), antimikrobiyal ajanlar (eritromisin) gibi ¢ok farkli substratlari olabilir

[32].

Kanserin o6liimciil bir hastalik halini almasinin altinda iki mekanizmanin
olusumu yatmaktadir. Bunlar hiicrelerin metastaz yapabilme yetenegi kazanmasi
ve ilaca direng gosterebilmesidir. Hiicre ¢ogalmasi, yasami, farklilagsmasi ve gocii
gibi ¢ok ¢esitli siireclerde yer alabilen bir transmembran glikoproteini olan ve kimi
caligmalarda p-glikoprotein 1 olarak adlandirilan [33] CD44, hiicre dis1 matriks
i¢in 6nemli bir adezyon molekiiliidiir [34-36]. Basta hyaluronik asit olmak iizere
osteopontin, kollajenler ve matriks metaloproteinazlar gibi ¢ok sayida molekiiliin
reseptorii  olarak davranabilen ve bazi tip kok hiicrelerde marker olarak
bulunabilen CD44 invazyon ve tiimdr hiicresi metastazi1 gibi siireclerde rol
oynamaktadir [37]. Kanser hiicrelerinde olan ilaca direng gosterme ve metastaz
yapabilme fenotipleri p-gp ve CD44 proteini arasinda bir baglant1 olabileceginin
diisiindiirmiistiir. Yapilan bir ¢alismada iki malign fenotip olan CD44 ve p-gp
arasinda metastaz ve MDR’nin es zamanli ekspresyonu ile sonuglanan bir

etkilesim oldugu belirlenmistir [38-39].



2.3.3. MRP-1 ( ABCC1, Coklu ila¢ Direnci ile iliskili Protein 1)

p-gp gibi MRP de ATP-baglayan kaset proteini ailesi liyesidir ve c¢oklu ilaca
diren¢ mekanizmasinda rol aldig1 sanilmaktadir [40-41]. MRP gen {irtinleri ilk olarak
H69AR akciger kanseri hiicre hattindan kopyalanmistir. MRP1 190 kDa’lik bir
proteindir ve 1531 amino asit igermektedir. Hiicre membraninda hidrofobik ilag
molekiilleri, stereiodler ve organik anyonlarin gegisi ile iligkilidir. MRP1 ve p-gp
arasinda diisiik bir yapisal 6zdeslik olmasina ragmen, H69AR hiicrelerinin ve p-gp

sentezleyen hiicrelerin arasinda 6nemli bir benzerlik bulunmaktadir [42].

2.3.4. BCRP ( ABCG2, Meme Kanseri Direnci Proteini)

flaca direng ailesinin bir iiyesi olan BCRP proteini, 4q22 kromozomunda bulunan
ABCG2 geni kodlanir. BCRP’nin p-gp ve MRP-1 proteinlerinden farki, ¢ok genis bir
substrat ve inhibitér 6zgiinliigiine sahip olmasidir. Buna bagl olarak da genis bir

doku dagilim1 gostermektedir [43].

2.4. Doksorubisin

Kanser cesitlerinin fazlaligi ve tedavilere farkli sekillerde reaksiyon vermesi
arastirmacilart ila¢ gelistirme iizerine ¢alismalara itmistir. Gliglii bir antikanser ilaci
olan doksorubisin 1960’11 yillarin sonunda Streptomyces peucetius’un bir
kiltliriinden izole edilmis bir antrasiklindir (Sekil 2-1) [44]. Doksorubisin, 6zellikle
meme kanserinin erken ve ge¢ evrelerinde basariyla kullanilan antrasiklin temelli bir
kemoterapétik ajandir. Doksorubisinin kanser hiicrelerindeki etkisi pasif difiizyon ile
hiicre igerisine girmesiyle baslar. Kanser hiicresinin sitoplazmasinda doksorubisin
bir semikinon radikale doniisiir ve reaktif oksijen tiirlerinin iiretilmesine neden olur.
Hiicre i¢inde artan reaktif oksijen tiirleri oksidatif strese neden olur. Sitosolde
doksorubisin mitokondriye girerek mitokondriyol DNA hasarina ve mitokondriyal
enerjetik strese neden olur ve kaspaz kaskadini baslatacak sitokrom ¢ salinimini
tetikler. Ayrica, nukleusa transloke olabilen doksorubisin topoizomeraz [ ve II
enzimlerinin inhibisyonuna neden olur. Bu inhibisyon DNA hasari, serebst radikal

tiretimi, alkilasyon ve p53 yolagmin aktivasyonunu baglatir. Bu siireg, hiicre
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proliferasyonunun inhibisyonuna ve apoptozisin indiiksiyonu ile sonuglanir. Ayni
zamanda doksorubisin nuklear poli ADP riboz polimeraz (PARP)-1 enziminin
inhibisyonu iizerinden hiicresel enerjinin azalmasma ve otofajinin aktivasyonuna

katilir [45-46].

Sekil 2-1 Doksorubisin bir glikozit antibiyotiktir ve aminogeker daunosamin yapisina bagl tetrasiklik
“quinoid” aglikon adriamisinon (14-hidrosidaunomisinon) igerir [44].

2.5. Hiicre Oliim Mekanizmalari

Prokaryotik ve Okaryotik organizmalarda ortak olan mekanizmalardan biri
hiicre oliimiidiir. Embriyonik siirecte ve erigkin donemde doku homeostazisi i¢in
yeni hiicre olusurken, var olan diger hiicrelerinde ortadan kalkmas1 gerekmektedir.
Bunun i¢in canli organizmalar {i¢ farkli yol izler; apoptozis, otofaji ve nekroz.
Apoptozis, organizmada hasar gérmiis veya organizma ig¢in artik gerekli olmayan
hasar gormiis hiicrelerin yok edilmesinde gorev alir. Nekroz 6liim tipi dokuda
hasar olugsmasiyla meydana gelen toksik bir siiregtir. Otofaji ise hiicre igi
makromolekiil veya organellerin lizozomlar yardimiyla pargalamasina yol agan bir
mekanizmadir. Tiim bu 6liim siire¢lerinde meydana gelebilecek herhangi bir hasar

organizmada var olan diizenin bozulmasina ve hatta kansere neden olabilmektedir.

2.5.1. Apoptozis

Apoptozis, 6zel bir takim uyarilara yanit olarak 6zellesmis sinyal transdiiksiyon
yolaklariyla aktive olan programlanmis bir hiicre 6liim ¢esididir [47]. Apoptotik
hiicre 6liimii bir dizi biyokimyasal ve morfolojik degisimi igerir ve hiicre biiziismesi,
nuklear kondensasyon ve DNA fragmantasyonu ile karakterizedir [48] (Sekil 2-2).
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Bu siiregte, sitoplazmada kaspaz aktivasyonu ve mitokondriden sitokrom ¢ salinimi
[49-50], mitokondride Bcl-2 ailesinin pro- ve anti-apoptotik iiyelerinin goriilmesi
[51] ve plazma membraninda fosfatidilserin eksternalizasyonu da s6z konusudur

[52].

Onkogen, Radyasyon, blylime
faktdrii eksikligi, hipoksi

DIS YOLAK
iGC YOLAK

e
\

tBiD \
Aktif Kaspaz &

Pro Kaspaz 8

IAP antagonistleri

@ sitokrom ¢ APOPTOZiS Kaspsz 37

@ Non-dejeneratif ubikitin

() Dejeneratif ubikitin

=
AP ———e [clAPS
antagonistieri -

Sekil 2-2 Dis ve i¢ apoptotik yolaklar. Dis yolakta hiicre dis1 faktorler etkindir. Ligandin (FasL, TNF
alfa, TRAIL) baglanmasi ile trimerik oliim reseptorii (Fas, TNRF1, DRS5) sitoplazmik o6lim
domainleri (DD) aracilig1 ile adaptér molekiillerini (FADD, TRADD) ¢agirir. DD’lere sahip olmanin
yaninda adaptor proteinler komplekse prokaspaz-8’i getirecek death effector domain (DED)’ler igerir.
Prokaspaz-8 ile birlikte tiim yap1 Death-Inducing Signalling Complex (DISC) adii alir. Prokaspaz 8
otoproteolitik etki ile aktive olur ve Aktif Kaspaz 8’e doniisiir. Hiicre igerisinde bir hasar olustugunda
i¢ apoptotik yolak devreye girer. Onkogenler, dirck DNA hasari, hipoksi ve yasam sinyallerinin
kesilmesi gibi hiicre i¢i stresler i¢ yolagt tetikler. DNA kontrol proteinleri ATM (Ataxia
Telangiectasia Mutated protein) ve Chk2 (Checkpoints Factor-2) p53°ii fosforilleyerek stabilize eder
ve p53’iin MDM2 (Mouse Double Minute-2 Homolog) aracili ubikitinasyonunu bloke eder. MDM2,
p53’e baglanarak nuklear translokasyonunu saglar. p53 proapoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerinin
transkripsiyonel aktivasyonunu arttirarak ve anti-apoptotik Bcl-2 proteinleri ve CIAP’lar1 baskilayarak
apoptozisi aktive eder. Diger p53 hedefleri Bax, NOXA, PUMA ve BID’dir. P53 ayn1 zamanda
apoptozisin gerceklesmesinde etkin olan PTEN, Apaf-1, Perp, pS3AIP1 ve gibi genleri ve oksidatif
hasara neden olacak genleri aktive eder. Oksidatif hasar sonucu mitokondriden sitokrom c¢ disinda
SMAC/Diablo, Arts ve Omi/HTRA?2 salinarak apoptozisi inhibe eden proteinlerin (IAP’lar) etkisini
inhibe eder [53-57].
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2.5.2. Otofaji:

Hiicresel bilesenlerin bir membranla kusatildiktan sonra lizozomlar tarafindan
yikilmasini igeren genetik olarak programlanmis katabolik bir yikim siireci olan
otofaji hiicre 6liimii ile yasami arasinda bir denge mekanizmasi olarak goriilmektedir

[58-61](Sekil2-3).
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Sekil 2-3 Temel otofajik siire¢c mTORC1’in downregiilasyonu sonucunda Ulk baslangi¢c kompleksinin
(Ulk1/2, Atgl13-FIP200-Atgl101) aktivasyonu sonucu fagofor olusumu ile baglar [62]. VPS34, Beclin-
1, Atgl4, AMBRAL ve VPSI15 ile birlikte otofagozom nukleasyonu igin kritik bir 6neme sahip bir
siuf III fosfatidilinozitol 3-OH kinaz kompleksi kor olusturur [63-66]. Otofaji indiiklendigi zaman
ULK1 AMBRAT’i fosforiller ve kor kompleksinin dynein proteininden ayrilmasina neden olur.
Ardindan, AMBRAI, otofagozomu olusturmak igin Beclin-1 ve VPS34 ile birlikte endoplazmik
retikuluma transloke olur (kutu) [67]. Fagoforun iki ubikitin benzeri protein konjugat sistemi (Atgl2-
Atg5 ve LC3-II) araciligi ile genislemesinin ardindan otofagozomlar olusur. Olusan otofagozomlar
endozomlar veya endozom kaynakli vezikiillerle kaynasarak Amphiozomlart olusturur ya da
otofagozomal yikim kargolarini olusturmak {izere lizozomlarla kaynasir [62]. Cesitli stres kosullarinda
hiicre dongiisiiniinii duraklatilmasi, apoptozis ve otofaji nuklear p53 tarafindan kontrol edilir (sol iist
panel). p53’iin transkripsiyonel olarak TSC2 (tuberous sclerosis kompleks 2) ve AMPK (AMP-aktive
protein kinaz) diizeylerini arttirmasiyla mTOR baskilanir ve ULK kompleksinin downstream
aktivasyonu ile kanonik otofajik yolagi indiiklenir [68]. Bazal kosullarda sitoplazmik p53 ubikitin
spesifik peptidazlar USP10 ve USP13 {izerinden ya da AMPK-mTOR-ULK sinyalleme yolag:

araciligi ile Beclinl yikimini baglatarak otofajik hiicre 6liimiinii inhibe eder (sag alt panel) [68].
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2.6. Apoptozis, Otofaji ve Kanser Arasidaki Isbirligi

Yakin zamanl ¢alismalar otofaji ve apoptozis arasinda bir iligki oldugunu ve her
iki sistem iyelerinin yolaklar arasinda ortak roller (iistlenebilecegini ortaya
konmustur [69-74]. Apoptotik intrinsik yolagin diizenleyici tiyeleri hem mitokondri
dis zar potansiyelini hem de otofajiyi etkilerken pro-apoptotik Bcl-2 proteinler
sadece mitokondriyel permeabilizasyona neden olmaz ayni zamanda otofajiyi de
tetikler. Buna karsin, anti-apoptotik Bcl-2 proteinler mitokondri dis membran
potansiyelini ve otofajiyi inhibe edebilmektedir ya da otofajinin inhibisyonu
apoptozisi tetikleyebilmektedir [75]. Dolayistyla mitokondri otofaji-apoptozis
yolaklarinin bir kesisme noktast olarak durmaktadir [76].  Otofaji ve apoptozis
arasindaki bu karsilikli etkilesimin en bilinen 6rnegi Bcl-2/Bcl-Xp ile Beclin-1
arasindaki baglantidir [77]. Ayrica otofaji yolaklarna ait molekiiller de intrinsik
apoptotik yolag: etkileyebilir. Ornegin DNA hasari ile tetiklenen ve calpain-aracili
olarak bolinen ATGS’in Bcl-Xip’ye baglanarak sitokrom ¢ salinimini arttirdigi
belirlenmistir [78]. Benzer sekilde ATG12-ATG3 kompleksinin mitokondriyel bir
genislemeye neden olarak intrinsik apoptotik yolagi inhibe ettigi gosterilmistir [79].
Otofaji ve apoptozisin karsilikli etkilesimlerine bir bagka ornek ise Beclin-1 ve
ULK1 (ATGI1) proteinlerinin pro-apoptotik Bad’i aktive eden AKT substratlari
olmasidir [80-82]. TRAIL [83], TNF [84] ve FADD [85] gibi pro-apoptotik sinyaller
otofajiyi de tetiklerken PI3K/AKT/mTOR yolag: otofajiyi negatif olarak etkileyerek
kanser gelisimini kolaylastirmaktadir [76]. Son caligmalar bu yolagin prostat
kanserlerinde, tiimor baskilayict PTEN kaybiyla birlikte, %30-50 artis gosterdigini
belirlemistir [86]. Ote yandan son yapilan calismalarda tiimor hiicrelerinde p53
eksikliginin ya da mutant p53 varyantlarinin sitoplazmada birikmesinin otofajiyi
aktive ettigi bu nedenle de p53’iin tiimdr hiicrelerinde otofajik yolagin 6nemli bir
diizenleyicisi oldugu ileri stiriilmiistiir [68]. Apoptotik mekanizmalardaki herhangi
bir diizensizlik okaryotik hiicrelerde fizyolojik yasami tehlikeye atar. Bu nedenle
apoptotik mekanizmalar oldukc¢a siki bi¢cimde diizenlenmektedir. Bir¢cok kanser
hiicresi pro-apoptotik hiicre 6liimii bilesenlerini inaktive ederek ya da anti-apoptotik
bilesenleri aktive ederek bu siki diizenlemeleri asabilmektedir [78]. Kanser
hiicrelerinin apoptozisten kagmak icin cesitli stratejiler gelistirdigi ve bu stratejilerin

bazilarinin tlimor-spesifik oldugu giiniimiizde bilinmektedir [87]. Tiim apoptotik
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inhibitdrler ve aktivatdrler kanser hiicre hatlarinda ekspresyon sinirlarinin disinda yer
almaktadir. Ornegin biitiin kanser tiplerinin neredeyse yarisinda Bcl-2 ekspresyonlar
artis gostermektedir [88]. FAS gibi apoptotik sinyallerin ve DRS yanitinin
bozulmasi, pro-apoptotik ve anti-apoptotik Bcl-2 proteinleri arasindaki dengesizlik,
IAP proteinlerinin diizensizligi ve azalan kaspaz aktivitesi gibi stratejilerle ilgili
mutasyonlar, ¢esitli kanser tiplerinde tiimor progresyonu sirasinda invazivligi
arttirabilir, anjiyogenezi uyarabilir, hiicre proliferasyonunu diizensizlestirebilir ya da

farklilagsmay1 engelleyebilir [87, 89].

Ticari anti-kanser ilaglarinin biiyiik bir kismi1 kanser hiicrelerine Bcl-2/Bax aracilt
mekanizmalar ile etki etmektedir [88]. Bu mekanizmalar bozulur ya da degisirse
hiicreler intrinsik apoptozise diren¢ kazanir [88]. Kanser hiicrelerinin besin
yetersizligi ya da hipoksi gibi c¢evresel strese maruz kaldigi i¢in apoptozise daha
duyarli oldugu ileri siiriilmektedir [90]. Genel kani tiimor hiicrelerinin dis yolaga i¢
yolaktan daha duyarli olduklari yoniindedir [91]. Bu nedenle dig apoptotik yolak

kanser tedavisi i¢in bir hedef olarak goriilmektedir [92].

Otofajinin kanserde tiimoriin tipine ve evresine gore degisiklik gosterebilen ve
tiimdr olusumunu tesvik eden ya da baskilayan bir rolii vardir [93]. Tiimor hiicreleri,
DNA hasar1 ve hipoksi gibi metabolik stres kosullarinda yasamlarini ve metastatik
aktivitelerini arttirmak igin otofajiyi kullanir [94-96]. Ornegin otofaji baskilanir ya da
anormal bir hale doniislirse hiicre igerisinde hasarlanmis yapilar ya da zararh
bilesenler hiicreden temizlenemez ve bu durum kanser gelisimine neden olacak
cevresel bir oksidatif stresi tetikler [97]. Ornegin, pankreatik tiimérler gibi Ras-
aktive tlimorlerde bazal otofajinin olduk¢a yiliksek bir diizeyde yer aldig
gosterilmistir [98-99]. Bu tiimdrlerde otofajinin inhibisyonu ile tiimor hiicresel
proliferasyon azalmaktadir [98, 100]. Benzer sekilde otofajinin mitokondriyal
fonksiyonlara destek vererek ve lipit dengesini koruyarak Ras-aktive kii¢lik hiicreli
olmayan akciger kanserinin progresyonuna katildigi ortaya konmustur [101]. Buna
karsin, otofajik yolakta yer alan proteinlerin mutasyonlar1 otofajinin timor
baskilayict bir role sahip oldugunu ortaya koymustur. Beclin-1 ile iliskili bir protein

olan ve fagofor olusumunu baslatan BIF-1’in akciger, kolorektal ve gastrik
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kanserlerde eksprese olmadigi belirlenmistir [102-105]. Benzer sekilde bir otofaji
regiilatorii  olarak  Beclin-1’in  etkilesim  partnerlerinden olan UVRAG
mutasyonlarinda kolorektal kanserde otofajinin azaldigi ve buna karsilik timor
hiicresi proliferasyonunun artis gdsterdigi bulunmustur [106]. Ozetle, baz1 kanser
hiicreleri otofajik genler susturuldugunda apoptozise giderken bazi kanser
hiicrelerinde ise otofajik siire¢ apoptotik hiicre Sliimiinii tetikleyebilir [107]. Gegici
ya da disiik doz stresin apoptozisi baskilayarak otofajiyi indiikledigi ve boylece
hiicresel dengenin saglandigi buna karsin kalic1 ya da yiiksek doz stresin apoptozisi
indiikleyebilecegi ileri siiriilmektedir [108]. Otofajinin bu iki zit fonksiyonu
arasindaki keskin olmayan ancak ¢ok yonliiliige sahip olan sinirin kanser gelisimi ve
ilaca diren¢ mekanizmalarinda rol alan yasam ve 6liim sinyallerinin ince bir sekilde
diizenlenmesi ile belirlendigi diistiniilmektedir [109]. Bu nedenle otofaji inhibisyonu
kanser tedavisi i¢in alternatif bir strateji gibi durmaktadir [97, 110-111] ve bu konuda
bazilar1 hydroxychloroquine gibi tiimdr metabolizmast odaklt [112] ya da kiigiik

molekiillii [62] ¢esitli terapdtik ajanlar denenmektedir [113].

2.7. Prion Proteini

Giinlimiizde prion proteinlerinin kanser biyolojisinde énemli bir rol iistlendigi ¢ok
sayida calisma ile kanitlanmistir. Bu proteinlerin 6zellikle, glioblastoma [114], meme
[115-117], prostat [118] ve kolorektal kanserlerde [119-120] kotii prognoz ile iliskili
oldugu gosterilmistir.“Prion” sozciigii, “PROteinimsi INfeksiyéz ajan” ifadesinin
kisaltilmis1 olarak, memelilerde ¢esitli ndrodejeneratif hastaliklardan sorumlu ajani
betimlemek iizere ilk kez Stanley Prusiner tarafindan kullanilmistir [121]. Insanlarda
20. kromozomun p12/p13 bdlgesinde lokalize olan ve Prnp geninden kodlanan prion
proteininin endojen, hiicresel varyant olan PrP° (sitosolik prion?) ile onun patojen,
yanlis katlanmis ve agrege konformeri olan PrP5¢ (Scrapie prion) olmak iizere iki
konformasyonel izoformu vardir. Normal hiicresel formun (PrP°) otokatalitik bir
mekanizmayla patojen izoforma (Prp>) doniisiimii transmissible spongiform

ensefalopatiler (TSE’ler) ya da prion hastaliklar1 olarak adlandirilan, insanlarda kuru,

3 Bu ¢alismada “PrP” olarak ifade edilmektedir.
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Creutzfeldt-Jakob (CJD), Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) ve fatal ailesel
insomnia (FFI), hayvanlarda scrapie, bovine spongiform ensefalopati (BSE) gibi bir
dizi nérodejeneratif hastaliga neden olmaktadir [121-126]. PrP*’nin PrP%¢ izoformuna
donilistimii  sirasinda  goriillen yapisal modifikasyonlar hiicresel fonksiyonu ve
DNA’da her hangi bir degisiklik olmaksizin, tipki bir genetik mutasyon gibi,
hiicresel fenotipi etkileyebilir. Dolayisiyla, prionlar, kromozomal elementler disinda
kendini ¢ogaltabilme yetenegine sahip ender proteinlerdir [127-130]. PrP hiicre
membranina glikozilfosfatidilinozitol (GPI) ¢apasiyla baglanmis 254 amino asitlik
sialillenmis bir proteindir [131]. Basta merkezi sinir sitemi ve bagisiklik sistemi
olmak {lizere ¢ok ¢esitli dokularda eksprese edilen PrP’nin, sinyalleme molekiilleri,
laminin, ¢esitli membran proteinleri, sitoiskelet elemanlari, adezyon molekiilleri gibi
cok sayida protein partneri ile etkileserek hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, gocii
ve adezyonu gibi temel biyolojik olaylarda rol almasinin yani sira Ozellesmis
dokularda ndro-koruma, sinaptik aktivite, bagisiklik yanit ve epitelyal ya da

endotelyal bariyer gibi 6zel fonksiyonlarda da rolii vardir (Sekil 2-4) [132-138].

Kanser
«TUmor direnci
*Bax- TNF- aracili hiicre

oliumune direng
/ *Adesiv, invaziv ve metastatik
kapasite artisi

*Proliferasyon

i

PrP Embriyonik Geligsim
*Hucreler arasi etkilesim
«Junctionlarin stablitesi
Lenfoid Organlar Merkezi Sinir Sistemi
T hicrelerinin proliferasyonu ve -Norit gelisimi
aktivasyonu -Sinaptik ileti

+af T hlcrelerinin baskilanmasi «Sirkadiyen ritmin diizenlenmesi
*yd T hicrelerinin geligimi «No6ron korumasi (apoptozis;
*APC’ lerin fagositik aktivitesinin otofaji)

arttirilmasi

Sekil 2-4 PrP’nin rol aldig1 fizyolojik olaylar [132, 138-144].

Hiicreleri oksidatif stres [145] ve programlanmis hiicre Oliimiinden [146]
korumasi, PrP’nin fonksiyonel 6zellikleri arasinda en ilgi ¢ekici olanlaridir. PrP’nin
amino terminalinde yer alan oktapeptid domaini pro-apoptotik ve anti-apoptotik Bcl-

2 ailesi liyelerinde bulunan Bcl-2 homoloji domaini (BH2) ile 6nemli oranda amino
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asit dizi benzerligi gosterir. Bu benzerlik PrP’yi hiicre 6limii ve/veya yasaminda
onemli bir noktaya tasimaktadir [147]. Bax aktive oldugunda yapisal degisiklige
giderek mitokondri dis zarini sitokrom ¢ ve diger apoptojenik faktorler i¢in gecirgen
hale getirir [148-149]. PrP’nin BH-2 homoloji domaini ise Bax’in apoptotik aktivite
icin yapisal degisiklige gitmesine engel olarak anti-apoptotik bir etki yaratir (Sekil 2-
5).

Oksidatif
Hiicre strese
adezyonunun direng

diizenlenmesi

Cu*2 N
SFK L B PKC Zn"2 A
sinyallemesi T s o sinyallemesi SOoD A
S ROTYW

cAMP-PKA _ PI3K-Akt | _ _ _ _ _ _ ERK1/2 _| RhoA-ROCK
sinyallemesi sinyallemesi sinyallemesi sinyallemesi

Miyelin Glukoz

korumasi uptake Hicre seklinde degisiklik
(norit gelisimi)
Hiicre yasami Proliferasyon \_) Protein sentezi
P | [apomias |
BaxW 1

i ’

Fyn tirozin
kinaz

/ \
Grb SI:C PKA
Ras PI3-K MAPK
Oksidatif Apoptozis
Erk1/2 Erk1/2 Erk1/2 strese direnc inhibisyonu

|
| Hucre yagsami |

Sekil 2-5 PrP’nin rol aldig1 downstream olaylar. PI3-kinaz/Akt, cAMP/PKA, PKC, Fyn ve Erk1/2 gibi
cesitli hiicresel sinyalleme yolaklarinin PrP ekspresyonlari ile diizenlendigi gosterilmistir [150-151].
Dolayisiyla endojen olarak eksprese edilen PrP proliferasyon, farklilasma, hiicre adezyonu, hiicre
trafigi, transmembran sinyallemesi ve oksidatif strese yanit gibi ¢ok sayida hiicresel olayda rol
almaktadir [132-133, 147, 152-153]. Molekiiler diizeyde PrP’nin anti-Bax aktivitesi néronlarda ve
diger hiicrelerde gosterilmistir. Noronlarda ve MCF-7 hiicrelerinde PrP Bax ile spesifik olarak
etkileserek Bax’in aktivasyonu i¢in gerekli olan konformasyonel degisiklik yapmasina ve mitokondri
membranina baglanarak sitokrom ¢ salinimi yapmasina engel olur. Boylece PrP¢, Bcl-2 ile birlikte
Bax’1 inaktif halde tutar [117, 146]. SFK: Src family kinaz.
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Normal prion proteinleri N-terminal oktapeptit tekrarlar1 araciligi ile bakir
iyonlarina baglanarak oksidatif strese yanit olustururlar [145, 154-155]. Dolayisiyla
PrP’de fonksiyon kaybi, oksidatif strese hassasiyeti de arttirirken asir1 PrP
ekspresyonu oksidatif strese direngli bir fenotip olusmasina neden olur [145, 156].
PrP’nin oktapeptit tekrarlarimin gastrik kanser hiicre hatlarinda c¢oklu ilaca direng
fenotipinin artmasina neden oldugu gosterilmistir [141]. PrP’nin patojen form
PrP5’ye transformasyonu ile artan ROT iiretimine bagli olarak antioksidan
aktivitenin kayboldugu ve mitokondriyal hasar, MAPK aktivasyonu ve kaspaz-3

aktivasyonu tizerinden apoptotik siirecin basladigi bilinmektedir [157-158].

PrP’nin programlanmis hiicre 6liimii ile iliskisi hiicre tipine ve bu molekiiliin
hiicresel yerlesimine gore degisiklik gosterebilir. PrP bazi kosullarda hiicre zarinin
disinda, sitoplazma, niikleus, ndronal sinaps ve mitokondride de yerlesim
gostermektedir [159-164]. Kanser hiicrelerinde asir1 PrP ekspresyonu hiicrelere ¢oklu
ilaca diren¢ fenotipi kazandirarak programlanmis hiicre 6liimiine direng¢ gelisimine
neden olurken 6zellikle néronlarda tam tersi bir durum s6z konusudur: drnegin asiri
miktarda PrP eksprese eden transgenik farelerde mitokondride lokalize olan PrP’nin
mitokondriyal membran potansiyelini azalttig1, sitokrom c¢ saliimina neden olarak
ozellikle hipokampal néronlarda kaspaz-3 aracilit apoptozisi tetikledigi bulunmustur
[163]. Ayrica, hiicre igerisinde PrP sitosolik yiginlar ve mitokondriyal kiimeler
olusturarak mitokondriyal membran depolarizasyonu, sitokrom ¢ salinimi ve kaspaz
aktivasyonu lizerinden apoptotik siireci baglatmaktadir [165]. PrP’nin oktapeptit
tekrarlar1 ile Bax aracili apoptozisi inhibe ettigine dair ¢cok sayida rapor olmasina
karsin [117, 141, 146, 166-169] PrP ile Bax arasinda fiziksel bir etkilesim heniiz
gosterilebilmis  degildir. Baz1 ¢alismalar PrP’nin  Bax-aracili  apoptozis
inhibisyonundan sitosolik formunun [169] ya da o-heliks 3 domaininin sorumlu
oldugunu ileri siirmiistiir [170]. Bax, pro-apoptotik etkisini gosterebilmesi i¢in
mitokondride lokalize olmak durumunda oldugu i¢in [171-172] mitokondri ile iliskili
PrP’nin direkt ya da dolayli olarak Bax aracili apoptozise karistig1 bir gergektir [167]
ve PrP“nin mitokondriye trafiginin apoptozis ile iliskisi [163, 173-174] bu
molekiiliin mitokondride fonksiyonel bir rol iistlendigini diislindiirmektedir.
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Mitokondrinin kanser hiicrelerinin kemoterapdtik eliminasyonunda oncelikli hedef
oldugu son derece agiktir. Bu hedef icerisinde yer alan PrP’nin her ne kadar
apoptotik uyari ile mitokondri membran raftlarina lokalize oldugu gosterilmis [173]
olsa da kanser hiicrelerinde bu proteinlerin mitokondri lokalizasyonlar1 ve hiicresel

6liim siireglerine dahil olup olmadigi heniiz bilinmemektedir.

Noronlarda PrP¢’nin oktapeptit tekrarlarinin otofajinin kontrol edilmesinde 6nemli
oldugu, bu etkinin PrP’nin anti-oksidan aktivitesinden kaynaklandigi ve PrP ile
otofajik flux arasinda bir iliski oldugu siiriilmiistiir [175-177]. Insan kanser hiicre
hatlarinda PrP’nin susturulmasinin LC3-II ve Beclin-1 upregiilasyonu ve p62 ve Bcl-
2 yikimi tizerinden otofaji ile iligkili bir hiicre 6liimiinii gerceklestirdigi [178] ya da
Bax aktivasyonu ve Bcl-2 downregiilasyonu {izerinden ilaca diren¢ mekanizmasinin

baskilandig ileri stiriilmustiir [115].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Cahsmada Kullanilan Malzemeler
Calismalarda kullanilan cihazlar, kimyasal maddeler ve sarf malzemeler asagidaki
tablolarda belirtilmistir.

Tablo 3-1 Calismalarda kullanilan kimyasal maddeler.

Kimyasal Maddeler Katalog Numaralan Uretici Firma
H69AR CRL-11351 ATCC
RPMI-1640 30-2001 ATCC
FBS A3840002 ThermoFisher
Penisilin-Streptomisin 15070063 ThermoFisher
%0,025 Tripsin-EDTA 2520056 Gibco
DMSO 276855 Sigma
Tripan mavisi T8154 Sigma
Doksorubisin hidroklorit DI1515 Sigma
Dansilkadaverin 30432 Sigma
MTT MS5655 Sigma
PrP siRNA AM1670 Ambion
Lipofektamin RNAi Max 13778150 ThermoFisher
Opti-MEM 31985062 ThermoFisher
siRNA Transfeksiyon Medyumu Sc36868 SantaCruz
siRNA Transfeksiyon Cozeltisi Sc29528 SantaCruz
Kontrol siRNA (FITC conjugate)-A Sc36869 SantaCruz
Triton X-100 00212 Pluko
Keci serumu G9023 Gibco
HardSet Mounting Medium H-1500 VECTOR
Primer AB to Human PrP sc398451 SantaCruz
Primer AB to Human Bax ab77566 Abcam
Primer AB to Beclin-1 ab118148 Abcam
Primer AB to Human CD44 ab2212 Abcam
Secondary Goat anti-mouse FTIC ab7064 Abcam
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Tablo 3-2 Calismalarda kullanilan cihazlar ve sarf malzemeler.

Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Uretici Firma

Laminar Hava Akimli Class II Kabin

Hiicre Sayim Cihaz1
Inverted Mikroskop
CO; Inkiibatér
Santrifuj
Mikroplaka Okuyucu
Floresan Mikroskop
Hiicre Kiiltiir Flasklar1 (25, 75 cm?)
Hiicre Kiiltiir Plakalar1 (6, 24, 96
kuyucuklu)
Steril Plastik Pipet (1, 5, 10, 25 ml)
Pipetorler (10, 20, 100, 1000 ul)
Konik Tiip (15, 50 ml)

METISAFE, Tiirkiye

Invitrogen, ABD
ZEISS, Almanya
NuAire, ABD
Hettich, Almanya
Tecan, Isvigre
Olympus, Japonya
Orange Sci. Belgika
Orange Sci. Belgika

Orange Sci. Belgika
Eppendorf, ABD
Orange Sci. Belgika

3.2. Hiicre Hattinin Alinmas ve idamesi

Calismada kullanilan H69AR (CRL-11351) ¢oklu ilaca direng gosteren kiigiik
hiicreli akciger kanser hiicre hatti, American Type Culture Collection (ATCC)
firmasindan temin edildi. Toplam 14 ay boyunca artan doksorubisin
konsantrasyonlar1 etkisiyle biiytitiilen NCI-H69 hiicrelerinden olusturulan bu hiicre
hattinin ilaca direnci 50 kat daha fazladir. ilaca direngli olan H69AR hiicre hatti
adeziv oOzellik gosterirken, ilaca direng gostermeyen formu siispanse bir 6zellik
gosterir. Ayrica ¢ogu c¢oklu ilaca direngli hiicre dizilerinden farkli olarak H69AR,
gelismis seviyelerde p-gp ifade etmemektedir [179].

Hiicre kiiltiirii yapilacak olan Sinif II biyogiivenlik kabininde (Metisafe, Tiirkiye)
UV 15181 yardimiyla 10 dakika yiizey sterilizasyonu yapildiktan sonra %70 alkol
yardimi ile temizlendi. Sivi azot igerisinde muhafaza edilen hiicreler -80 °C’de bir
gece bekletildikten sonra 37°C olan sicak su banyosunda c¢ozdiiriildii. Coziinen

hiicreler, igerisinde 9 ml besiyeri olan santrifiij tiipiine alind1 ve 1000 x rpm de 10
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dakika santrifiijlenerek ¢okmeleri saglandi. Santrifiij tiipiindeki slipernatant atilarak

lizerine taze besiyeri eklenen hiicreler flaska alindi.

Hiicre hatti canlilik, ¢ogalma ve enfeksiyon agisindan inverted mikroskopta
(Primovert, ZEISS, Almanya) giinliik olarak izlendi (S$ekil 3.1). Hiicrelerin
cogaltilmasi asamasinda hiicrelerin biliylime ortamini hazirlamak i¢in RPMI-1640
(30-2001, ATCC) besiyerinin icerisine %20 fotal buzagi serumu (FBS) (10270106,
Gibco) ve %1 Penisilin-Streptomisin (15140122, Gibco) eklendi. Hiicreler 37 °C
sicaklik, %5 karbondioksit ve %95 nem igeren inkiibatérde (Nuaire, ABD)
bekletilerek iki glinde bir besiyeri tazelendi. Flasklarda %60-80’in iizerinde hiicre
yogunlugu gozlendiginde hiicreler pasajlanarak yeni biiyiime ortamina aktarildi.
Pasaj yapilmasi i¢in flasklardaki besiyeri dokiilerek 4 ml %0,025 Tripsin-EDTA
(25200072, Gibco) eklendi ve flaska tutunan hiicrelerin kalmasi igin yaklagik 4
dakika beklendi. Icerisinde tripsin bulunan flaska 4 ml besiyeri eklenerek tripsinin
etkisi notralize edildi ve bu karigim santrifiij tiipline alindi. Santrifiijden sonra
slipernatant atild1 iizerine taze besiyeri eklenen hiicreler iki ayr1 75ml’lik flaska
alimarak 37 °C sicaklik ve %5 CO. igeren inkiibatore kaldirildi. Hiicrelerin
dondurulmasi islemi dncesinde freezing-mix hazirlanmasi gerekmektedir. Bunun i¢in
%95 FBS %5 dimetilsiilfoksit (DMSO) kullanildi. Santrifiij asamasindan sonra
stipernatant atildi ve iizerine hazirlanan freezing-mix’den 1 ml eklendi. Daha
sonrasinda bu karisim soguga kars1 dayanikli olan (cryo) tiiplere alind1 ve -20 °C’de
bir gece bekletildi. Donan hiicreler uzun siireli muhafaza i¢in -80 °C derin dondurucu

ve s1v1 azot tankinda stoklandi.

Sekil 3-1 Calismada kullanilan H69AR hiicre hattinin inverted mikroskop altindaki goriintiisii (40X
biiyiitme)
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3.3. Hiicre Sayimi

Hiicre sayimi i¢in tripan mavisi (T8154, Sigma) kullanilmistir. Bu sayim
yonteminde esas olan belirteg boyanin membrani gecip gegmedigidir. Canli
hiicrelerde membran biitiinliigii bozulmadig: i¢in boya hiicrenin etrafin1 boyarken,
biitiinliigli bozulan 6li hiicrelerde hiicrenin i¢ine girerek tamamini boyar. Mikroskop
altinda da goriilmesi kolay oldugundan hiicre canlilik yiizdesi belirlenmesi agisindan
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Hiicreler tutunduklar flasktan 4 ml %0,025
Tripsin-EDTA yardimiyla kaldirildiktan sonra 4ml besiyeri ile tripsinin etkisi
notiirlendi. 10 dakika santrifiij sonunda silipernatant atildi ve hiicreler 10ml taze
besiyeri ile homojenize edildi. Hiicre siispansiyonundan 10pl, tripan boyasindan
10ul alinarak 1:1 oraninda karistirildi. Bu karistmdan 10pl alinarak hiicre sayim

cihazinin (Invitrogen” ABD) lamina aktarildi ve mililitredeki hiicre sayisi elde edildi.

3.4. Stok Soliisyonlarin Hazirlanmasi

ImM’lik ila¢ (doksorubisin) hazirlamak i¢in 10 mg doksorubisin hidroklorit
(D1515, Sigma) 17,242 ml DMSO igerisinde ¢oziildii. Hazirlanan ilag + DMSO
cozeltisi sterilizasyon i¢in 0.22 um’lik filtreden gecirildi. Daha sonra 10 pl, 100 pl
ve 200 pl’lik alikotlar halinde -20 °C ve -80 °C’de stoklandx.

Monodansilkadaverin ~ (MDC) (30432, Sigma) otofajik  vakuollerin
goriintiilenmesinde kullanilan floresan bir boyadir. Ana stok hazirlamak icin 0,017g
MDC Iml DMSO igerisinde ¢oziildii. 50 mM olan ana stoktan 10ul’lik alikotlar

olusturuldu ve -20°C’de muhafaza edildi.

3.5. MTT [3-(4, 5- dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]
Sitotoksisite Testi ve Gruplarin Olusturulmasi

Canli hiicrelerin kantitatif analizi genellikle MTT gibi tetrazolium tuzlariin
formazan boya olusturma prensibi ile yapilir. MTT canlilik testi bu calismada
doksorubisinin %50 azalmaya neden olan inhibitér konsantrasyonu (ICso)
belirlenmesinde kullanilmistir. Bunun i¢in Oncelikle calisilacak olan doz araliklar
sirastyla 100uM, 10uM, 1uM, 0,1uM ve 0,01uM olarak belirlendi. MTT testi i¢in
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ilk giin 96 kuyucuklu plakalara 100’er pul 1 x 10* derisiminde hiicre ekildi. Pozitif
kontrol olarak belirlenen ilk {i¢ kuyucuga 100’er ul besiyeri eklenerek toplam hacim
200 pl’ye tamamlandi. Hiicreler 37 °C sicaklik, %5 CO2 ve %95 nem igeren
inkiibatorde bir gece bekletilerek plakaya tutunmalar1 saglandi. Ikinci giin 3’er
tekrarli olarak igerisinde hiicre olan kuyucuklara belirlenen dozlarda 100ul
doksorubisin uygulamas1 yapildi ve inkiibatorde 48 saat bekletildi. En olast ICso
degerini belirmeyebilmek icin 24 ve 72 saatlik dilimlerde de doksorubisin
uygulamasi yapildi. Pozitif kontrol olarak belirlenen 6rneklerin ve 48 saat ilag
uygulanan Orneklerin iizerine 20 ul MTT (M5655, Sigma) boyasi eklenerek
inkiibatorde 4 saat bekletildi. Daha sonrasinda kuyucuklarda bulunan siipernatant
cekildi ve her bir kuyucuga 200ul DMSO konuldu. Ayrica background absorbans
degerleri belirlenmesi amaciyla 3 kuyucuga 200ul DMSO eklendi. Renk olusumu
i¢cin calkalayicida 5 dakika ¢alkalandiktan sonra ELISA okuyucuda (Tecan, Isvigre)
570 nm absorbans degerinde Ol¢iim yapildi. Cikan sonuglar GraphPad Prism (Ver.
6.0; GraphPad Software, La Jolla, CA, ABD) programi ile degerlendirildi ve ICso
dozu 6.70 pmol/L olarak belirlendi (Sekil 3-2). Yiizde canlilik hesabi i¢in asagidaki

formiil kullanilmistir:

Yiizde Canlilik = (Deneysel Absorbans — Background Absorbans) / (Pozitif
Kontrol Absorbans — Background Absorbans ) x 100%

HG69AR IC50
150
S 100+
~
=
S 50+
c 1 ] | L L | | 1
3 2 -4 0 1 2 3

Log doksorubisin (umol/L)

Sekil 3-2 MTT testi sonucunda ICso degeri 6.70 pmol/L olarak belirlenmistir (GraphPad Prism, Ver. 6.0).
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Doksorubisinin ICso dozu belirlendikten sonra kontrol ve uygulama gruplar su
sekilde olusturuldu:
1. Kontrol grubu (herhangi bir uygulama yapilmaksizin) [Dokso (-); Grup 1]
2. Doksorubisin ICsp uygulama grubu [Dokso (+); Grup 2]
3. PrP siRNA wuygulama grubu (Prion proteini anlatimi baskilanmis grup)
[siRNA/Dokso (-); Grup 3]
4. PrP siRNA + doksorubisin ICsyo kombine uygulama grubu

[siRNA/Dokso (+); Grup 4]

Buna gore olusturulan 4 hiicre grubunda immunositokimya ve otofajik akisi

belirlemek i¢in MDC uygulamalar1 gerceklestirilmistir.

3.6.siRNA Transfeksiyonu ile PrP Susturulmasi

siRNA uygulamalar1 i¢in PrP siRNA* (AM16708, siRNA ID: 8299, Ambion) ana
stogu hazirlandi. Bunun i¢in 5 nmol PrP siRNA iizerine 50ul niikleaz-free su
eklenerek 100 uM (100pmol/ml) olan ana stok, 1:10 dilue edilerek 10 uM’lik ara
stok elde edildi. Uzun siireli saklamak i¢in bu ara stoklar 10 pl’lik alikotlar halinde -
20 °C’ de muhafaza edildi.

Prp siRNA transfeksiyonu igin her bir kuyucuga 500 pl 2 x 10° hiicre
antibiyotiksiz besiyeri igerisinde ekildi ve tutunmalart i¢cin %5 CO2 ve %95 nem
igceren 37°C’lik inkiibatorde 24 saat bekletildi. 24’liik platelerde her kuyucuk ig¢in

ayr1 ayr1 transfeksiyon soliisyonu ve siRNA soliisyonu hazirlandi. Uretici firmanin

onerisi dogrultusunda, transfeksiyon soliisyonu i¢in, 3 pl Lipofektamin® RNAi Max
(13778150, Thermo) ve 50 pl Opti—MEM® (31985062, Thermo) karistirildi. siRNA

soliisyonu icin, 1 pl PrP siRNA dupleksi ve 50ul Opti—MEM® karistirildu.

Transfeksiyon soliisyonu ile siRNA soliisyonlarindan 50°ser pl alinarak 1:1 oraninda

4 Sense: GGCAGCUGAAAAGUAAAUULtt; Antisense: AAUUUACUUUUCAGCUGCCtt; NCBI
UniGen ID: Hs. 472010; OMIM ID:176640
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bir karigim elde edildi ve oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. Pozitif kontrol olarak
belirlenen kuyucuklara herhangi bir islem uygulanmadi. Diger kuyucuklarin her
birine 100’er pul siRNA-Lipit kompleksinden damla damla eklendi. 24’°liik plate 37
°C’de %95 nem ve %5 CO>’de igeren inkiibatore kaldirilarak 48 saat bekletildi.
Ardindan doksorubisin uygulanmis ve uygulanmamis olarak gruplandirilmis siRNA

transfekte hiicrelere immunositokimya ve MDC islemleri yapildu.

PrP siRNA transfeksiyonu i¢in ikinci bir yol olarak SantaCruz firmasindan alinan
PrP siRNA dupleksi (sc36318, Santa Cruz) ve ¢ozeltiler kullanildi. Her bir kuyucuga
500 ul 2x10° hiicre antibiyotiksiz besiyeri icerisinde ekildi ve tutunmalari igin 37
°C’de %95 nem ve %5 CO; iceren inkiibatorde 24 saat bekletildi. 24’ liik platelerde 8
kuyucuk i¢in ayri soliisyonlar hazirlandi. Soliisyon A i¢in PrP siRNA stoktan 6 pl,
siRNA transfeksiyon medyumundan (sc36868, Santa Cruz) 100 pl alinarak
karistirilldi. Soliisyon B igin siRNA transfeksiyon c¢ozeltisinden (sc29528, Santa
Cruz) 6 pl, siRNA transfeksiyon medyumundan 100 pl alinarak bir karigim elde
edildi. Soliisyon A ve soliisyon B 1:1 oraninda karistirildi ve iyice ¢alkalanarak oda
sicakliginda 45 dakika inkiibe edildi. Bu arada kontrol amach olarak 2 kuyucuga PrP
siRNA dupleksi yerine FITC isaretli kontrol siRNA> (sc36869, SantaCruz) eklenerek
yeni bir A+B soliisyon karigimi elde edildi®. Hiicreler 2 ml siRNA transfeksiyon
medyumu ile yikandiktan sonra transfeksiyon islemine ge¢ildi. Kuyucuklarin her
birine 200 pul siRNA:Transfeksiyon ¢ozeltisi karisimi (A+B) eklendikten sonra her
bir kuyucuk i¢in 800 pl transfeksiyon medyumu konuldu ve yavasca karistirildi.
Ardindan hiicreler inkiibatorde 37 °C’de ve %5 COz’de 6 saat inkiibe edildi. Kontrol
siRNA ile transfekte edilen hiicrelerin olusturdugu kontrol grubu floresan mikroskop
altinda incelenerek siRNA transfeksiyonunun gergeklesip gerceklesmedigi belirlendi.
Geri kalan kuyucuklarin tizerine 250 pl taze besiyeri eklenerek 18-24 saat 37 °C’de

ve %5 CO7’de inkiibatorde bekletildi. Ardindan siipernatant tamamen c¢ekilip taze

> Bilinen higbir hiicresel mRNA’nin spesifik yikimini baglatmayacak karigik diziden olusmaktadir.
6 Soliisyon A: FITC isaretli kontrol siRNA (sc36869) 3ul + siRNA transfeksiyon medyumu
(sc36868, SantaCruz) 50pul alinarak pipetor yardimiyla yavasca karistirild.

Soliisyon B: siRNA transfeksiyon c¢ozeltisi (sc29528, SantaCruz) 3ul + siRNA transfeksiyon
medyumundan 50pl aliarak pipetdr yardimiyla yavasca karistirildi.
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besiyeri eklendi. 24-72 saat inkiibatorde bekletildikten sonra immunositokimya ve

MDC protokolleri uygulandi.

3.7. Immunositokimya Uygulamasi

Bu yontem igin steril 12 mm c¢aph yuvarlak lameller 6 kuyucuklu plakalara
yerlestirildi. Her bir kuyucugun iizerine 1ml 1 x 10* hiicre ekildi ve konfluent
seviyeye gelmesi i¢in 37 °C sicaklik ve %5 CO: igeren inkiibatorde bir gece
bekletildi. Ertesi giin belirlenen ICso dozunda doksorubisin 1’er ml olacak sekilde
kuyucuklarin iizerine eklendi. Bir kuyucuga kontrol amaclh ilag eklenmedi.
Uygulama sonrasi hiicreler 37 °C’de %95 nem ve %5 CO: igeren inkiibatorde 48 saat
bekletildi. Sonrasinda kuyucuklarda bulunan ortam aspire edildi ve fosfatlanmis
tampon c¢ozeltisi (phosphate buffered solution, PBS) ile 3 x 5 dakika yikandu.
Hiicrelerin fiksasyonu soguk metanolun her bir kuyucuga 1 ml gelecek sekilde
eklenmesi ve -20 °C’de 10 dakika bekletilmesiyle gerceklestirildi. PBS ile yikama
isleminden sonra permeabilizasyon i¢in %0,5’lik Triton X-100’den (00212, Fluka)
I’er ml eklendi ve oda sicakliginda 10 dakika bekletildi ve 3 x 5 dakika PBS ile
yikama yapildi. Bloklama islemi i¢in %10 ke¢i serumu (G9023, Gibco) + PBS igeren
soliisyondan 1’er ml eklendi ve oda sicakliginda 1 saat bekletildi. PBS tamponu ile 3
x 5 dakika yikama yapildi ve primer antikor asamasina gegcildi. Bu asamada primer
antikor konsantrasyonu 1:50 olarak belirlendi ve her kuyucuga 1’er ml %10 keci
serumu + PBS iceren soliisyonla diliie edilmis primer antikor eklendi (Tablo 3-3).
Plateler +4 °C de ve nemli bir ortamda bir gece bekletildi. Bir sonraki giin 3 x 5
dakika PBS yikamasi yapildiktan sonra sekonder antikor uygulamasina gecildi.
Primer antikor ile ayn1 sekilde ancak 1:100 konsantrasyonda FITC isaretli sekonder
antikor uygulandi. Sekonder antikor uygulanan hiicreler karanlikta ve oda
sicakliginda 2 saat bekletildi. PBS ile yikama yapildiktan sonra 6’lik plateler
icerisindeki lameller alind1. Igerisinde mavi floresan bir DNA boyas1 olan DAPI’
iceren HardSet Mounting Medium (Vectashield®H-1500, Vector Lab) damlatilimus

olan lamin {izerine hiicrelerin bulundugu yiizey asagiya gelecek sekilde kapatildi.

7365/440 hex/Aem
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Kurumasi beklendikten sonra floresan mikroskop® (CX21, Olympus) ile goriintiileme

yapild.

Tablo 3-3 immunositokimya uygulamasi icin kullanilan primer ve sekonder
antikorlar.

Antikor Katalog No Uretici
PrP (primer) sc398451 SantaCruz
Bax (primer) ab77566 Abcam
Beclin-1 (primer) ab118148 Abcam
CD44 (primer) ab2212 Abcam
FTIC isaretli kegi anti-fare (sekonder) ab7064 Abcam

3.8. Monodansilkadaverin (MDC) Boyamasi

H69AR hiicre hattina doksorubisin uygulamasi sonrasinda otofajik vakuollerin
goriintiilemesi i¢in kullanilan otofloresan 6zellik gosteren MDC (30432, Sigma)
boyanmasi yapilmistir. Bunun icin 24°liikk plakalara her bir kuyucuga 1 x 10° olacak
sekilde 500 pl hiicre ekildi ve tutunmalari ig¢in 37 °C’de %95 nem ve %5 CO?’lik
geri kalan kuyucuklara ICso dozunda doksorubisin uygulandi ve 48 saat inkiibatorde
bekletildi. Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra kuyucuklar PBS ile 3 x 5 dakika
yikandi. Yikamanin ardindan fiksasyon islemi i¢in soguk metanol igerisinde -20
°C’de 10 dakika bekletildi ve 3 x 5 dakika PBS ile yikama yapildi. 50 mM olan
MDC ana stogundan 0,005 mM’lik ara stoklar serumsuz besiyeri i¢erinde hazirlandi
ve her bir kuyucuga 500 pl eklendi. Inkiibatérde 10 dakika bekletildikten sonra PBS

ile yikama yapilarak floresan mikroskopta (Olympus, Japonya) goriintiilleme yapildi.

Gruplardaki vakuol yogunlugunu kantifiye etmek i¢in floresan mikroskopta farkli
alanlardan vakuol iceren ve icermeyen hiicreler sayildi ve asagidaki formiil

kullanilarak bir vakuol indeksi ¢ikartild1:

Vakuol indeksi = vakuol (+) hiicre say1si/ total hiicre sayis1 x 100

8 Civa lambali, FITC igin 485/530 Aex/Aem
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3.9. immunofloresan Yogunluklarin Olciimii

Gruplar arasinda istatistiksel olarak fark olup olmadigini belirlemek amaciyla
immunofloresan yogunluklar ImageJ yazilimi (versiyon 1.46¢, NIH, Bethesda, MD,
ABD, http://rsb.info.nih.gov/ij/) kullanilarak sayisal degerlere dontistiiriilmiistiir. Her
bir caligma grubuna ait immunositokimya goriintiileri ImageJ yazilimina aktarildi.
Floresan yogunluk 6l¢iimii i¢in rastgele secilen 10’ar hiicre degerlendirmeye alindi.
Yazilim igerisinde sirasiyla Analyze>Set Measurement sekmeleri tiklanara agilan
pencerede “Area”, Standart deviation”, “Min. & Max. Gray value”, “Integrated
density” ve “Mean gray value” kutucuklari isaretlendi. Ardindan “Polygon” ¢izim
araci ile floresan 1s1ma yapan alanlar isaretlendi ve Analyze>Measure sekmeleri
kullanilarak her bir hiicre i¢in yogunluk alanlar1 sayisal veriye dokiildii. Arkaplan
reaksiyonunu ekarte etmek i¢in floresan 1s1ma gostermeyen kisimlardan 70 x 52
piksel boyutlarinda alanlar (en az 5 tekrarl olacak sekilde) ayni1 sekme ile dlgiildii ve
“Diizeltilmis Total Hiicre Floresan Yogunlugu (DTHF)” asagidaki formiil

kullanilarak hesaplandi:

DTHF = Integrated density’ — (Segilen hiicrenin alan1 x Ortalama arkaplan

yogunlugu)

Elde edilen sayisal veriler daha sonra istatistiksel olarak degerlendirmeye alindu.

3.9. Istatistiksel Analiz

Canlilik testleri ve immunofloresan yogunluk Ol¢limlerinin gruplara gore
istatistiksel analizi i¢in ticari bir yazilim (SPSS, versiyon 21.0; SPSS Inc., Chicago,
IL, ABD) kullanildi. Doksorubisinin doza ve zamana bagimli etkisi i¢in tek yonlii
varyans analizi (One way ANOVA) testi ve pos-hoc i¢in Tukey kullanildi. PrP,
CD44, Bax ve Beclin-1’in gruplar arasindaki immunofloresan yogunluk farkini

incelemek icin ANOVA ve Tukey kullanildi. Benzer sekilde MDC uygulamas: ile

9 Secilen alandaki piksel degerlerinin toplamini gdsteren bir ifadedir ve sayisal olarak secilen alan ile
ortalama gri degeri carpimina esittir (Image] yaziliminda ortalama gri degeri “Mean” olarak
goziikmektedir).
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gruplar arasinda vakuol (+) hiicre dagilimi ANOVA ve Tukey yontemi ile
istatistiksel olarak incelenmistir. Yazilim araciligi ile elde edilen verilerin
ortalamalar1 ve standart hatalar1 hesaplandi, 0.05’ten kiigiik p degeri gruplar arasinda

anlaml fark olarak yorumlandi.
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4. BULGULAR

4.1. MTT

Doksorubisinin H69AR ilaca direngli kiiciik hiicreli akciger kanseri hiicrelerinin
coglmasi tizerine etkisini belirlemek amaciyla hiicre canlilik profillerine bakilmistir.
Bu amagla farkli dozlarda (0.01, 0.1, 1, 10 ve 100 uM) 24, 48 ve 72 saat
doksorubisin uygulanan hiicreler MTT testine tabi tutulmuslardir. Doksorubisin

uygulamasimnin H69AR hiicrelerde doza ve zamana bagh olarak azaldigi bulunmustur
(Sekil 4-1).

M 24 saat
W48 saat
QQ‘ 172 saat
&
Vv W
<
B
=
©
(&)
e
)
=
= =
QQ_ o 22 =5 &
Q- 0,01 0,1 1 10

DOKSORUBISIN (uM)
Hata Barlari %95 CI

Sekil 4-1 Farkli doz doksorubisin uygulanan H69AR hiicrelerindeki canliligin zamana baglt degisimi.
flacin 10 ve 100 uM’lik konsantrasyonlarimin &zellikle 48 saat inkiibasyonda proliferasyonu biiyiik
olciide etkiledigi gorilmektedir. *: p<0.01, **: p< 0.05, ¥: p= 0.05 CI: Hata pay1

Doksorubisinin 0.01, 0.1 ve 1 pM’lik dozlarinin 24 saatlik inkiibasyonu sonucu
ilacin hiicrelerin sitotoksisitesi iizerine herhangi bir etkisinin olmadigi, sitotoksik
etkinin 10 uM’dan sonra basladigi belirlenmistir (Sekil 2A). Benzer sekilde 48
saatlik ilag uygulamasi sonunda 10 ve 100 uM’lik konsantrasyonlarda sitotoksik
etkinin anlamli olarak artis gosterdigi (Sekil 2B), bu etkinin -ayni dozlarda- 72
saatlik inkiibasyonlarda da devam ettigi goriilmiistiir (Sekil 2C).
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24 saatlik doksorubisin uygulama dozlari (uM) arasindaki iligki

0.01 0.1 1 10 100
0.01 2 p>005 p>005 p<0.01 p<0.01
0.1 p>0.05 . p>0.05 p<0.01  p<0.01
1 p>0.05 p>0.05 - p=0.05 p<0.01
10 p<0.01  p<0.01 p=0.05 = p<0.05
100 p<0.01  p<0.01 p<0.01 p<0.05 .

48 saatlik doksorubisin uygulama dozlari (uM) arasindaki iligki

0.01 0.1 1 10 100
0.01 = p>0.05 p>005 p<0.01 p<0.01
0.1 p> 0.05 . p>0.05 p>0.01  p<0.01
1 p>0.05 p>0.05 £ p>0.05 p<0.01
10 p<0.01  p>0.01 p>0.05 < p>0.05
100 p<0.01 p<0.01 p<0.01 p>0.05 -

250,00

200,00

150,00

100,004

Hiicre Canliigi (%)

50,00

0,00

72 saatlik doksorubisin uygulama dozlari (uM) arasindaki iligki

0,01

- T
0.1 1
DOKSORUBISIN (M)

Hata Barlari %95 CI

10

0.01 0.1 1 10 100
0.01 3 p>005 p>005 p<0.01 p<0.01
0.1 p> 0.05 - p>0.05 p<0.01  p<0.01
1 p>0.05 p>0.05 2 p<0.01  p<0.01
10 p<0.01  p<0.01  p<0.01 < p>0.05
100 p<0.01  p<0.01 p<0.01 p>0.05 -

Sekil 4-2 MTT uygulamasi sonucunda farkli inkiibasyon periyotlarinda (A, B, C) doksorubisinin

ozellikle 10 ve 100 uM’hik konsantrasyonlarimin diger konsantrasyonlara gore anlamli olarak
sitotoksik aktiviteye sahip oldugu goriilmiistir.



4.2. Immunositokimya Bulgulari

flaca direngli kiiciik hiicreli akciger kanseri hiicre hattt H69AR’de hiicresel prion
proteini mRNA’sm1 susturulmasit sonucu goriilen olas1 hiicre 6liim tiplerini
belirlemek amaciyla olusturulan gruplarda '© PrP, CD44, Bax ve Beclin-1

ekspresyonlari immunositokimyasal olarak arastirildi.

4.2.1. PrP

Doksorubisin uygulanmamis grupta [Dokso (-); Grup 1], PrP proteinlerinin yogun
bir sekilde sitosolik ve yiizeyel yerlesimler gosterdikleri belirlenmistir (Sekil 4-3).
Bipolar karakterdeki hiicrelerde PrP’nin genellikle sitosolik, kiire seklindeki
hiicrelerde ise daha c¢ok hiicre yiizeyinde eksprese olduklari ayirt edilmektedir (Sekil
4-4).

Sekil 4-3 Doksorubisin uygulanmayan grupta PrP molekiilleri genellikle hiicre yiizeylerinde ya da
sitosolde keskin immunofloresan reaksiyonlar vermektedir (oklar).

Sekil 4-4 PrP genellikle Grup 1°de kiiresel hiicrelerin yiizeyel kisimlarmda eksprese olmaktadir (oklar).

10 Grup 1: doksorubisin uygulanmamis grup [Dokso (-)]
Grup2 : 48 saat ICsy doksorubisin uygulanmis grup [Dokso (+)]
Grup 3: PrP mRNA’smin spesifik siRNA ile 48 saat inkiibasyonu ile susturuldugu grup [siRNA/Dokso (-)]

Grup 4: PrP mRNA’sinin spesifik siRNA ile 48 saat inkiibasyonu ile susturuldugu ve ardindan 48 saat
doksorubisin ICsp uygulanmis grup [siRNA/Dokso (+)].
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Kirksekiz saat doksorubisinin ICso dozuna maruz kalan hiicrelerde [Dokso (+);
Grup 2], PrP ekspresyonlarinin kismen arttigi ancak bu artisin ilag ile muamele
edilmemis [Dokso (-); Grup 1] hiicrelerle karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml1 olmadig1 belirlenmistir (p>0.05) (Sekil 4-5). Ila¢ uygulanmis grupta PrP’nin
genellikle sitosolik bir yerlesim gostermekle birlikte bazi hiicrelerin yiizeyel PrP

ekspresyonlarinin devam ettigi goriilmektedir (Sekil 4-6).

Sekil 4-5 ICsy doksorubisin uygulanmus grupta PrP sitoplazmada genel olarak diffiiz bir dagilim gdstermektedir.

Sekil 4-6 Grup 2’de PrP’nin diffiiz sitoplazmik dagilimimin yaninda bazi hiicrelerde yiizeyel
ekspresyonlar goriilmiistiir.

PrP’ye 0Ozgii rekombinant siRNA ile yapilan 24 saatlik uygulama sonunda
[siRNA/Dokso (-); Grup 3] beklendigi iizere hiicrelerde PrP ekspresyonlar: biiyilik
Olclide azalma gostermistir (Sekil 4-7). Bu azalma doksorubisin uygulanmamis ve
uygulanmis gruplar ile karsilastirildiginda anlamli olarak goziikmektedir (sirasiyla

p< 0.01 ve p< 0.01).
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Sekil 4-7 siRNA transfeksiyonu ile PrP ekspresyonlar1 beklendigi gibi 6nemli dlgiide azalmigtir. Ok
ucu apoptotik hiicreyi gostermektedir.

Yirmi dort saat PrP siRNA’s1 muamelesi ardindan 48 saat doksorubisin ICso dozu
uygulanan grupta [siRNA/Dokso (+); Grup 4] PrP ekspresyonu daha da azalmaktadir
(Sekil 4-8). Bu gruptaki ekspresyon diizeylerinin doksorubisin uygulanmis ve
uygulanmamig grupta anlamli olarak farkli oldugu (p< 0.01 ve p< 0.01) ancak sadece

PrP siRNA’s1 uygulanan grup [siRNA/Dokso (-); Grup 3] ile arasinda istatistiksel bir

fark olmadig belirlenmistir (p> 0.05).

Sekil 4-8 siRNA transfeksiyonu ardindan doksorubisinin ICsyp dozu uygulanan grupta PrP
immunfloresan yogunlugu biiyiik dl¢iide azalmustir.

Yapilan floresan mikroskobu analizlerinde farkli hiicresel alanlarda gruplardaki
hiicrelerin PrP floresan yogunluklarinin sayisal analizleri ve belirleyici istatistiksel

verileri sirastyla Sekil 4-9 ve Tablo 4-1’de verilmistir.
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Sekil 4-9 Her grup i¢inden rastgele secilen 10 farkli hiicredeki PrP immunofloresan yogunluklarinin
ImageJ yazilimi ile elde edilmis sayisal verileri (IntDen: integrated density; DTHF: diizeltilmis total
hiicre floresan yogunlugu).

Tablo 4-1 PrP molekiiliiniin hiicrelerde gruplara gore gosterdigi floresan yogunlugunun
istatistiksel verileri

N Ortalama Std.Sapma Std. Hata

%95 Giiven Arah@ Min Mal

AltSmr  Ust Smir
Dokso (-) 10 3658454 218251.18 6901708 2097179 5219729 113730 753366
Dokso (+) 10 3995683 22683888 7173275 2372975 561839.1 155221 806047
siRNA/Dokso(-) 10 773118 4754374 1503465 4330105 1113225 19491 153400
siRNA/Dokso (+) 10 500456 2258873  7143.18 3388656 662046 12435 83150
Total 40 2231928 22325874 3530031 1517912 2945944 12435 806047

Sonug olarak,

e doksorubisinin ICsp dozu uygulanmayan hiicrelerde [Dokso (-), Grup 1], PrP

ekspresyonlari belirgin oldugu,

e ilac uygulamasiyla kismen arttig1 (p >0.05) [Dokso (+), Grup 2],

35



e siRNA uygulamasi ile PrP ekspresyonlar1 ila¢ uygulanmayan ve ICso
doksorubisin uygulanan gruplara gére anlamli olarak azaldigi (sirasiyla p<
0.01 ve p< 0.01),

e siRNA ile birlikte doksorubisin uygulanan grupta ise siRNA uygulamasi
yapilan grup ile karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunamamis ancak, ilag

uygulanmayan [Dokso (-), Grup 1] ve ICso doksorubisin uygulanan [Dokso

(+), Grup 2] gruplara gore anlamli olarak azaldigi (p< 0.01 ve p< 0.01)
bulunmustur (Sekil 4-10).
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GRUPLAR

C

siRNA/Dokso (-) siRNA/Dokso (+) )
rP molekdlinin gruplar arasindaki p degeri dagilimi
siRNA/ siRNA/
Dokso () Dokso (*) pokso () Dokso (+)
' § *
Dokso (-) - >0.05 <0.01 <0.01
Dokso (+) >0.05 - <0. 01‘" <0.01

SIRNA/ $ v
Dokso (- <0.01 <0.01 . >0.05

sIRNA/ d
. Dokso (+) <0.01 <0.01 >0.05

Sekil 4-10 PrP immunfloresan yogunluklarinin gruplara gére dagilimi (A). ilag uygulanmamis grupta
PrP yiizeyel ve sitoplazmik yerlesimler gostermektedir. Ilag uygulamasinin ardindan sitoplazmik ve
diffiiz bir ekspresyon profili gosteren PrP, siRNA transfeksiyonu yapilan Grup 3 ile transfeksiyon
ardindan doksorubisin uygulanan Grup 4’te biyiik 6l¢iide azalmistir (B ve C).

4.2.2. Bax

Yapilan immunositokimyasal uygulamalarla doksorubisin uygulanmamis grupta
[Dokso (-), Grup 1], yer yer Bax ekspresyonlar1 goriilmektedir (Sekil 4-11). ICso
doksorubisin uygulamasiyla [Dokso (+), Grup 2] Bax diizeyinde bir artis olmasina

karsin iki grup arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (Sekil 4-12).
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Sekil 4-12 Doksorubisin uygulamasiyla Bax reaksiyonlarinda hafif bir artis (oklar) olmasina karsin
Grup 1’e gore anlamli degildir.

PrP siRNA’s1 ile PrP ekspresyonlar1 susturulan ancak doksorubisin
uygulanmayan hiicrelerde [siRNA/Dokso (-), Grup 3], Bax ekspresyonunun hafif
azaldig1 ancak Onceki iki grupla istatstiksel bir fark bulunmadigi belirlenmistir (p>
0.05; p>0.05) (Sekil 4-13). Bununla birlikte, siRNA uygulamasimin ardindan Bax
immunoreaktivitesinin ~ onceki  gruplarda goriilen zayif diffiiz  sitosolik
ekspresyonlarindan daha c¢ok keskin isaretlenmeler gosterdigi belirlenmistir (Sekil 4-

13).

Y T ﬁ

Sekil 4-13 siRNA transfeksiyonu Bax ekspresyonlarinda hafif bir azalmaya neden olurken 6nceki
gruplarda goriilen diffiiz immunfloresan reaksiyonlar bu grupta keskin sitosolik goriintiiler
vermektedir (oklar).

PrP siRNA’s1 ile muamele edilen ve ardindan doksorubisin uygulamas: yapilan

hiicrelerde [siRNA/Dokso (+), Grup 4] Bax diizeyinin hafif¢e azaldigi ancak bu
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azalmanin istatiksel bir 6nem olusturmadigi belirlenmistir (p> 0.05; p>0.05; p>0.05)

. Ancak, Bax immunoreaktivitesinin keskin isaretlenmeleri bu grupta da yer aldigi

gorilmistir (Sekil 4-14).

Sekil 4-14 Grup 4’te Bax ekspresyonlarinda hafif bir azalma olmasina karsin keskin immunfloresan

reaksiyonlar gbze carpmaktadir (oklar).

Gruplardaki hiicrelerin Bax floresan yogunluklarinin sayisal analizleri ve

belirleyici istatistiksel verileri sirastyla Sekil 4-15 ve Tablo 4-2°de verilmistir.
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Sekil 4-15 Gruplara ait 10 farkli hiicredeki Bax molekiiliiniin immunofloresan yogunluklarinin ImageJ
yazilim ile elde edilmis sayisal verileri (IntDen: integrated density; DTHF: diizeltilmis total hiicre

floresan yogunlugu).
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Tablo 4-2 Bax molekiiliiniin hiicrelerde gruplara gore gosterdigi floresan yogunlugunun
istatistiksel verileri

%95 Giiven Arahgi
N Ortalama Std. Sapma Std. Hata Min Maks
Alt Smr  Ust Simr

Dokso (-) 10 170326,2 112262,81 35500,61 90018,2  250634,2 23811 336598
Dokso (+) 10 2084644 87907,31 27798,73  145579,3 271349,5 124819 379233
siRNA/Dokso (-) 10 1628825 31351,79 9914,31 140454,8 185310,2 131011 224599
siRNA/Dokso (+) 10 191354,9 71128,69 2249287 140472,5 242237,3 65591 314094

Total 40 183257,0 80094,31 12664,02 157641,6 208872,4 23811 379233

Sonug olarak,

e doksorubisinin ICso dozu uygulanmayan hiicrelerde [Dokso (-), Grup 1],
sitosolik olarak goriilebilen Bax ekspresyonlarinin ilag uygulamasiyla [Dokso
(+), Grup 2], kismen arttig1 ancak bu artisin anlamli boyutta olmadig1 (p>
0.05),

e siRNA ve siRNA/doksorubisin uygulamalarinin hiicrelerde ila¢ uygulanmis
ve uygulanmamig gruplara gére onemli bir etki gostermedigi belirlenmistir
(Sekil4.16).
A
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i £
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s s
2 =
GRUPLAR
Bax Gn gruplar arasindaki p degeri dagilimi
siRl SiRNA/
Dokso(-) Dokso (+) pokso() Dokso (+)

Dokso (-) - >0.05 >0.05 >0.05

Dokso (+) >0.05 - >0.05 >0.05
siRNA/
Dokso (-)

SIRNA/
Dokso (+)

>0.05 >0.05 - >0.05

>0.05 >0.05 >0.05

Sekil 4-16 ilag uygulanmamis grupta hafif bir reaksiyon gdsteren Bax ekspresyonlarmin doksorubisin
uygulamasiyla hafif bir artig gostermektedir. Grup 3 ve 4’te hafif bir azalma ile birlikte keskin
immunofloresan ekspresyonlar goze ¢arparken (A) grupar arasinda Bax ekspresyon diizeylerindeki
degisiklikler anlamli degildir (B ve C). Bu bulgular PrP siRNA transfeksiyonunun Bax ekspresyonlar1
iizerine bir etkisinin olmadigini, dolayisiyla PrP ve Bax arasinda herhangi bir etkilesim olamayacagini
One siirmektedir.
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4.2.3. CD44

PrP molekiilii ile birlikte eksprese oldugu bilinen CD44, ila¢ uygulanmamis

grupta [Dokso (-), Grup 1], yiizeyel ve sitosolik yerlesimler gostermektedir (Sekil 4-
17).

Sekil 4-17 Grup 1°de CD44 molekiilleri yiiksek immunofloresan reaksiyonlar vermektdir (oklar).

Doksorubisinin ICso dozunun uygulandigi grupta [Dokso (+), Grup 2], CD44
ekspresyonunun kismen azaldigi ancak bu azalmanin ilag uygulanmamis gruba gore

anlamli olmadigi bulunmustur (Sekil 4-18).

Sekil 4-18 Doksorubisinin ICso dozunun uygulandigi Grup 2°’de CD44 ekspresyonlarinin hafif bir
azalma gostermesine kargin Grup 1’e benzer oldugu goriilmektedir (oklar).

PrP siRNA’s1 uygulamasinin [siRNA/Dokso (-)], CD44 ekspresyonunda ¢ok hafif
bir artisa neden oldugu, siRNA/doksorubisin uygulanmasi ile ekspresyon diizeyinin
azaldig1 ancak bu degisikliklerin anlamli farkliliklar olusturmadigi belirlenmistir

(swrastyla, p> 0.05 ve p> 0.05) (Sekil 4-19 ve 4-20).
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Sekil 4-19 siRNA transfeksiyonu CD44 ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli olmayan hafif
bir artisa neden olmaktadir (oklar). Bu durum H69AR hiicrelerde CD44 ekspresyonlarinin biiyiik
6lgtide PrP’ye bagimli olmadigini diisiindiirmiistiir.

Sekil 4-20 PrP susturulmasinin ardindan doksorubisin uygulanmis grupta CD44 molekiillerinin hafif
azaldig goriilmektedir (oklar). Istatistiksel agidan énemli olmayan bu azalmanin doksorubisinden
kaynaklandig: diistiniilebilir.

Gruplardaki hiicrelerin CD44 molekiiliine ait floresan yogunluklarin sayisal
analizleri ve belirleyici istatistiksel verileri sirasiyla Sekil 4-21 ve Tablo 4-3°de

goriilmektedir.
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Sekil 4-21 Gruplardan rastgele elde edilen 10 farkli hiicre goriintiisiinde CD44’{in immunofloresan
yogunluklarinin Imagel yazilimi ile elde edilmis sayisal verileri (IntDen: integrated density; DTHF:
diizeltilmis total hiicre floresan yogunlugu).

Tablo 4-3 CD44 molekiiliiniin hiicrelerde gruplara gore gosterdigi floresan yogunlugunun
istatistiksel verileri

%95 Giiven Arahg:
N OrtalamaStd. Sapma Std. Hata Min Maks
Alt Simr  Ust Simir

Dokso (-) 10 168206.8 89849.81 28413.00 103932.1 232481.5 61693 348680
Dokso (+) 10 157923.2 52781.12 16690.86 120165.8 195680.5 100935 246194
siRNA/Dokso (-) 10 167052.2 40395.31 12774.12  138155.1 195949.3 85381 215141
siRNA/Dokso (+) 10 156663.1 42630.00 13480.8  126167.4 187158.8 96100 216180

Total 40 162461.3 57702.69 9123.60  144007.1 180915.5 61693 348680

Sonug olarak,

e PrP ile birlikte bulunan CD44 molekiiliiniin ekspresyon diizeylerinin
doksorubisin, PrP siRNA’st ve siRNA/Doksorubisin uygulamalari
sonucunda doksorubisin uygulanmamis gruba gore belirli bir degisiklik

gostermedigi belirlenmistir (sirasiyla, p> 0.05, p> 0.05, p> 0.05) (Sekil 4-22).
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Sekil 4-22 CD44 molekiilii gruplar arasinda kiigiik ekspresyon farkliliklari gdsterse de (A) bu
farklarin anlamli olmadigi goriilmektedir (B ve C). PrP susturulmasinin ardindan CD44 molekiili
diizeyinde 6nemli bir degisiklik olmamasi bu molekiiliin ¢alismaya konu hiicrelerde (H69AR) PrP’den

bagimsiz bir ekspresyon paterni sergiledigini diigiindiirmiistir.

4.2.4. Beclin-1

Doksorubisinin uygulamasina maruz birakilmayan hiicrelerde [Dokso (-), Grup 1]

yer yer Beclin-1 ekspresyonlarina rastlanmistir (Sekil 4-23). Buna karsin ilag

uygulanmis grupta [Dokso (+), Grup 2] Beclin-1 ekspresyonu anlamli olarak
artmustir (p<0.05) (Sekil 4-24).

Sekil 4-23 Doksorubisin uygulanmamis grupta diisiik Beclin-1 ekspresyonlar1 goriilmektedir (oklar).
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Sekil 4-24 Beclin-1 immunoreaktivitesi doksorubisin uygulamasiyla belirgin bir artis ve genellikle
diffiiz sitosolik yerlesimler gostermektedir (oklar).

Hiicreler PrP siRNA’s1 ile muamele edildiginde [siRNA/Dokso (-), Grup 3]
Beclin-1 ekspresyonunun doksorubisin uygulanmis gruba [Dokso (+), Grup 2] gore
biraz azaldig1, ancak bu degisikligin anlamli olmadig1 belirlenmistir (p>0.05) (Sekil
4-25).

Sekil 4-25 siRNA uygulamastyla PrP ekspresyonlart susturulan hiicrelerde Beclin-1 diizeyinin hafif
bir diisiis gosterdigi ancak yine de Grup 1’e gore (istatistiksel olarak anlamli olmasa da) daha yiiksek
oldugu bulunmustur (oklar).

PrP siRNA’st uygulamasimin ardindan doksorubisin uygulanan hiicrelerde
[siRNA/Dokso (+), Grup 4] Beclin-1 diizeyinin yeniden artis gosterdigi
belirlenmistir (Sekil 4-26). Cok biiylik olasilikla doksorubisin ugyulamasi nedeniyle
goriilen bu artisin ilag uygulanmamis gruba gore anlamli olarak farkli oldugu (p<
0.05), diger gruplar acgisindan anlamli bir fark olusturmadigr (p> 0.05; p> 0.05)

belirlenmistir.
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Sekil 4-26 Beclin-1 diizeyi PrP transfekte edilen ve ardindan doksorubisin ile muamele edilen
hiicrelerde artis gostermistir. Her ne kadar bu artis sadece doksorubisin uygulanan grup ile
karsilastirildiginda anlamli olarak gozikmese de immunositokimyasal analizlerde bu molekiillerin
siRNA ve doksorubisin uygulamasi sonrast keskin sitosolik goriintiileri (oklar) Beclin-1 ile PrP
arasinda fonksiyonel bir iligki olabiliecegini diistindiirmiistiir.

Gruplardaki hiicrelerin Beclin-1 molekiiliine ait floresan yogunluklarinin sayisal

analizleri ve belirleyici istatistiksel verileri sirasiyla Sekil 4-27 ve Tablo 4-4’de

goriilmektedir.
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Sekil 4-27 Her bir gruba ait 10 farkli hiicre goriintiisiinde Beclin-1molekiiliiniin immunofloresan
yogunluklarinin Imagel yazilimi ile elde edilmis sayisal verileri (IntDen: integrated density; DTHF:

diizeltilmis total hiicre floresan yogunlugu).

Tablo 4-4 Beclin-1 molekiiliiniin hiicrelerde gruplara gore gosterdigi floresan

yogunlugunun istatistiksel verileri
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%95 Giiven Arahg

N  OrtalamaStd. SapmaStd. Hata . Min Maks
Alt Smir  Ust Stmir
Dokso (-) 10 248690.5 153975.15 48691.22 138543.3 358837.7 53575 520336
Dokso (+) 10 418146.8 246486.01 77945.72 241821.3 594472.2 144171 810458
siRNA/Dokso (-) 10 359320.6 99130.97 31347.97 288406.6 430234.6 242230 585447
siRNA/Dokso (+) 10 396549.2 108904.25 34438.55 318643.8 474454.6 221099 576836
Total 40 355676.8 169892.96 26862.44 301342.4 410011.2 53575 810458

Sonug olarak,
e Beclin-1 diizeylerinin doksorubisin uygulamasiyla arttig1,
e Sadece PrP siRNA uygulamasinin Beclin-1 diizeyini hafif bir sekilde
arttirdig1 ancak bu artigin istatiksel bir anlam igermedigi,
e Hiicrelerin PrP siRNA muamelesi ardindan doksorubisin uygulamasina

maruz kaldiginda ise sadece doksorubisin uygulanmis hiicrelerdekine [Dokso

(+), Grup 2] benzer bir ekspresyon profili gdsterdigi (p< 0.05) belirlenmistir
(Sekil 4-28).
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Sekil 4-28 Doksorubisin uygulanmayan grupta oldukga diisiik diizeyde bulunan Beclin-1 molekiili
doksorubisin uygulanan ve siRNA transfeksiyonu ardindan dokso uygulanan gruplarda anlamli olarak
artis gostermistir (A-C). Grup 3 ile 4 arasinda istatistiksel olarak bir benzerlik olmamasina (B, C)
karsin bu molekiillerin 6zellikle Grup 4’teki sitoplazmik keskin immunoreaktiviteleri Beclin-1 ile PrP
arasinda doksorubisin aracil bir fonksiyonel iliski olabilecegini diisiindiirmiistiir.
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4.3. Monodansilkadaverin (MDC) Uygulamalari

Gruplarda otofajik vakuolleri belirlemek amaciyla yapilan MDC
uygulamalarinda doksorubusin uygulanmamis grupta [Dokso (-), Grup 1] az
sayida otofajik vakuole rastlanirken doksorubisin uygulamasiyla otofajik vakuol
sayisinin  artig  goOsterdigi  belirlenmistir.  siRNA  uygulanmis  grupta
[siRNA/Dokso (-), Grup 3] vakuol igeren hiicre sayisinin Grup 1’e oranla daha
fazla olmasma karsin ilag uygulamasi yapilmis Grup 2’den daha az oldugu
gorilmektedir. siRNA uygulamasi ardindan doksorubisin ile muamele edilen
hiicrelerde [siRNA/Dokso (+), Grup 4] vakuol i¢eren hiicrelerin sayisinin sadece
doksorubisin ile muamele edilmis hiicrelere (Grup 2) gore daha az oldugu, ancak
morfolojik olarak bu gruptaki hiicrelerde vakuollerin diger gruplardaki hiicrelere

gore daha belirgin ve gelismis oldugu goze ¢arpmaktadir (Sekil 4-29).

Dokso (+)

SiRNA/Dokso (-)

Sekil 4-29 MDC uygulamasiyla ozellikle Grup 2 ve 4’te vakuol sayisinin artig gosterdigi
belirlenmistir. Ozellikle siRNA transfeksiyonu ile kombine edilen doksorubisin uygulamasi
sonucunda mikroskopik olarak vakuollerin daha gelismis olmasi etkin bir otofajik siireci de
beraberinde getirdigini diisiindlirmiistiir.
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Gruplardaki vakuol yogunlugunu kantifiye etmek i¢in floresan mikroskopta farkli
alanlardan cikartilan vakuol indeksine gore ilag uygulamasi yapilmayan grupta
[Dokso (-), Grup 1] vakuol oram1 %9 olarak bulunurken ila¢ uygulanan grupta
[Dokso (+), Grup 2] oran %27 olarak goziikmektedir. PrP siRNA’s1 ile muamele
edilen ancak ila¢g uygulanmayan grupta [siRNA/Dokso (-)] vakuol yogunlugunun
azaldig1 (% 8.6) ve Grup 1 ile yaklasik ayni diizeylerde oldugu, siRNA uygulamasi
ardindan doksorubisin ile muamele edilen grupta [siRNA/Dokso (+), Grup 4] vezikiil

yogunlugunun artis gostererek % 21°lik orana ¢iktig1 belirlenmistir (Tablo 4-5).

Tablo 4-5 MDC uygulamasi sonunda gruplara gére vakuol dagilimi

VAKUOL (+) VAKUOL (-) TOPLAM VAKUOL (+)
HUCRE SAYISI HUCRE HUCRE HUCRE (%)
SAYISI SAYISI
Dokso (-) 9 91 100 9
Dokso (+) 44 119 163 27
siRNA/Dokso (-) 8 85 93 8.6
siRNA/Dokso (+) 31 119 150 21

Monitorize edilen hiicrelerden elde edilen verilerin istatiksel analizi yapildiginda
doksorobisin uygulanmis grup [Dokso (+), Grup 2] ile diger gruplar arasinda otofajik
vakuol yogunlugu ag¢isindan anlamli bir fark oldugu goriilmistiir (Grup 1, Grup 3 ve

Grup 4 i¢in sirastyla, p= 0.001; p< 0.001; p< 0.005) (Sekil 4-30; Tablo 4-6).
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Hata Bariarn: 95% Ci
Sekil 4-30 Gruplardaki vakuol sayilarinin istatistiksel analizi yapildiginda Grup 2 ile diger gruplar
arasinda anlamli bir fark oldugu, Grup 4’te ise Onemli bir fark olmamasina karsin otofajik
vakuollerdeki belirginlik siRNA + doksorubisin kombinasyonunun H69AR hiicrelerde otofajik siire¢
agisinda onemli olabiliecegini diigiindiirmiistiir (CI: hata aralig1).
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Tablo 4-6 MDC uygulamalar ile belirlenen vakuol (+) ve vakuol (-) hiicrelerin

istatistiksel dagilimlari.

N n Ort. Std. Std. 95% Giivnen Arahig Min Mak
Sapma  Hata Alt Ust Smir

+ Dokso (-) 10 9 0.90 11005 035 0.11 16.87 0.00 3.00
= Dokso (+) 11 4 4 343.51 10357 1692  63.08 1.00 13.00
8 siRNA/Dokso (-) 14 8 57 0.51 0.14 0.27 0.87 0.00 1.00
ﬁ siRNA/Dokso (+) 20 31 1.55 119.09 027 0.99 21.07 0.00 4.00
> Total 55 92 1.67 21174 029 11.00 2245 0.00 13.00
_ Dokso (-) 10 91 9.10 50728 16042 5571  128.29 400 19.00
j Dokso (+) 11 119 1082 79224 23887 5496 16141 200 26.00
8 siRNA/Dokso (-) 14 85 6.07 30751 082 4296 7847 200 13.00
ﬁ siRNA/Dokso (+) 20 119 595 47515 10625 3726 81.73 1.00 22.00
> Total 55 418 75455 55070  0.74 6056 9034 1.00  26.00

N: rastgele secilen alan sayist, n: monitorize edilen hiicre sayisi

Ote yandan, siRNA uygulamasinmn ardindan doksorubisinin ICso dozu ile

muamele edilen grupta MDC uygulamalar1 (Sekil 4-31) ve immunositokimya

uygulamalari sirasinda gozlemlenen apoptotik morfolojiye benzeyen hiicreler dikkat

cekmistir (Sekil 4-32; Tablo 4-7). Ancak sozii edilen bu hiicrelerin gergekten

apoptotik olup olmadigini belirlemek i¢in 6zgiin bir apoptozis testi yapilmasi daha

dogru olacaktir.

Sekil 4-31 Grup 4’te MDC uygulamas: sirasinda belirlenen ve apoptotik hiicre morfolojisi ile ortiisen

hiicreler (oklar).
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Beclin-1

Sekil 4-32 Grup 4’te immunositokimyasal uygulamalar ile belirlenen apoptotik morfolojiye benzer
ozellikler gosteren hiicreler.

—

____

S

Tablo 4-7 Apoptotik morfolojiye benzer 6zellik gdsteren hiicrelerin gruplara gore

yiizde olarak dagilim1
Dokso (-) Dokso (+) siRNA/Dokso (-) siRNA/Dokso (+)
PrP - %4 %2 %04
Bax - %2 - %3
CD44 - %2 - %3
Beclin-1 - %2 - %2
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5. TARTISMA

Meme, prostat ve kolon kanserlerinden daha 6liimciil bir etkiye sahip olan akciger
kanseri, neredeyse tiim kanser nedenli dliimler arasinda %18.4’lik bir oranla bas1
cekmektedir. Tiim akciger kanseri hastalarinin 5 yillik sagkalim orani sadece
%18’lerde kalmaktadir [180]. 2018 yilinda tiim Diinya genelinde 2,093,876 akciger
kanseri vakasi kayit edilmis ve 1,761,007 akciger kanserli hasta hayatin1 kaybetmistir
[181]. Cerrahi, radyasyon ve kemoterapi gibi konvensiyonel ¢ok sayida tedavi
yontemi diger kanser tiplerinde oldugu gibi akciger kanserlerinde de uygulaniyor
olsa da bu tarz tedaviler cok sayida istenmeyen yan etkileri de beraberinde
getirmektedir. Glniimiizde yan etkilere neden olmaksizin molekiiler olarak
hedeflenmis terapiler 6zellikle kanser hiicrelerine spesifisitelerinden 6tiirii 6nemli bir
odak noktas1 haline gelmistir [182]. Ozellikle cesitli reseptdr tirozin kinazlara 6zgii
molekiiler hedefli giincel terapiler oldukca yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
amagcla kullanilan tirozin kinaz inhibitdrleri reseptdr tirozin kinazlarla etkileserek bu
molekiillerin hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasina neden olacak sinyalleme kaskadlarini
bloke etmektedir [183]. Ancak, tirozin kinaz inhibitorlerinin uzun siireli kullanimi

kanser hiicrelerinde ila¢ direncini de beraberinde getirmektedir.

Ilag inaktivasyonu, ilacin hedefinin degismesi ya da hiicre disina atilmasi, DNA
hasarmin tamiri, hiicre 6liimii mekanizmalarinin inhibisyonu, epitelyal-mezensimal
gecis (EMT) ve epigenetik gibi ¢esitli mekanizmalar ¢ok sayida sinyal transduksiyon
yolaklar1 ile kombine ve/veya bagimsiz olarak hareket ederek kanser hiicrelerine
ilaca diren¢ fenotipini kazandirabilmektedirler [27]. Bir¢ok kanser tipinde ilaglarin
hiicre disarisina atilmasi ile kazanilan ilaca direng mekanizmasinda 3 ATP-baglayan
kaset transporteri [¢oklu ilaca direng proteini 1 (multidrug resistance protein 1,
MDRI, pgp-1), coklu ilaca diren¢ ile iliskili protein 1 (multidrug resistance-
associated protein 1, MRP1) ve meme kanseri diren¢ proteini, breast cancer
resistance protein 1 (BCRP) rol almaktadir [27]. Bu transporterler genis bir substrat
Ozgilligl gostererek vinca alkaloidleri, antrasiklinler, taksanlar ve kinaz inhibitorleri
gibi ¢ok sayida ksenobiyotigin hiicre disina atilmasina neden olur [27]. Normal
anlatimi1 kolon, bobrek ve karaciger olan MDR1°1in kanserli dokularda artis gosterdigi

bilinmektedir. Ornegin, normal akciger hiicreleri ile karsilastirildiginda doksorubisin
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ile muamele edilen akciger kanseri hiicrelerinde MDRI1 ekspresyonunun biiyilik
Olclide artis gosterdigi belirlenmistir [184]. Dolayisiyla, coklu ilaca direng
mekanizmasi ile timor metastazi arasinda fiziksel, fonksiyonel ve genetik bir iliski
oldugu ve bu durumun kanser hastalarinda tedaviyi giliclestirerek kanser temelli
Olumleri arttirdigi kanitlanmistir [185-187]. Coklu ilaca direng fenotipine sahip
kanser hiicrelerinde CD44 molekiilii ile p-gp arasinda yakin bir iliski oldugu ve bu
iliskinin ¢oklu ilaca diren¢ ve kanser hiicrelerinin invaziv potansiyeli arasinda bir
kesisme noktast olusturdugu ileri stiriilmektedir [38, 188]. Hiicresel prion proteini
PrP, p-gp ile birlikte kanser hiicrelerinin metastatik fenotipi ile yakindan iliskilidir
[189-191]. PrP’nin p-gp ekspresyonunu arttirarak [189, 192] ya da PI3K-AKT
sinyalleme yolagini aktive ederek [193] coklu ilaca direng fenotipini gelistirdigi ve
gastrik kanserde apoptozisi baskiladigi belirlenmistir. Ayrica, PrP’nin CD44 ile
arasindaki fiziksel ve fonksiyonel iliski meme kanserinde [194] ve kolorektal

kanserde [120] gosterilmis ve yiiksek metastatik kapasite ile iliskilendirilmistir.

Prionlar biyoloji ve tip alaninda 6nemleri giin gectikce artan proteinlerdendir. Bu
proteinlerin ¢esitli kanser hiicrelerinde migrasyonu, metastatik kapasiteyi ve
invazivligi arttirdigr [195], anti-oksidan aktivite gostererek programlanmis hiicre
6liimiine direng gosterdigi [196] ve ilaca direng ile korele oldugu gosterilmistir [139,
189]. Prionlarda oldugu gibi bozulmus proteinler, hiicre icerisinde agregasyonu
bagslatarak sadece norodejeneratif hastaliklara ya da amiloidozise neden olmazlar,
ayn1 zamanda p53 mutasyonlart ile iligkili timor gelisimini de indiklerler [197].
Ozetle genel kani, fonksiyonel PrP’nin, metastazi, sitotoksisiteye direnci ve
sonucunda kanser gelisimini arttirdig1 yoniindedir [115-117, 120, 188, 194]. Ancak,
bu proteinlerin kanser hiicrelerindeki etkileri yapilan ¢ok sayida galigmaya karsin
heniiz netlik kazanmamistir. Goriinen o ki PrP’nin susturulmasi ile kanser ilaglar

arasinda sinerjik ya da karsilikl bir iligki vardir [198].

Bu ¢alismada ¢oklu ilaca direng fenotipine sahip kiiclik hiicreli akciger kanseri
hiicre hatti H69AR’de PrP ekspresyonunun baskilanmasmin hiicre oliimiine
katkisinin olup olmadigi belirlenmeye calisilmistir. Calismamizda doksorubisinin

farkli dozlarinda 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyonlarinda sitotoksik etkinin H69AR
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hiicrelerinde doza ve zamana bagimli olarak degisim gosterdigini belirledik. Ilacin
diisiik dozlarinda (0.01, 0.1 ve 1 uM) ¢oklu ilaca direng¢ fenotipinden kaynakli olarak
hiicre proliferasyonu stabil kalmakta ya da kismen artmaktadir, yiiksek dozlarda (10
ve 100 uM) ise diren¢ mekanizmasimin kirilarak sitotoksisitenin artis gosterdigi
bulunmustur. Dokso (-) ila¢ uygulamasi yapilmayan gruptaki hiicrelerin (Grup 1) ilag
uygulamasi ile uzantili bipolar yapidan morfolojik olarak kiiresel forma degismesi
sitotoksik etkinin doza ve zamana bagimli olarak degisiklik gdsterdigini kismen
dogrulamaktadir. Ancak, yiiksek dozlarin normalde ilaca direng fenotipine sahip
H69AR hiicrelerdeki direng mekanizmasini nasil kirip sitotoksik etkiye doniistiigii ve
bu etkinin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin neler oldugu incelenmesi gereken
bir konudur. Yapilan bir calismaya gore MCF7 meme kanseri hiicre hattinda
doksorubisin diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarda sirasiyla otofaji ve apoptozise
neden olmaktadir [199]. Daha onceki bir ¢alismada [194] H69AR hiicrelerin ilaca
sensitif formlarma gore yiiksek oranda PrP ve CD44 molekiilii eksprese ettikleri
ortaya konmustur. Calismamizda Dokso (-) grupta hem PrP hem de CD44
ekspresyonlarmin yiiksek oldugu goriilmektedir. Ilag uygulanmamis Dokso (-)
gruptaki bu yiliksek ekspresyon diizeyleri doksorubisinin 48 saatlik ICso dozu ile
PrP’de istatistiksel olarak anlam igermeyen hafif bir artisa, CD44’de ise hafif bir
azalmaya neden olmaktadir. Cladosiphon okamuranus ve Fucus evanescens gibi
kahverengi deniz yosunu tiirlerinden elde edilen ve heparin benzeri bir dogal {iriin
olan fucoidan’in HT29 kolon kanseri hiicrelerinde PrP ekspresyonlarini azalttig
bulunmustur [198]. Buna karsin ilaca direncli ve sensitif MCF7 meme kanseri hiicre
hatlarinda doksorubisin uygulamasinin hem PrP hem de CD44 diizeylerinde herhangi
bir degisiklik yapmadig1 ve bu molekiillerin ekspresyonlarinin doza bagimli olmadig:
iler1 stiriilmustiir [194]. Ayrica ayni ¢alismada, ilaca direngli MCF7/ADR hiicrelerde
CD44 molekiiliiniin sessizlestirilmesinin PrP ekspresyonunu azalttigi ancak PrP
sessizlestirilmesinin CD44 ekspresyonlarinda herhangi bir degisiklige neden
olmadig1 belirlenmistir. PrP ve CD44 ekspresyonlarinin ilaca- ve/veya hiicreye-
bagimli farkli yanitlarin temelinde eksprese ettikleri ilaca direng fenotipi farkliliklar
olabilir. Oyle ki érnegin H69AR hiicrelerinin MRP1 eksprese ettikleri bilinmektedir
[41]. Immunositokimya bulgularinda Dokso (-) grupta PrP molekiillerinin 6zellikle

hiicre zarlarinda keskin immunofloresan reaksiyon verdikleri goriilmektedir. Dokso
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(+) grupta (Grup 2) ise molekiillerin ylizeyel yerlesimleri ile birlikte sitosolde diffiiz
bir dagilim gosterdigi de belirlenmistir. PrP molekiillerinin ¢ogu normal fizyolojik
kosullarda hiicre zarma bir glikozilfosfatidilinozitol ¢apasiyla baglanmis olarak
bulunur [131]. Sitosolik olarak da yerlesim gosterebilecegi belirlenmis olan [162]
PrP, hiicrenin farkli kisimlarinda fonksiyon gdsteren ¢cok sayida membran bileseniyle
iligkilidir [147] ve subsellular kisimlar ile dongiisel bir trafik icerisindedir. Bu
dongiisel siirecin  PrP’nin  fonksiyonlarinin ~ diizenlenmesi agisindan 6nemli
olabilecegi sanmilmaktadir [200]. Diger glikozillenmis proteinler gibi PrP de
endoplazmik retikulum ve Golgi’de bir takim post-translasyonel diizenlemeler
gecirerek hiicre yiizeyine ¢ikar. Yapilan son ¢aligmalar PrP’nin p-gp lokalizasyonlari
ile iliskili olarak kaveol ya da kaveol benzeri bolgelerde yer aldigini gostermektedir
[201-202]. Adriamisine!! direngli meme kanseri hiicre hattt MCF7°de PrP, p-gp ile
kolokolize bir durumdadir ve PrP susturuldugunda bir p-gp substrat1 olan paclitaxel'?
hiicrelerin invazyon yetenegini azaltmaktadir [188]. Her ne kadar bu g¢alismada
kullanilan hiicre hatti p-gp ekspresyonu agisindan zengin olmasa da [179]
membranda eksprese olan PrP molekiilleri p-gp olmaksizin, belki de MRP1 ile
birlikte, diren¢ mekanizmasinda rol aliyor olabilir. Kiigiik hiicreli akciger kanserinde
MRP1 ekspresyonu ile doksorubisine direng¢ arasinda bir iliski oldugu ve kiiciik
hiicreli akciger kanserlerinde ilaca direncin tek bir mekanizma ile agiklanamayacagi
onceki caligsmalarda ortaya konmustur [203]. Doksorubisine direngli MCF7
hiicrelerinde ise PrP’nin p-gp ile birlikte ekspresyonunun hiicrelerin anti-apoptotik
aktivitelerinde Onemli olabilecegi ileri siirtilmiistiir [188]. Cok biiyiik olasilikla
calismamizda kullanilan H69AR hiicrelerde apoptozise direng, olasi PrP/MRP1
iliskisinden kaynaklaniyor olabilir. Her ne kadar gilinlimiizde herhangi bir kanser
modelinde PrP’nin MRP1 ile iligkili olduguna dair bir bilgi bulunmuyor olsa da
PrP’nin astrositlerde MRP1 ile iliskili oldugu ve bu iliskinin stres altinda astroglial
ve noronal glutatyon metabolizmasini diizenledigi, ayrica noronlara metabolik destek
sagladigr One siiriilmiistiir [204]. Bu bulgular PrP’nin kemorezistan 6zelliginin

hiicreye ve/veya ilaca 6zgii olabilecegini diigiindliirmektedir [152].

11 Doksorubisinin ticari ismi
12 Mikrotiibiil stablizasyonuna neden olan taksan ailesine ait bir kemoterapdtik ajan
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Doksorubisin uygulanmis grupta (Grup 2) PrP molekiillerinin hem diffiiz sitosolik
hem de ylizeyel keskin immunfloresan goriintii vermesi, molekiiliin olasilikla ilaca
bagimli olarak hiicre zarindan sitosole transloke oldugunu diisiindiirmiistiir. PrP’nin
doksorubisine yanit olarak hiicre i¢ine translokasyonunda heniiz mekanizmasi tam
olarak aydinlatilamamis olmasia karsin, kaveol ve klatrin bagimli bir siiregin rol
aldig1 sanilmaktadir [139]. Bu siirecte, ‘diisiik yogunluklu lipoprotein reseptor ile
iliskili protein’ (1- Low-density lipoprotein receptor-related protein 1, LRP1) isimli
bir proteinin PrP’nin biyosentetik ve endositik trafigini kontrol ettigi bulunmustur
[205-206]. Yapilan calismalarda [207] insan hiicre hatlarinda PrP tarafindan
tetiklenen p53’e bagimli kaspaz aktivasyonunun direkt olarak PrP endositozu ile
iligkili oldugu ileri siirilmiistiir. Ancak giliniimiizde tiimor hiicrelerinde PrP’nin
endositozunun kaveol aracilifi ile gerceklesip gerceklesmedigi bilinmemektedir.
Bununla birlikte, tiimor hiicrelerinde bu olasit rotanin PrP’nin hiicre 6limiine bir
diren¢  olusturabilecegi sanilmaktadir [139]. H69AR hiicrelerde PrP’nin
doksorubisine yanit olarak sitosole translokasyonu bu diisiinceyi dogrulamaktadir.
PrP’nin apoptotik sinyalleme yolaklarina katildig1 ¢esitli arastiricilar tarafindan dile
getirilmis olsa da bu molekiiliin bir apoptozisteki rolii ile ilgili karsit bulgular vardir
[163, 165, 167, 174, 208]. Ornegin, PrP’nin asir1 ekspresyonunun staurosporine
indiiklii kaspaz-3 aktivasyonuna neden oldugu [208] ve transgenik farelerde
mitokondri aracili néronal apoptozise yol agtigi gosterilmistir [163]. Buna karsin,
PrP”" hiicrelerde apoptozis ile iliskili proteinlerin diizeylerinin arttigi ve PrP’nin
mitokondride kaspaz-bagimli apoptotik yolakta 6nemli bir anti-apoptotik protein
olabilecegi [167], insan ve fare noronal hiicrelerde ve MCF7 meme kanseri
hiicrelerinde mitokondriden sitokrom ¢ salinimi i¢in gerekli olan Bax molekiiliindeki
konformasyonel degisikligi geciktirdigi ileri siiriilmiistiir [117]. PrP’nin Bax aracili
apoptozisi inhibe ettigine dair bulgular olmasina karsin [117, 141, 146, 166-169] bu
iki molekiil arasinda fiziksel bir etkilesim heniiz gosterilebilmis degildir. Hatta
Bax’in PrP ile pre-inkiibasyonun herhangi bir anti-apoptotik mekanizmay1
baslatmadig1 gosterilmistir [140]. Calismamizda doksorubisin uygulamasiyla Bax
immunoreaktivitesinde énemli bir degisiklik olmadigin1 belirledik. Benzer sekilde,
PrP ekspresyonlari susturulmus grupta (Grup 3) ve siRNA + doksorubisin grubunda

(Grup 4) Bax diizeylerinde herhangi belirgin bir degisiklik goriilmemekle birlikte
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keskin immunofloresan isaretlenmeler dikkati ¢ekmistir. Bu bulgular PrP ile Bax
ekspresyonlar1 arasinda bir iliski olmadigin1 ortaya koymaktadir. Sonu¢ olarak
doksorubisin uygulamasmna yanit olarak sitosolik dagilim gosteren PrP
molekiillerinin hiicresel yerlesimlerinin tam olarak belirlenmesi ilaca direngli kanser

hiicrelerinde PrP’nin etki mekanizmasini anlamak agisindan 6nemli olabilir.

Gastrik kanserde PrP, Bcl-2 ile sinerjistik etki gosterek apoptozisi baskiladigi ve
ilaca direng¢ fenotipinin gelismesine neden oldugu [209], ilaca direncli meme kanseri
hiicrelerinde ise PrP sessizlestirilmesinin kaspaz aktivasyonu, Bax’in upregiilasyonu
ve Bcl-2 downregiilasyonu ile iliskili olarak apoptozisi indiikledigi bulunmustur
[139]. Calismamizda PrP sessizlestirilmesi ardindan doksorubisin uygulanmis grupta
(Grup 4) Bax ekspresyonunda belirgin bir artis olmamasina karsin apoptotik
morfolojiye sahip hiicre sayisinda bir artig belirledik. Bununla birlikte hem siRNA
(Grup 3) hem de siRNA + doksorubisin uygulamasiyla (Grup 4) ortaya ¢ikan keskin
Bax immunreaktiviteleri, bu molekiillerin PrP downregiilasyonu ile mitokondrilerde
yiginlar olusturabilecegini diisiindiirmiistiir. Caligmamizda belirlenen keskin Bax
immunoreaktivitelerinin mitokondriyal yerlesimler ile iliskili olup olmadigin
anlamak i¢in mitokondriyel markerler kullanarak immunositokimya ve western
blotting gibi yontemlerin kullanilmasi, ayrica mitokondri membran potansiyelinin
test edilmesi uygun goziikkmektedir. Goriinen o ki, PrP’nin Bax gibi apoptosis ile
iliskili proteinler {izerine etkisinde mitokondri, odak organel gibi durmaktadir.
Yapilan bir ¢calismada apoptotik uyari lizerine PrP’nin mitokondri dis zarindaki raft-
benzeri bolgelere ve endoplazmik retikulum-mitokondri ile iligkili membranlara (ER-
MAM) gb¢ ederek mitokondri membran potansiyelini azaltip sitokorom c salinimini

arttirarak apoptozise neden oldugu belirtilmistir [173].

Her ne kadar PrP susturulmasi meme kanseri MDA-MB-435 hiicrelerini
doksorubisine karst daha direncli yaptig1 ileri siiriilmiis olsa da [210], PrP’nin siRNA
ile susturulmasmin ardindan doksorubisin uygulanan grupta (Grup 4) apoptotik
morfolojiye benzer o6zellik gosteren hiicre sayisinda goriilen artis, bu durumun

H69AR i¢in gecerli olmadigini diistindiirmiistiir. Ancak bu hiicrelerin gercekten
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apoptotik olup olmadigini belirlemek ve bu diisiinceyi dogrulamak i¢cin TUNEL ya

da Annexin V gibi ek yontemlere gereksinim vardir.

CD44, ¢ok sayida biyolojik fonksiyonda rol alan onemli bir hiicre ylizey
glikoproteinidir. Pankreas, meme ve akciger kanseri gibi ¢esitli solid timdrlerde asirt
ekspresyon gosteren bu molekiil tiimor gelisimi [211], metastaz [37], ilaca direng
[211] ve kotii prognoz ile iliskilendirilmistir [212]. CD44, hiicrenin ¢evresiyle
etkilesimini diizenleyen énemli bir molekiidiir ve bu molekiiliin farkli izoformlarinin
ekspresyonu kanser hiicrelerinde metastaz ve ilaca ve apoptozise direng iligkilidir
[213]. CD44’lin timor metastazi ve invazyonunu kendine has motilite, aktivasyon,
adezyon ve lokalizasyon oOzellikleri ile gerceklestirdigi bilinmesine karsin ilaca
diren¢ mekanizmasindaki roliinii nasil gerceklestirdigi heniiz bilinmemektedir [214].
Bu konuda bilinenler spesifik bazi CD44 izoformlarinin pankreas [215] ve prostat
[216] kanserlerinde p-gp ile iliskili oldugudur. CD44 ile p-gp arasindaki fiziksel ve
fonksiyonel iliskinin ilaca direncli meme kanseri hiicrelerinde ¢oklu ilaca direng ile
invaziv potansiyel arasindaki iligskiyi kolaylastirdigi ileri siiriilmistir [38, 217].
Bunuunla birlikte, CD44’{in ¢oklu ilaca diren¢ fenotipine sahip ovaryum kanseri
hiicre hattinda (NCI-ADR-RES) p-gp’den bagimsiz olarak ilaca direng olusturdugu
gosterilmistir [218]. PrP’nin ¢oklu ilaca direng gdsteren hiicrelerin proliferasyonu,
invazyonu ve gociinde CD44 ile birlikte rol aldigi, yakin zamanli caligmalarla
gosterilmistir [194]. Benzer sekilde kolorektal kanserde CD44" kok hiicrelerinde
PrP’nin MAPKI1 yolag1 iizerinden epitelyal-mezensimal gecisi indiikleyerek
metastatik kapasiteyi arttirdig1 gosterilmistir [120]. Dolayisiyla, PrP kanser metastazi
ile birlikte hiicre gocii agisindan da onemli bir protein gibi durmaktadir. Ancak
H69AR hiicrelerde CD44 ile PrP arasindaki olasi iliskinin kiiciik hiicreli akciger
kanserindeki anlami heniiz bilinmemektedir. Bu nedenle bu kanser tipinde her iki
molekiiliin karsilikli etkilesimlerinin olasi patolojik sonuglar1 kaderinler, hyaluronik
asit, B-katenin ve epitelyal mezensimal gecis transkripsiyon faktorleri gibi genis bir
belirteg paneli ile degerlendirilebilir. Tlaca direngli insan meme kanseri hiicre hatti
MCF7/ADR ve H69AR hiicrelerle yapilan bir calismada CD44 ve PrP’nin,
hiicrelerin sensitif formlarina oranla senkronize olarak asir1 eksprese oldugu,

doksorubisine bagimli olmayan bir ekspresyon gosterdikleri, CD44 ekspresyonunun
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susturulmasinin MCF7/ADR hiicrelerde PrP ekspresyonunu azalttigi, ancak PrP
susturulmasinin CD44 ekspresyonunda herhangi bir degisiklige neden olmadigi
gosterilmis ve PrP ile CD44 arasinda, EGFR, CD147 ve MMP’leri diizenleyerek
invaziv ve metastatik siirecleri uyaracak fiziksel bir etkilesimin oldugu ileri
stiriilmiistiir [194]. Caligmamizda doksorubisin uygulamamis grup (Grup 1) ile
uygulanmis grup (Grup 2) arasinda PrP ve CD44 ekspresyonlarinin degisiklik
gostermedigini belirledik. Bu durum yukarida da belirtildigi gibi her iki molekiiliin
de ekspresyon diizeylerinin ilaca bagimli olmadigin1 ortaya koymustur. siRNA
uygulamasiyla PrP ekspresyonlart susturulan hiicrelerde (Grup 3) CD44 molekiilii
ekspresyonunda herhangi bir degisiklik olmamasi CD44 molekiilii ile PrP
ekspresyonlar1 arasinda bir ilisiki olmadigini gdstermistir ve daha 6nceki bulgulari
desteklemektedir. Aym1 c¢alismada MCF7/ADR hiicrelerde CD44 ya da PrP
molekiillerinin downregiilasyonunun p-gp ekspresyonunu inhibe ettigi ancak
MRP1’de herhangi bir degisiklik yapmadigi gosterilmistir. Ancak, MCF7/ADR
hiicreler MDRI1 fenotipine sahiptir. Calismamizda H69AR hiicrelerde eksprese
edilen MRP1 diizeylerinin PrP susturulmasiyla degisiklik gosterip gostemedigi
bulgusu yer almamaktadir ancak yukarida da belirtildigi gibi bu iki molekiil arasinda
ilaca diren¢ fenotipinin olusmasina neden olabilecek bir karsilikli etkilesim s6z

konusu olabilir.

Oliim reseptorii uyarisina yanit olarak gelisen DISC ve kaspaz-8 diizeylerindeki
degisiklige gore iki tip dis apoptotik sinyal belirlenmistir. Yiiksek diizeydeki DISC
ve kaspaz-8 aktivasyonu apoptozisi baglatacak baglatici ve efektor kaspazlarin
aktivasyonu icin yeterlidir (tip I). Diisiik diizey DISC aktivasyonu apoptozisin
gerceklesmesi i¢in 6liim sinyallerinin amplifikasyonuna gerksinim duyar (tip II). Bu
amplifikasyon Bid’in aktive formu tBid iizerinden gergeklesir ve Bax ya da Bak
araciligi ile i¢ yolak kaspaz aktivitesine neden olur [219]. PrP Bax-aracili apoptozise
engel olurken Bak ya da tBid aracili apoptozisi inhibe edemez [117]. Bu nedenle PrP
Bax inhibisyonu lizerinden sadece tip II apoptozise engel olurken tip I apoptozise
herhangi bir etkisi olmamaktadir. PrP’nin tip I apoptozise direngli olabilmesi i¢in
DISC olusumunu da inhibe etmesi gerekir ancak, PrP’nin DISC olusumu ile bir

iliskisinin olmadig1 gosterilmistir [115]. Buna karsin PrP’nin tip I apoptozis
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inhibisyonu i¢in kaspazlar ile iligkili olabilecegi ileri siiriilmiis olmasina karsin bu

konuda celiskili bilgiler vardir [220-222].

Otofaji, baslangic, nukleasyon, otofagozom ve lizozom filizyonu ve hidrolizasyon
basamaklarini igeren ve besin agligi, organel hasari, hipoksi, reaktif oksijen tiirleri,
endoplazmik retikulum stresi ve ilag tedavisi gibi olasi stres durumlarina yanit olarak
gelisen bir oto-yikim siirecidir [74]. Otofajinin fonksiyonel sonuglar1 sadece
otofajiye giden hiicrenin hiicre i¢i bilesenlerine sinirli olmadigi, lokal ya da sistemik
olarak ekstraselliiler ortami da etkiledigi son yillarda kabul gérmektedir [223].
Dolayisiyla, otofajiye giden bir hiicre dinamik bir otofajik sebeke icerisinde hiicre igi
homeostazisi saglamanin Gtesine gecebilir [223]. Bu durum o6zellikle kanser icin
olduk¢a 6nemlidir. icinde kanserin de bulundugu ¢ok ¢esitli hastaliklarda otofaji
diizensizlesir. Ornegin tiimdr gelisimi sirasinda otofaji iki ydnlii bir rol oynar: timdr
olusumunun ilk evrelerinde bir tiimor baskilayict mekanizma gibi davranirken kanser
gelisiminin sonraki evrelerinde bir tiimor aktiflestiricisi gibi hareket eder [224-225].
Otofajinin prosurvival (onkogenik) bir slire¢ mi yoksa bir tiimor baskilayict yolak mi1
oldugu hala tartisma konusudur [226-230]. Gliniimiizde genel kani, otofajinin timor
gelisimine destek oldugu yoniindedir [112]. Otofajinin timoriin  hipoksik
bolgelerinde artig gosterdigi ve besin ve oksijen eksikligi, kemoterapi, radyoterapi ve
cesitli anti-kanser ajanlarimin olusturdugu stres kosullarimin tiimor hiicresininin
survivalini arttirarak terapdtik bir diren¢ olusturdugu ortaya konmustur [96, 231-
235]. Dolayistyla tiimor hiicrelerinde otofajinin inhibisyonu kemoterapdtik ilaglara
direngli kanserlerin tedavisinde Onemli bir strateji gibi goziikmektedir [236].
Otofajinin 6zellikle timor dormansisi sirasinda tiimor kok hiicrelerinin devamliligini
saglayarak tedaviye direng mekanizmasini ve tiimor niiksiinii baglatabilecegi kabul

edilmektedir [237].

Beclin-1, otofajide (makrootofaji) ve vakuolar protein tasiniminda rol alan maya
Atg6/vacuolar protein sorting 30 (Vps30) proteininin memeli homologudur ve
normal memeli gelisiminde ve kanser gibi patogenezlerde kritik gorevler lstlenir
[238-241]. Ekstraselliiler matriks yikimi, epitelyal-mezensimal gegis, tiimor

anjiyogenezi ve tiimor mikrogevresindeki degisimler gibi ¢ok sayida patolojik olay1
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etkileyerek kanser progresyonunu diizenleyen [242] Beclin-1 molekiiliiniin asir1
ekspresyonunun  MCF7 meme  karsinom hiicrelerinin  proliferasyonunun
engellediginin  bulunmasi, bu molekiiliin kanser gelistminde rol aldigim
disiindiirmiistir [243]. Fare modelleri ve klinik veriler de Beclin-1
ekspresyonunudaki azalmanin kanserin gidisini hizlandirdigini dogrulamistir [244-
245]. Bu molekiil otofajik siirecte sinif III fosfatidilinozitol-3 kinaz (PI3KC3/Vps34)
ve fosfatidilinozitol-3 kinaz p150 alt iinitesini (p150/Vps15) i¢eren bir kor kompleks
icerisinde yer alir [246]. Beclin-1, PI3KC3 aktivitesini arttirarak otofajik siirecte
vezikiil niikeasyonunun ilk agsamasi i¢in gerekli olan fosfatidil inozitol 3 fosfat (PI3P)
olusumunu saglar [247]. Son yillarda PI3KC3 kompleks iizerinden ¢esitli otofajik
stirecleri regiile eden ATG14 (BARKOR), UVRAG (UV radyasyon rezistan ile
iligkili), AMBRA (otofaji/Beclin-1 regulator) ve SH3GLBI1/BIF-1 (SH3-domain
GRB2-like endophilin B1) gibi Beclin-1 etkilesim partnerleri belirlenmistir [248].
PrP’nin de otofaji ile iligkili olarak Beclin-1 ile iliskili olabiliecegi diigiiniilmektedir.
Calismamizda Beclin-1 ekspresyonlarinin doksorubisin uygulamasina bagli olarak
artis gosterdigini belirledik. PrP’nin Beclin-1 ekspresyonu iizerinde herhangi bir
etkisinin olup olmadigin1 belirlemek amaciyla siRNA ile muamele edilmis
hiicrelerde (Grup 3) ve siRNA uygulamasi ardindan doksorubisin ile muamele edilen
hiicrelerdeki (Grup 4) Beclin-1 ekspresyonlarini karsilagtirdik. PrP ekspresyonu
baskilanan hiicrelerin doksorubisin uygulanmadan da Beclin-1 ekspresyonlarini
arttirdigin1 belirledik. Bu bulgu, H69AR hiicrelerde PrP ekspresyonu ile Beclin-1
arasinda bir iliskinin oldugunu ortaya koymaktadir. Yakin tarihli bir calismada
PrP’nin Beclin-1 ile etkileserek PI3KC3 kompleksini lipit raftlarina topladigr ve
Amiloid-B42’ye yanit olarak otofajiyi aktive ettigi bulunumustur [247]. Dolayisiyla
PrP, lipit raftlarinda Beclin-1/PI3KC3 kompleksinin pozitif diizenleyicisi olarak
goziikmektedir. Glioma hiicre hatlarinda PrP  sessizlestirilmesinin  LC3-II
indiiksiyonu, Beclin-1 artig1, p62 ve Bcel-2 yikimu ile iligkili otofajik siireci baslattig
bildirilmistir [178].

Hipokampal néronlarda PrP aracili otofajinin oksidatif strese yanit olarak gelisen
koyucu bir mekanizma olarak goriilmektedir [176]. Bununla birlikte PrP eksikligi

oksidatif stres kosullarinda otofajik akist bozarak ndronal hiicre Oliimiine neden
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oldugu gosterilmistir [176]. Otofajik aktivitenin tam olarak gosterilebilmesi igin
otofajik akist monitorize etmek en Onemli noktalardan birisidir [249]. MDC,
otolizozomlarm [250] ve erken otofajik kisimlarin karakterize edilmesi igin
kullanilan bir markerdir [251-252]. Kiiltiire hiicrelerde ve dokularda MDC-pozitif
vezikiiller otofajiyi karakterize etmek icin kullanilabilir [253]. Calismamizda MDC
uygulamastyla doksorubisin uygulanmis grupta (Grup 2) doksorubisin uygulanmamis
gruba (Grup 1) gore MDC-porzitif hiicre sayisinin anlamli olarak artig gdsterdigini
belirlerdik (p< 0.01). Bu bulgu doksorubisinin otofajik vezikiil olusumunu
arttirdigini -~ dlistindiirmiistiir. PrP  eksresyonu susturulmasmin  doksorubisin
uygulanmayan grupta (Grup 3) otofajik vakuol olusumu iizerine bir etkisi olmadigi,
doksorubisin uygulamasiyla (Grup 4) artis gosterdigi goriilmiistiir. Bu artisin PrP
ekspresyonu baskilanmig hiicrelerde doksorubisinden kaynaklanabiliecegini
diistindiirmiistiir. Bu bulgular H69AR hiicrelerde MDC-pozitif hiicre sayisinin
doksorubisine bagimli artis gosterdigini, PrP susturulmasinin bu siirece ¢ok fazla etki
etmedigini gostermektedir. Ote yandan PrP ile Beclin-1 arasinda bir iliskinin varlig
bu hiicrelerin otofajiye gittigini diisiindiirebilir ancak otofajik vakuol sayisinda artis
otofajinin indiiksiyonu yerine otofajik akisin inhibisyonu ile de iligkili olabilir [254].
Dolayisiyla yukarida sozii edilen diisiinceleri netlestirmek i¢in LC3-II ve p62 temelli
immunoblotting ¢aligmalarina gereksinim vardir ve ilerleyen donemde bu
caligmalarin yapilmasi planlanmistir. Goriinen o ki, PrP otofajiden bagimsiz bir
bicimde Beclin-1 ile bir iligki i¢indedir. Bu olasi iliskinin anlaminin ne oldugu
hakkinda bilgiler oldukca yetersizdir. Beclin-1’in asir1 ekspresyonunu ile LC3-I/11
transformasyonunun artis gosterdigini, anti-apoptotik faktdr Bel-X1 ekspresyonunun
azaldig1 bulunmustur [255]. Bu bulgular Beclin-1’in hem otofaji hem de apoptozis
ile iligkili oldugunu gostermistir. Otofaji ve apoptozis hiicresel homeostazisin
stirdiiriilmesinde 6nemli iki oyuncudur [256]. Her iki siire¢ de Beclin-1 ve Bcl-2
arasindaki iliski ile diizenlenmektedir [240, 257]. Onceki calismalar Beclin-1
yapisinda bulunan BH3 domaini ile Bcl2 ve Bcel-Xi’deki BH3 domainler arasinda bir
kombinasyon oldugunu belirlemistir [77, 258]. Ustelik karaciger, akciger ve diger
bazi tiimor tiplerinde yiiksek Bcl-2/Bcl-Xi1 ekspresyon diizeylerinin diisiik Beclin-1
ekspresyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir [259-260]. Yapilan bir caligsmada ise

Beclin-1’in upregiilasyonunun gastrik kanser hiicrelerinde apoptozisi indiikledigi
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bulunmustur [255]. Olas1 mekanizma, Beclin-1’in asir1 ekspresyonunun Bel-Xi. gibi
anti apoptotik faktoleri inhibe ederek apoptotik siireci baslattigi yoniindedir.
Calismamizda sadece doksorubisin uygulanmis grup ile (Grup 2) siRNA
transfeksiyonu ardindan doksorubisin uygulanmis grupta (Grup 4) apoptotik
morfolojiye sahip hiicre sayilarinin artig géstermesi, Beclin-1 ekspresyonunda artis
ve Bax molekiillerinde 6nemli bir degisikligin olmamast PrP’ye bagimli ya da
bagimsiz iki olasi senaryoyu diisiindiirmektedir: Ilk senaryoya gore doksorubisin ve
siRNA + doksorubisin uygulamasi ile Beclin-1’in artan ekspresyonu ve Bcl-2
downregiilasyonunu (bu c¢alismada gosterilmemistir) takiben otofajik aktivasyona
neden olabilir. MDC uygulamalar1 ile ozellikle bu iki grupta otofajik vakuol
sayisinin belirli 6l¢iide artis gdstermesi, bu senaryoyu dogrulamaktadir. Ancak
otofajinin ilag direncine kars1 tumor gelisimini baskilama ya da arttirma “paradoksu”
[261] nedeniyle belirledigimiz otofajik silirecin hangi yonde oldugu net olarak
anlagilamamistir. MCF7 hiicrelerde diisiik doz doksorubisin uygulamast Bcl-2
susturulmasi ile kombine edildiginde otofajinin arttig1 ve tiimor gelisiminin azaldigt
gosterilmistir [199]. Benzer sekilde Bax, Bak ya da kaspazlar gibi apoptozis
diizenleyici molekiillerini yitirmis tiimdr hiicrelerinin etoposide, fenretinidine ve
deksametazon gibi kemoterapi ajanlar1 ile muamele edildiginde otofajik o6lim

stirecine girdikleri belirlenmistir [262-264].

Ikinci olarak Beclin-1 ekspresyonu artis1 proapoptotik Bax ya da Bak
molekiillerinin mitokondriye transloke olmasina ve burada apoptotik siireci
baslatmasina neden olabilir. Bu translokasyonda PrP susturulmasinin bir rolii olabilir.
flaca direngli MCF7/ADR meme kanseri hiicrelerinde PrP sessizlestirmesinin
hiicreleri Bax aktivasyonunu kolaylagtirarak TRAIL-aracili apoptozise yonlendirdigi
daha 6nceki ¢alismalarda gosterilmistir [115]. Ote yandan, bir baska meme kanseri
hiicrelerinde ~ (MDA-MB-435) ise PrP baskilanmasinin doksorubisine direnci
arttirdig1 ileri siiriilmistiir [210]. Buna karsin, PrP downregulasyonunun glioma
hiicrelerde LC3-II indiiksiyonu, Beclin-1 ekspresyon diizeyi artist ve p62
baskilanmasi iizerinden otofajiye gittigi belirlenmistir [178]. Sonug¢ olarak
diisiincemiz PrP susturulmasinin Beclin-1 diizeyini arttirarak H69AR hiicrelerde

doksorubisinin otofajiyi tetikledigi yoniindedir. Ancak bu diisiincemizi dogrulama
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icin otofaji belirteclerini kullanalacagi western blotting ¢alismalarina gereksinim

vardir.

Son yillarda otofaji ve apoptozis arasinda karsilikli etkilesimler oldugu yoniinde
makaleler yayimlanmaktadir [265-267]. Beclin-1-Bcl2 etkilesimi [268], kaspaz
aracilt Beclin-1 boliinmesi [269-271], UVRAG-Bax etkilesimi [272], ATG5-FADD
etkilesimi [273] gibi ¢esitli molekiiler etkilesimler apoptozis ve otofajinin karsilikli

etkilesim igerisinde oldugunu ortaya koymaktadir.

63



6. SONUCLAR ve ONERILER

Sonug¢ olarak PrP’nin, programlanmis hiicre 6lim yolaklarindaki diizenleyici
molekiiller ile direkt ya da dolayli olarak etkilesim gosterdigi ortadadir. Bu nedenle
bu “6zel” proteinin hem otafaji hem de apoptozisin diizenlenmesinde kilit bir role

sahip oldugu goziikmektedir.

Gliniimiizde otofaji ile apoptozis arasinda bir “koprii” oldugu yakin zamanli
yapilan bir¢ok degerli ¢alisma ile ortaya konmus olsa da [274-275] hangi 6lim
tipinin hangi kosul(lar)da indiiklenecegi heniiz netlik kazanmamustir. Olusturulan
senaryolardan bir tanesi nekroz da dahil olmak iizere 6liim tiplerinin birbirlerinden
bagimsiz hareket ettigi yoniindedir. Bu senaryoya gore hiicre 6liim sinyalinin giicii
6lim tipini apoptozis ya da otofaji olarak belirlemektedir. Eger her iki 6liim tipi de
aym anda ortaya ¢ikarsa her birinin disavurumu daha az olacaktir. Ikinci olasilik
otofaji ve apoptotik yolaklarin koordineli olarak etkileserek hiicre Olimiini
gerceklestirmesidir. Bu durum 6limii indiikleyen sinyalin giiciine bagli olarak
apoptozis ya da otofaji ile sonuglanacaktir. Ugiincii senaryoya gore eger otofaji hiicre
yasami yOniinde bir role sahipse apoptozis ve otofajinin sinyal giiciine bagli olarak
hiicre yasmaya devam edecek ya da apoptotik aktivite ile Olecektir [276].
Calismamizda doksorubisin uygulanan grupta (Grup 2) ve PrP’si susturuldaktan
sonra doksorubisin uygulanan grupta (Grup 4) apoptotik morfolojiye sahip hiicre
sayisinin ve Beclin-1 ekspresyonlarinin artis gostermesi yukarida sozii edilen

senaryolar1 desteklemektedir.

Kanser gelisimi sirasinda otofajinin tiimor baskilayict ya da tlimoriin yasamini
saglayict iki zit yol izledigi bilinmektedir [277]. Ancak, kanserde otofaji
regiilasyonunun altinda yatan molekiiler mekanizmalar ve bu siireclerin timor

hiicreleri tizerindeki etkileri heniiz tam olarak anlasilabilmis degildir.

PrP’nin farkli hiicre tiplerinde farkli downstream olaylar1 diizenledigi son yillarda
kabul edilen bir gercektir. Caligmamizda doksorubisine direngli kiiclik hiicreli
akciger kanseri hiicre hattinda bu molekiilin hangi tip hiicre O6liimiiniin

diizenlenmesinden sorumlu olabilecegini arastirdik. Bulgularimiz PrP’nin bu hiicre
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tipinde otofaji indiiklenmesi ile yakindan iligkili olabilecegini gostermektedir.
Literatiirde bulgularimizi destekleyen ve bulgularimizla ortiigmeyen farkli kanser
tiirleri ya da norodejenerasyon ile ilgili in vivo ve in vitro ¢alismalar yer almaktadir.
Ancak, bugiine kadar ilaca direngli kii¢iik hiicreli akciger kanseri hiicre hatti
H69AR’de PrP susturulmasmin downstream yanitlarn ile ilgili ayrintili bulgular
birkag makale diginda literatiirde yer almamaktadir. Goriinen o ki, PrP’nin
susturulmasi1 farkli kanser hiicrelerinde farkli hiicre i¢i yolaklarin aktivasyonuna
ve/veya inaktivasyonuna neden olmaktadir. PrP’nin kanser biyolojisindeki bu
pleiotropik etkisi nedeniyle bu proteinin fizyolojisinin daha net anlasilmasinin
ozellikle ilaca direng¢ gosteren kanserlerde kanser tipine 6zel, PrP odakli ve 6zellikle
otofajik mekanizmalara miidahale edebilecek yeni anti-tiimor stratejilerinin

gelistirilmesine olanak saglayacagi diisiincesindeyiz.
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