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ÇOCUKLUK ÇAĞI SOLİD TÜMÖRLERİNDE RETİNOİK ASİTİN PI3K/AKT ve 

RAS/MAPK YOLAKLARI ÜZERİNE ETKİSİNİN WESTERN BLOT YÖNTEMİ İLE 

SAPTANMASI 

Özde Elif GÖKBAYRAK, Dokuz Eylül Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Temel 

Onkoloji Ana Bilim Dalı, 35340, İnciraltı, İzmir 

ÖZET 

Nöroblastom (NB) , nöral krestten köken alan embriyonik bir tümördür. 5 yaş altı 

çocuklarda en sık görülen ekstrakranyal solid tumördür. İleri evre hastalıkta yoğun protokoller 

ve alternatif tedavi yaklaşımlarına rağmen iki yıllık sağkalım yüzdesi %30–40’lara ancak 

ulaşmaktadır. Kanser hücrelerinin ajanlarla uyarılarak diferansiye edilmesi, anti-neoplastik 

tedavide umut verici bir strateji haline gelmiştir. Retinoik asit (RA) klinik olarak 

nöroblastomda hücresel diferansiasyonu indükleme özelliği açısından kullanılmaktadır. RA in 

vitro ve in vivo çalışmalarda terapötik potansiyelin açısından halen incelenmeye devam eden 

bir ajandır. Retinoidlerin hücrelerdeki biyolojik etkileri, retinoik asit reseptör (RAR) ve retinoid 

X reseptör (RXR)'ye bağlanan ligandlar aracılığıyla gerçekleşmektedir. PI3K/AKT ve 

RAS/MAPK yolakları kanserde sırası ile survival ve hücre proliferasyonu ilişkili yolaklardır. 

Bugüne dek nöroblastom ve medulloblastom hücrelerinde özellikle PI3K/AKT yolağı daha 

yoğun incelenmiştir. Buna karşın NB hücrelerinde RAS/MAPK ve ilişkili ERK1/2 yolağı 

RAve sisplatin ile ilişkisi incelenmemiştir. Bu çalışmanın amacı çocukluk çağı solid 

kanserlerinin önemli bir grubunu oluşturan NB iki adet hücre hattı olan KELLY ve LAN5 

hücrelerinde hücrelerinde diferansiye edici ajan RA ve sisplatin (CDDP) ve Takrolimus ‘un 

(Tac) etkisini incelemektir.  

Bu amaçla hücre kültüründe üretilen KELLY ve LAN5 hücrelerine LD50 saptanarak bu 

dozlar uygulanmıştır. PI3K/AKT ve RAS/MAPK ilişkili ERK1/2 yolağı üzerinde etkisi için 

Akt, p44 (Erk1/2), Ras ve EGFR protein ekspresyonları immunsitokimyasal ve Western Blot 

yöntemi ile değerlendirilmiştir.  Diferansiyasyon Toludin Blue boyamasında morfolojik olarak 

değerlendirilmiştir. İstatistiksel olarak non-parametrik Mann-Whitney U ve Ki- Kare testleri, p 

< 0,05 anlamlılık düzeyinde kullanılmıştır. 

RA, PI3K/AKT ve RAS/MAPK ilişkili ERK1/2 yolağı üzerine istatistiksel anlamlı 

düzeyde etki etmediği ancak diferansiyasyon ve proliferasyon durdurucu etkisinin ön planda 

olduğu saptanmıştır.  
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Tac, Akt ekspresyonunu arttırdığı için NB’de iyi bir tedavi adayı değil gibi 

gözükmektedir. RA’nın RA, PI3K/AKT ve RAS/MAPK ilişkili ERK1/2 yolağı üzerine etkili 

olmaması, aday bir metronomik diferansiye edici ajan olma önemini desteklemektedir. 

Diferansiye edici bir ajanın bu yolağı anti- kanser yönde etkilemesi beklenmemektedir.  

 

Anahtar Kelimeler: Nöroblastom, Retinoik Asit, Sisplatin, Sinyal Yolakları 
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DETERMINING THE EFFECT OF RETINOIC ACID ON PI3K/AKT AND 

RAS/MAPK PATHWAYS ON CHILDHOOD SOLID TUMORS BY USING 

WESTERN BLOT 

Özde Elif GÖKBAYRAK, Dokuz Eylul University, Institute of Health Sciences, 

Department of Oncology, 35340, İnciraltı, İzmir 

ABSTRACT 

Neuroblastoma is an embryonic tumor originating from the neural crest. It is the most 

common extracranial solid tumor in children under 5 years of age. Despite intensive 

protocols andalternative treatment approaches in advanced-stage disease, the two-year 

survival rate is only 30-40%. Differentiation ofcancer cells by stimulation with agents has 

become a promising strategy in anti-neoplastictherapy. Retinoic acid (RA) has been 

clinically used to induce cellular differentiation inneuroblastoma. RA is an agent that 

continues to be investigated in terms of therapeutic potentialin in-vitro and in- vivo studies. 

The biological effects of retinoids in the cells are mediated through ligands that bind to 

retinoic acid receptor (RAR) and retinoid X receptor (RXR). PI3K/AKT and RAS/MAPK 

are pathways that associated with survival and cell proliferationin cancer. Up to date, 

PI3K/AKT pathway has been studied more intensively in neuroblastoma cells. In contrast, 

the relationship between RAS/MAPK and associated ERK1/2 pathway, RA and cisplatin in 

NB cells has not been investigated. The aim of this study is to determine the effect of RA, 

cisplatin and combinations on the protein expressions of AKT, Bcl-2, MAPK (Erk1/2), and 

Ras related to PI3K/AKT and RAS/MAPK-related ERK1/2 pathways in two childhood 

solid tumor types of NB cells.  

For this purpose, LD50 was detected in KELLY and LAN5 cells produced in cell 

culture and these doses were applied. For the effect on PI3K / AKT and RAS / MAPK-

associated ERK1 / 2 pathway, Akt, p44 (Erk1 / 2), Ras and EGFR protein expressions were 

evaluated by immunocytochemical and Western Blot method. Differentiation was 

morphologically evaluated in Toludin Blue staining. Non-parametric Mann-Whitney U and 

Chi-square tests were used statistically. 
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RA showed no significant effect on PI3K / AKT and RAS / MAPK-associated ERK1 

/ 2 pathway, but differentiation and proliferation inhibiting effect were at the forefront. 

 

Tac appears to be not a good candidate for treatment because it increases Akt 

expression. The fact that RA is not effective on RA, PI3K / AKT and RAS / MAPK-related 

ERK1 / 2 pathway supports the importance of being a candidate metronomic differentiation 

agent. It is not expected that a differentiating agent will affect this pathway in an anti-

cancer direction. 

 

Keywords: Neuroblastoma, Retinoic Acid, Cisplatin, Signal Pathways 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

 

       Nöroblastom (NB) , nöral krestten köken alan embriyonik bir tümördür. 5 yaş altı 

çocuklarda en sık görülen ekstrakranyal solid tumördür. İleri evre hastalıkta yoğun protokoller 

ve alternatif tedavi yaklaşımlarına rağmen iki yıllık sağkalım yüzdesi %30–40’lara ancak 

ulaşmaktadır. Bu çalışmanın amacı NB hücrelerinde diferansiye edici ajan Retinoik Asit (RA) , 

kalsinörin inhibitörü Takrolimus (Tac) ve sisplatin (CDDP)’in PI3K/AKT ve RAS/MAPK 

ilişkili ERK1/2 yolağı üzerinde etkisini Akt, Bcl-2, MAPK(Erk1/2) ve Ras protein 

ekspresyonları aracılığıyla incelenmesidir. Bu çalışma sonucunda elde edilecek bilgiler ışığında 

özellikle RA, Tac ve CDDP ajanlarının NB hücrelerine etki mekanizmaları daha ayrıntılı olarak 

ortaya konmuş olacaktır. Bu çalışmanın amacı retinoidlerin terapötik potansiyelini araştırmak 

ve NB' deki hareket mekanizmalarını anlamaktır.   

Hipotezler: 

1- RA, NB hücrelerininin çoğalmasını inhibe eder. 

2- RA , NB hücrelerini diferansiye ederek apoptotik hücre ölümüne sürükler. 

3- RA, NB hücrelerinde anti proliferatif etkisini PI3K/AKT ve RAS/MAPK ilişkili 

ERK1/2 yolağı üzerinden gösterir.  
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Çocukluk Çağı Kanserleri 

 

Pediatrik solid tümörler (PST), pediatrik kanserlerin yaklaşık %50'sini temsil eden 

heterojen bir malignite grubudur. Ekstrakraniyal solid tümörler ve merkezi sinir sistemi (MSS) 

tümörleri olarak ayrılabilirler. Bunlar çocukluk çağı malignitelerinin %20-25'ini oluşturup, 

çocuklarda en sık görülen solid tümörlerdir.Nöroblastom, Wilms tümörü, rabdomiyosarkom, 

osteosarkom ve Ewing sarkomu, çocukluk çağında en sık görülen ekstrakraniyal solid tümörleri 

temsil eder(Ring, Markert et al. 2017).Çocukluk çağı kanserleri ortak moleküler, hücresel yada 

genetik özellikler yerine, yaygın olarak anatomik lokasyonları üzerinden sınıflandırılmaktadır 

(Chen, Pappo et al. 2015). Hematolojik maligniteler kan, kemik iliği ve lenfoid sistemi 

kanserleridir. Beyin tümörleri merkezi sinir sisteminin intrakraniyal kanserleridir ve katı 

tümörler ekstrakraniyal non-hematolojik kanserlerdir. PST’ler, epitelyal hücrelerden (örneğin, 

adrenokortikal karsinom) ve mezenşimal hücrelerden (örneğin Ewing sarkomundan) türetilen 

sarkomlardan elde edilen karsinomları içerir.Hematolojik malignitelerden veya beyin 

tümörlerinden farklı olarak, katı tümörler, üç germ hücre soylarından herhangi birinde ortaya 

çıkabilir: mezoderm, endoderm veya ektoderm (Chen, Bahrami et al. 2014).  

PST’lerin genetiği, 1986'da ilk insan tümör baskılayıcı geninin (RB1) tanımlanmasından 

beri çalışılmaktadır (Friend, Bernards et al. 1986). Yeni nesil sekanslama (NGS) 

teknolojilerinin tanıtılması ve PST’lerde karmaşık somatik mutasyonların tanımlanmasını 

mümkün kılan veri analizlerinin geliştirilmesi ile PST genomiklerinde yenilikler yaşanmıştır 

(Downing, Wilson et al. 2012). 
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2.1.1 Hücresel Çeşitlilik 

 

PST histolojik özelliklerinde oldukça farklıdır. Örneğin, retinoblastoma tümör hücreleri 

küreler halinde organize olur ve nöronal süreçleri kürenin merkezine uzatır. Bu süreçler 

sinaptik veziküller içerir, sinaptik eklemler oluşturur ve nörotransmiterler biriktirir (Johnson, 

Zhang et al. 2007). Aksine, rabdomiyosarkom tümör hücreleri bol glikojen içerir ve iskelet 

kasını anımsatan miyofibrillere sahiptir (Chen, Stewart et al. 2013).  

Tümör oluşumunu başlatan ve destekleyen onkogenler ve tümör baskılayıcı genler de 

normal gelişim süreçlerinde önemli rollere sahiptir. Böylelikle, tek tek hücreler, malign 

dönüşüm geçirdikçe, aynı anda hücre kaderi spesifikasyonu ve farklılaşmasında da değişime 

uğrayabilirler. Örneğin, RB1 inaktivasyonu, hücre döngüsü ilerlemesini destekleyerek 

retinoblastomun başlatılmasına katkıda bulunur, fakat RB1 proteini de çubuk fotoreseptör 

farklılaşması için gereklidir(Zhang, Gray et al. 2004).  

Hücresel çeşitlilik ve malign dönüşümdeki bir başka önemli nokta da gelişimsel 

yeterliliktir. PST’ler kompleks ve dinamik gelişmekte olan dokularda, farklılaşmış hücre tipleri 

üretmek için kendi içsel yeterliklerinde tek yönlü değişiklikler geçiren çok-noktalı progenitör 

hücreler olarak ortaya çıkarlar (Cepko, Austin et al. 1996). Spesifik tümör mutasyonları ve 

farklılaşma programları arasındaki integrasyon, dinamik intrinsik hücresel yeterlilik ile 

birleştiğinde, ortaya çıkan tümörlerin moleküler veya hücresel özellikleri orijin hücreyi 

saptamayı zorlaştırır. Bunun yerine, PST’lere potansiyel olarak katkıda bulunan hücresel 

soylardaki hücre kaderi spesifikasyonu ve farklılaşmasının ve bu soylardaki spesifik genetik 

lezyonların farklı gelişim aşamalarında etkisinin incelenmesi daha bilgilendiricidir (Hatley, 

Tang et al. 2012).  
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2.1.2 Klinik Çeşitlilik 

 

Hücresel çeşitliliğe ek olarak klinik çeşitlilik; PST’lerin gelişimsel kökenleri hakkında da 

önemli ipuçları sağlayabilir. İlk olarak, tanı yaşı genellikle belirli tümör tipleri için 

ayrıdır.Retinoblastomlar, bebeklerde en sık görülen tümörlerdir ve nadiren, 5 yaşından sonra 

teşhis edilir. Retinal progenitör hücre proliferasyonu ilk iki trimesterde görülür ve prematüre 

bebeklerin retinoblastom tanısı aldığı bildirilmiştir (Abramson, Schefler et al. 2002).  

Retinoblastomun aksine, osteosarkom yaygın olarak adolesanlarda teşhis edilir. 

Osteosarkomun tepe insidansı ergenlik döneminde iskelet sisteminin hızlı büyümesi ile 

çakışmaktadır (Mirabello, Troisi et al. 2009). Osteoblastlar, bu gelişim döneminde, 

muhtemelen malign transformasyona ve osteosarkoma oluşumuna daha duyarlı hale 

geldiklerinde hızlı genişleme geçirebilirler. Bununla birlikte, osteoblastların osteosarkom için 

orijin hücre olduğu henüz kanıtlanmamıştır.Tamamen farklı bir soyun, somatik mutasyonların 

bir sonucu olarak bir osteojenik fenotipi benimsemesi mümkündür. Ayrıca, adolesanlarda 

hormon seviyeleri, sitokinler veya kemokinlerdeki değişiklikler osteosarkomun başlamasına ve 

ilerlemesine katkıda bulunabilir (Ruza, Sotillo et al. 2003).  

Retinoblastomda olduğu gibi, osteosarkomun genomik analizi, hücresel kökenleri ve 

kemik tümörü oluşumuna katkıda bulunabilecek iç ve dış faktörleri araştırmak için önemli bir 

temel sağlamıştır. Bütün genom dizileme çalışmaları, p53 yolunun hemen hemen tüm 

osteosarkomlarda inaktive olduğunu göstermektedir. TP53 inaktivasyonu olağandışı 

olmamasına rağmen, inaktivasyon mekanizması benzersizdir. Osteosarkomlardaki TP53 

mutasyonlarının çoğunluğu, genin ilk intronunda translokasyonlardır.Bu mekanizma o kadar 

yaygındır ki, bazı osteosarkomlar TP53'te iki bağımsız yapısal varyasyona sahiptir (Chen, 

Bahrami et al. 2014).  
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2.1.3 Genetik Çeşitlilik 

 

Osteosarkom ve retinoblastoma, PST’lerin genomik tablosunun iki ucunu temsil eder. 

Retinoblastomlar tümör başına 14.5 (medyan) yapısal varyasyona (SVs) sahiptir (aralık 0-96), 

genomlarının% 10'u kopya sayısı varyasyonlarında (CNV'ler) (% 0-95) yer alır ve kodlama 

bölgelerinde ortalama 3.5 tek nükleotid varyasyonuna sahiptir (aralık 0–32).Retinoblastomda 

çerçeve-füzyon proteinleri üreten translokasyonlar nadirdir. Bunun aksine, osteosarkomlar 

tümör başına 266 SVs (47-1135), genomlarının% 50'si CNV'lerde (% 3-89) yer alır ve kodlama 

bölgelerinde 46 (tek aralık) 16- 237) nükleotid varyasyonları vardır (Chen, Pappo et al. 2015).  

Genomik veriler arasındaki farklar için bir açıklamalardan birisi, her iki katı tümör tipi de 

retinoblastomların stabil olduğu genomlar ve osteosarkomlar stabil olmayan genomlara sahip 

olmasıdır. Ancak genomik veriler kullanılırken genom stabilitesi hakkında kesinlik 

bulunmamaktadır. Bunun sebebi ise şudur; genellikle bir tümörün genomik görüntüsü, tek bir 

zaman noktasında ve anöploidide analiz edilir ve tümörlerde bol miktarda SV ve CNV'nin 

genomik instabilite nedeniyle ortaya çıktığı düşünülür. Özetle, tümör hücreleri sıradan genetik 

lezyonları normal hücrelerden daha yüksek bir hızda biriktirebilirler (Stephens, Greenman et al. 

2011).  
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2.2 Nöroblastom 

 

Nöroblastom (NB), genç çocukların nöral kresteki embriyonik sempatoadrenal soyundan 

kaynaklanan gelişimsel bir tümörüdür. Günümüzde NB, 1-5 yaş arası çocuklarda pediatrik 

kanserin birincil ölüm sebebidir ve tüm pediatrik kanser mortalitesinin yaklaşık% 13'ünü 

oluşturur (Louis and Shohet 2015). Nöroblastik tümörler (NT), sempatik sinir sisteminin 

embriyolojik gelişimi boyunca değişken derecelerde hücre olgunlaşmasına sahip bir spektrumu 

temsil eder ve 3 ana kategoriyi içerir: nöroblastom (NB), gangliyonöroblastoma (GNB) ve 

gangliyonöroma (GN) (Picarsic and Reyes-Mugica 2015). Malignitenin derecesi, bu tümörlerin 

hücre ve hücre dışı olgunlaşması derecesi ile belirlenir. Küçük çocuklarda en farklılaşmamış ve 

agresif NBL sunar. Daha olgun tümör tipi, daha büyük yaş gruplarını etkileyen GN’dir 

(Papaioannou and McHugh 2005).  

Bebeklikte kendiliğinden gerileme eğilimi olan NB'nin prognozu, tümör proto-

onkojenleri, DNA içeriği ve katekolamin sentezi gibi çeşitli parametrelerden etkilenir. Bu 

parametrelerin kullanımı tümör sınıflandırmasını düşük, orta veya yüksek riskli hale getirir 

(Rha, Byun et al. 2003). 

NB, spontan regresyondan standart ve anti-kanser tedavisine yanıt vermeyen yüksek 

derecede agresif metastatik hastalıklara kadar uzanan biyolojik heterojenliği ve klinik davranış 

aralığı nedeniyle diğer katı tümörlerden farklı kalır (Monclair, Brodeur et al. 2009).  

 

2.2.1 Nöroblastomun Epidemiyolojisi 

 

NB ilk olarak 1863'te Virchow tarafından tanımlandı(Lonergan, Schwab et al. 2002). NB, 

Wilms tümörü ve genel olarak üçüncü en yaygın pediatrik maligniteyi takiben lösemi ve santral 

sinir sistemi tümörleri sonrası çocuklarda en sık görülen ikinci abdominal neoplazmdır 

(Kushner 2004). Çocukluk çağı kanser ölümlerinin yaklaşık %15'ini oluşturur, bu da saldırgan 

doğasını ve tanı anında metastatik hastalık sıklığını yansıtan bir sayıdır. Çoğu NBkaynaklı 

ölüm, 2 yıllık tanı sırasında ortaya çıkar (Boubaker and Bischof Delaloye 2003). Tanıdaki 

ortalam yaş 22 aydır. Teşhis edilen vakaların %90'ından fazlası, 5 yaşından büyük, 2–3 
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yaşlarında en yüksek insidansı olan, yenidoğan veya hatta antenatal NB'nin ortaya çıktığı; 

birçok yenidoğan vakası benign lezyonlara kendiliğinden gerileme veya matürasyon nedeniyle 

kaçmayı saptamaktır (Lonergan, Schwab et al. 2002).  

NB, herhangi bir gelişimsel, konjenital veya kalıtsal sendromun bir parçası olarak kabul 

edilmez ve başka herhangi bir malignite ile ilişkili değildir. Ekzojen nedensel faktörler 

epidemiyolojik olarak tanımlanmamıştır. Genetik tümör genezi teorisi muhtemelen NB için 

geçerlidir, kromozom 1'in kısa kolu (kromozom 1p36) ve kromozom 16p12-13 olası 

predispozisyon lokusları olarak bilimsel ilgi odağıdır (Kushner 2004).  

 

2.2.2 Nöroblastomun Etiyolojisi 

 

NB'ler, Zuckerkandl'ın organı olan adrenal bezlerden ya da sempatik ganglionların 

boyundan pelvise kadar paraspinal bölgeler boyunca dağılımını izler.NB gelişimi için en 

yaygın primer alan retroperiton, adrenal medulla (%35) ve ekstra adrenal paraspinal 

gangliyonlar (%30–%35), %20'sinde mediastinum izlenmektedir (Rha, Byun et al. 2003). NB, 

periferik sempatik sinir sisteminin nöronal gangliyonlarında ortaya çıkan gelişimsel bir 

malignitedir. Bu nöronal yapılar, embriyogenez sırasında nöral tüpün uzağından göç eden 

ventrolateral nöral krest hücrelerinden türemektedir (Betters, Liu et al. 2010).  

Uzun süreli sağkalım öncelikle farklılaşma derecesine bağlıdır, daha ilkel krest benzeri 

tümörler sergileyen hastalar daha olumlu sonuçlar veren daha farklı tümörlere sahip hastalardan 

daha kötüdür (Fredlund, Ringner et al. 2008).  Bu malignitenin yaygın klinik ve patolojik 

heterojenliği, nöral krestin gelişimsel biyolojisini yansıtmaktadır (Takahashi, Sipp et al. 2013).  

2.2.3 Nöroblastomun Onkogenik Faktörleri ve Transkripsiyonel Ağlar 

 

NB tümör oluşumunun kökenleri nöral krest prekürsörlerinin gelişiminin bozulmasından 

kaynaklanırken, 1000'den fazla vakanın DNA'sı ve RNA dizilemesinden sonra, tüm NB 

vakalarını hesaba katmak için hiçbir genetik veya epigenetik mutasyon bulunmamıştır(Pugh, 

Morozova et al. 2013). Benzer şekilde, yapısal genomik değişiklikler NB tümörogenezine 

bağlanmamıştır. Örneğin, 1 p delesyonu, MYCN amplifikasyonu veya 17q kazanımı 

nöroblastomun alt tiplerini ve çarpışma sağkalımını tanımlayabilir, ancak yaygın bir 
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nöroblastomaya özgü genomik değişiklik, LOH veya tüm yüksek riskli nöroblastom 

tümörlerine tek tip olarak verilen genetik translokasyon yoktur (Theissen, Oberthuer et al. 

2014). Dolayısıyla, bu geniş moleküler heterojenite, nöroblastomun bir hastalık spektrumunu 

temsil ettiği kavramını desteklemektedir. Klinik olarak, bu, fenotipik ve morfolojik olarak çok 

benzer olan tümörler, tedaviye son derece farklı tepkiler verebildikleri için zorluk meydana 

gelir. Sonuç olarak yoğun çabalar, en agresif ve ölümcül alt türlerde aktif olan transkriptomları 

ve onkojenik yolları karakterize etmeye odaklanmıştır (De Preter, Vermeulen et al. 2010).  

 

2.2.4 MYCN Amplifikasyonu 

 

MYCN geni ikinci kromozomun kısa kolunda bulunan 2p24 bölgesinde bir gendir. 

MYCN onkojen, nöroblastoma tümör oluşumunda önemli bir rol oynar ve agresif bir tümör alt 

kümesini tanımlar. Genel olarak vakaların yaklaşık% 20'sinde MYCN'nin amplifikasyonu 

(10'dan fazla kopya olarak tanımlanmıştır) bulunur ve özellikle kötü bir prognoz sağlar. İyi 

tanımlanmış transgenik fare modelleri, nöral kresti hedef alan deregüle MYCN 

ekspresyonunun, yüksek penetrans ile tümör oluşumunu ilerletmek için yeterli olduğunu 

doğrulamaktadır(Hansford, Thomas et al. 2004).  Bu transkripsiyon faktörü, dolaylı protein / 

protein etkileşim mekanizmalarının yanı sıra, doğrudan DNA bağlanması yoluyla genetik 

hedefleri (örneğin mRNA, miRNA'lar, lncRNA'lar) aktive eder ve bastırır (Schramm, Koster et 

al. 2013). Hem MYCN hem de MYCC (C-MYC), anti-p53, pro-proliferatif fonksiyonları ve 

pro-EMT fonksiyonlarını iyi tanımlamıştır (Huang and Weiss 2013). Normal embriyogenez ve 

nöral krest gelişmesi sırasında, MYCN geçici olarak sempatik gangliyon haline gelen ventral-

lateral migrasyon kret hücrelerinde ifade edilir. Bu nedenle, kötü diferansiye agresif 

nöroblastomaların bir alt kümesinde yüksek MYCN seviyelerini bulmak şaşırtıcı değildir 

(Wakamatsu, Watanabe et al. 1997).  
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2.2.5 ALK Mutasyonu 

 

ALK'nin (anaplastik lenfoma kinaz) aktive edici mutasyonları da nöroblastomun 

onkojenik sürücüleri olarak rol oynamaktadır. Mutasyonlar hemen hemen tüm ailesel 

nöroblastoma vakalarında (toplam NB vakalarının <% 1'i) ve kendiliğinden vakaların% 6-10'u 

arasında bulunur. Bu reseptör tirozin kinaz (RTK), tipik olarak bir yer değiştirmiş füzyon geni 

(ALK-NPM) olarak bulunduğu lenfoma ve akciğer kanserlerinde bir onkojen olarak rol 

oynamaktadır(Ardini, Magnaghi et al. 2010).  

Son zamanlardaki çalışmalar, Zebra balığı modellerinde nörogenez için gerekli olmasının 

yanı sıra, sempatik nöron gelişimini ve göç nöron krest hücrelerinin hayatta kalmasını ALK ile 

ilişkilendirmektedir. Bu gen, STAT3'e bağımlı kendini yenileme de dahil olmak üzere kök 

hücre fonksiyonlarının önemli bir düzenleyicisidir ve MYCN'nin transkripsiyonel hedefi olarak 

yüksek ekspresyon, kötü sonucu öngörmektedir (Wang, Zhou et al. 2013). 

Genetik olarak tasarlanan nöroblastoma fare modellerinden elde edilen son veriler ALK 

ve MYCN'nin tümör oluşumunu teşvik etmek için işbirliği yaptığını doğrulamaktadır. Not 

olarak, bu kinaz ilaç hedeflemeye uygundur ve güçlü ALK inhibitörleri ALK mutantı 

nöroblastoma için halihazırda klinik çalışmalarda bulunmaktadır (Schulte, Lindner et al. 2013).  

 

2.2.6 PHOX2B Geni 

 

Ailesel nöroblastomun bir alt kümesinde ve sporadik vakaların yaklaşık% 4'ünde Eşlenik 

benzeri Homeobox 2B'nin (PHOX2B) mikrop hattı mutasyonları bulunur (Trochet, Bourdeaut 

et al. 2004). PHOX2B ve PHOX2A, nöral krest öncüllerinin sempatik nöronlara doğru 

farklılaşmasını sağlar. Bu yoldaki mutasyonlar, Hirschsprung hastalığı ve merkezi 

hipoventilasyon sendromu gibi sempatik ve parasempatik soyları içeren nörokristopatiler ile 

ilişkilidir (Wang, Zhong et al. 2014). 

Son zamanlarda, PHOX2B fonksiyon kaybı mutasyonlarının, kalsiyum regülasyonunu 

bozarak nöroblastoma farklılaşmasını engellediği gösterilmiştir (Di Lascio, Bachetti et al. 

2013). PHOX2B ayrıca nöroblastomda ALK ifadesini de inhibe edebilir; Ayrıca PHOX2B 
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fonksiyonunun kaybının, nöroblastoma tümörlerinin bir alt kümesinin patojenezine katkıda 

bulunduğunu ileri sürmektedir (Bachetti, Di Paolo et al. 2010).  

 

2.2.7 17q Bölgesinde Fazlalık 

 

NB’da 17. kromozom uzun kolunda allelik fazlalığı saptanmaktadır. Tek başına (+17q) 

veya t (1;17) şeklinde ortaya çıkabilir. Agresif tümör ve kötü prognozla ilişkilidir (Butler 

Tjaden and Trainor 2013).  

 

2.2.8  1p Delesyonu (1p LOH) 

 

Tanı sırasında tümör dokusunda % 25-35 oranında saptanmaktadır. İleri evre hastalarda 

daha sık görülür. Ayrıca MYCN amplifikasyonu ile birlikteliği fazladır (Mosse, Laudenslager 

et al. 2004). 1p36 bölgesinde oluşan delesyon, bu bölgedeki tümör supresör genin kaybına 

neden olur ve hastalarda mental gerilik, kranio-fasiyal belirtiler görülür. Varlığı kötü prognozla 

ilişkilidir (Butler Tjaden and Trainor 2013). 

 

2.2.9 11q Delesyonu (11q LOH) 

 

Tanıda olguların % 35’inde vardır. Enterasan olarak 11qLOH delesyonu var ise 

MYCNamplifikasyonu bulunmaz.  Fakat yine de yüksek risk özellikleri ( büyük yaş, ileri evre, 

kötüpatoloji) ile birliktelik göstermekte olup ve kötü prognostik bir gösterge 

olarakdeğerlendirilmektedir(Pei, Luther et al. 2013).  
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2.3 Evreleme 

 

İlk kez 1988 yılında yayınlanan Uluslararası Nöroblastoma Evreleme Sistemi (INSS), 

hastanın evresini tanımlamak için ilk cerrahi prosedürün kapsamını kullanmıştır (Brodeur, 

Seeger et al. 1988). Tamamen kesip çıkartılan küçük lokalize tümörler Evre I lezyonlar olarak 

kabul edilmiştir. Evre II tümörler küçüktür, lenf nodu tutulumu olduğu kesin değildir ancak 

tamamen çıkartılmamıştır. Evre III lezyonlar, hastanın anatomik orta hattını geçen ve tamamen 

kesilemeyen büyük tümörlerdir. Son olarak, evre IV ve IVS metastatik tümörler, IVS 

hastalarının karaciğerde, deride ve kemik iliğinin % 10'undan azında bulunan metastatik 

hastalığı olan <1 yaşından büyük olmasıyla farklılaşmıştır (Owens and Irwin 2012).  

 

2.4 Retinoik Asit 

 

2.4.1 Genel Bilgiler 

 

All-trans retinoik asit (ATRA), vücudun işlev göstermesi ve sağlıklı kalması için küçük 

miktarlarda ihtiyaç duyduğu bir besin olan A vitamininin aktif bir metabolitidir. ATRA, 

özellikle embriyonik dönemde hücrelerin büyümesine ve gelişmesine yardımcı olur. 

Laboratuvarda üretilen sentetik retinoik asit formları, ciltteki akne gibi bir takım sorunları 

tedavi etmekte, ayrıca farklı kanser türlerinde tedavide kullanılır. Aynı zamanda retinoik asit, 

tretinoin ve A vitamini asidi olarak da anılır. All-trans retinoik asit, anti-kanser kemoterapi ilacı 

olarak kabul edilir ve Retinol (alkol formu), Retinal (aldehit formu), Retinoik asit (asit formu) 

ve retinil ester (ester formu) içeren “retinoid ailesi” altında sınıflandırılır. Bu bileşiklerin hepsi 

vitamin A' nın başlıca metabolik formları olan Retinoidler olarak bilinmektedir.  Yapısal 

olarak, retinoidler bir β-iyon halkasına ve bir alkol, aldehit, bir karboksilik asit grubu veya bir 

ester grubuyla çoklu doymamış yan zincire sahiptir (Siddikuzzaman, Guruvayoorappan et al. 

2011). Yan zincir, “trans-” veya “cis-” konfigürasyonunda bulunabilen bir dizi konjuge çift 

bağa sahip dört izoprenoid birimden oluşur. Bilinen diğer retinoik asit türleri olan 9-cis retinoik 

asit ve 13-cis retinoik asit, ATRA’nın doğal izomerleridir. Retinoidlerin aksiyonları, steroid / 

tiroid / retinoid hormon reseptör ailesinin üyeleri olan nüklear retinoid reseptörleri aracılığıyla 

gerçekleştirilir (Bouriez, Giraud et al. 2018). 
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2.4.2 Retinoik Asit Reseptörleri 

 

Retinoid reseptörleri, retinoid-cevabı veren genlerin promoter bölgesindeki retinoik asit 

yanıt moleküllerine (RARE) bağlanarak hedef genlerin transkripsiyonunu güçlendiren ligandla 

indüklenebilir transkripsiyon faktörleri olarak hareket eder (Tate, Levin et al. 1994).  

C domaini, iki tane çinko- parmak yapısı içeren, sistein açısından zengin olan DNA- 

bağlanma bölgesidir. E domaini, ligand (retinoid) bağlama bölgesini içerir ve ayrıca diğer 

reseptörler ile dimerizasyon için gerekli bir bölgeye sahiptir. C ve E alanlarının amino asit 

sekansları, retinoid reseptörleri boyunca yüksek ölçüde korunurken, A, B ve F bölgeleri, 

reseptörler arasında daha az korunmuş olmakla birlikte, farklı türler boyunca aynı reseptörler 

için yüksek ölçüde korunmuş halde kalmaktadır (Siddikuzzaman, Guruvayoorappan et al. 

2011).  

Retinoid nükleer RAR ve RXR olmak üzere iki reseptör ailesi tanımlanmıştır. Her sınıf 

üç farklı alt tür içermektedir: a, β ve γ (Alvarez, Germain et al. 2007). ATRA ve fenretinide, 

RAR, 13-cis RA ve sadece beksaroten ve RAR veya RXR'ye bağlanan 9-cis RA'ya spesifik 

olarak bağlanabilir (Bushue and Wan 2010).Bu reseptörlerin ifadesi, ya reseptörlerin kendileri 

tarafından, ya  ERα gibi diğer nükleer reseptörler tarafından ya da aynı reseptör ailesine ait  

farklı alt tipler tarafından düzenlenmektedir (Ross-Innes, Stark et al. 2010). Ligandların 

bağlanmasının ardından RARs ve RXR'ler heterodimerleri oluşturur ve RA alt-akış genlerinin 

5' bölgesinde bulunan RARE’lere bağlanarak aşağı akım efektörlerini aktive etmek için ligand-

bağımlı transkripsiyon faktörleri olarak rol oynarlar (Bushue and Wan 2010). RAR veya 

RXR'lerin RARE'ye bağlanma yoluyla işlev görmesi, RA klasik veya genomik yolu olarak 

kabul edilir (Connolly, Nguyen et al. 2013). Klasik yolun aktivasyonu, hücre farklılaşmasını, 

hücre tutuklanmasını ve apoptozu tetikler (Tang and Gudas 2011).  
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Şekil 2.4.2.1: Retinoik Asit Reseptörleri ve Aksiyon Mekanizması. Şekildeki enzimatik 

adımlarda, Vitamin A (retinol) retinaldehid (RDH) 'nin retinaya oksitleyici etkisi ve 

retinaldehid dehidrogenaz (RALDH) ile RA’ya metabolize edilir. RA, all-trans, 9-cis ve 13-cis-

retinoik asitleri içeren üç farklı izomere sahiptir. Retinoik asit, proteine Hücresel Retinoik Asit 

Bağlama Proteini (CRABP) tarafından çekirdeğe nakledilir ve retinoik asit reseptörü a'ya 

(RARa) iletilir. RARa, heterodimerize olur ve çoğunlukla gen promoterlerinde bulunan RA 

duyarlı elementlere (RARE) bağlanır. RA mekanizmasının klasik yolunda, RA, RARy dahil 

olmak üzere aşağı doğru hedef genlerinin ifadesini indüklemek için RARa ve rexinoid 

reseptörlerinin (RXRa, y, veya y) dimerlerine bağlanır. Aktivasyon üzerine, RARy kendi 

ifadesini ve esas olarak hücre büyümesini inhibe eden fonksiyonun aşağı akış genlerini 

düzenleyebilir. Alternatif olarak, RA, FABP5 gibi başka faktörler tarafından çekirdeğe 

bağlanabilir ve nakledilebilir. Bu, RA'yı PDK-1 / Akt veya ERa yolu gibi genomik olmayan 

yolları aktive eden PPARy / P ve ERa gibi diğer klasik olmayan reseptörlere sunar. Klasik yola 

atfedilen farklılaşma fonksiyonlarının aksine, genomik olmayan yollar kanser hücreleri 

üzerinde güçlü antiapoptotik ve proliferatif etkiler gösterir. Klasik ve genomik olmayan 

yolların kendi ligandlarının nispi bolluğu tarafından kontrol edildiğine inanılmaktadır. RA, 

RAR'lar için diğer reseptörlere kıyasla daha güçlü bir afiniteye sahiptir ve klasik yol, genomik 

olmayan yollar üzerinde dominant bir rol oynar. Böylece, eğer RA, östrojen gibi başka 

ligandlarla mevcutsa, klasik yoldan sinyal vermek, hücre farklılaşması ve büyüme inhibisyonu 
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ile sonuçlanmak üzere tercih edilir. (Bu şekil “Molecular Pathways: current roles and future 

directions of the retinoic acid pathway in cancer prevention and treatment, Conolly ve ark., 

2013” makalesinden uyarlanmıştır.) 

 

2.4.3 Retinoik Asit ve Kanser 

 

Retinoidler, ağırlıklı olarak hücresel farklılaşmayı indükleme ve proliferasyonu durdurma 

yeteneklerinden dolayı kanserin önlenmesi ve tedavisi açısından potansiyel birer ajan olarak 

tanımlanmıştır (Connolly, Nguyen et al. 2013). Ayrıca yapılan çalışmalarda retinoidlerin, 

hücreleri apoptoza sürükleyerek te anti kanser etki sağladığı gösterilmiştir (Hofmann 1992). 

RA ile düzenlenen tümör baskılayıcı genler, eksprese edildiği zaman tümör büyümesini inhibe 

edebilir (Houle, Rochette-Egly et al. 1993). Retinoidler, bazı hematolojik malignitelerin 

tedavisinde, kutanöz T hücreli lenfoma ve APL'de kullanım için FDA onayı almıştır. Yapılan 

çalışmalarda Bexarotene (bir RXR-selektif retinoid veya rexinoid), refrakter ileri evre miyozis 

fungoidesli bir kutanöz T hücresi lenfoması olan hastalarda yaklaşık % 50'lik bir genel yanıt 

oranı ile ilişkili bulunmuştur (Duvic, Hymes et al. 2001). Yapılan bir çalışmada Tallman ve 

arkadaşları sentetik bir retinoid olan ATRA'nın, sadece APL'de kemoterapi ile 

karşılaştırıldığında hastalıksız ve genel sağkalımda prognozu iyi etkilediği ve vakaların 

yaklaşık %70'inde uzun süreli remisyonlar ortaya çıkardığı gösterilmiştir (Tallman, Andersen et 

al. 1997). Yapılan birçok çalışmada, akciğer kanseri prevensiyonunda tek ajan olarak 

retinoidlerin rolü araştırmıştır; yüksek seviyede akciğer kanseri riski olanlarda (primer 

kemoprevensyion), bronş epitelinde veya balgamda varolan ön-malign değişikliklere sahip 

olanlar (sekonder kemoprevensiyon) ve akciğer kanseri öyküsü olan hastalarda (tersiyer 

kemoprevensiyon) literatürde yoğun çalışmalar bulunmaktadır (Lippman, Lee et al. 2001). 

All-trans retinoik asit (RA, tretinoin), lenfoma, lösemi, serviks kanseri, akciğer kanseri, 

böbrek kanseri, nöroblastoma ve glioblastoma gibi çeşitli kanser türlerinin tedavisi için 

geliştirilmiştir. Benzer olarak 13-cis RA (izotretinoin) tiroid kanseri, akciğer kanseri, prostat 

kanseri, baş-boyun kanseri gibi çeşitli kanser türleri için klinik deneyde olmuştur. Ayrıca, farklı 

kanser türlerinin tedavisi için klinik denemede bulunan birkaç sentetik retinoid vardır (Das, 

Thapa et al. 2014). RA türevleri nöroblastom tedavisinde kullanılmakta ve umut verici 

kliniksonuçlar göstermektedir (Reynolds, Wang et al. 2000).  
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NB’nin güncel tedavisi sonrasında sağ kalım, beklenenin altındadır. Bu sebepten dolayı, RA ile 

indüklenmiş nöroblastom hücrelerinin farklılaşmasında rol oynayan moleküler mekanizmaların 

açığa çıkarılması önemlidir. Bu mekanizmalara daha spesifik bakıldığında, hücrenin hayatta 

kalması ve hücreyi apoptoza sürükleyen RA aracılı dengeleyici sinyal yolakları, şaşırtıcı klinik 

sonuçlar doğurabilecek potansiyel bir rol oynayabilir. 

 

2.5 Takrolimus 

 

2.5.1 Genel Bilgiler 

 

Takrolimus (diğer adıyla FK506), Streptomyces tsukubaesis'in fermantasyon et suyundan 

izole edilen 23 üyeli bir makrolid laktonudur (Tanaka, Kuroda et al. 1987). Ek olarak, 

siklosporin gibi takrolimus da, katı organ transplantasyonunu takiben siklosporine değerli bir 

terapötik alternatif olarak ortaya çıkan kalsinörin inhibitör grubuna ait bir immünosupresif 

ajandır (Plosker and Foster 2000).Kalp (Crespo-Leiro, Paniagua et al. 2002), ince bağırsak 

(Reyes, Mazariegos et al. 2005), pankreas (Bottino, Trucco et al. 2002), kemik iliği (Corry, 

Chakrabarti et al. 2001), akciğer, karaciğer (Treede, Klepetko et al. 2001) ve böbrek (Borrows, 

Chusney et al. 2005)alıcılarında reddinde ve otoimmün hastalıkların tedavisinde etkilidir 

(Heneghan and McFarlane 2002). 

Bu ajan, 1984 yılında Fujisawa Pharmaceutical Co Ltd. tarafından bulunmuştur. Tac, T-

lenfositlerin aktive olması için önemli bir molekül olan kalsinörini inhibe eden uzun salınımlı 

bir madde şeklinde formüle edilmiştir (Wallemacq, Goffinet et al. 2009).  

2.5.2 Etki Mekanizması 

 

Kalsinörin inhibitörleri dermatolojide sıklıkla T-hücre yanıtını değiştirme özelliklerinden 

dolayı kullanılmaktadır (Weischer, Rocken et al. 2007). 

Tac, sinyal transdüksiyonundan sorumlu bir immünofilin olan FKBP-12'ye bağlanır ve 

Ca2 +, kalmodulin ve kalsinörin ile bir pentamerik kompleks oluşturur (Kalt 2017). Normalde 

T hücrelerinin aktivasyonu, kalsiyum konsantrasyonunda intrasitoplazmik bir artışa yol açar 
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(Bultynck, De Smedt et al. 2002). Artmış Ca+2 seviyeleri bu defa “kalmodulin” denilen bir 

molekülü aktifleştirir. Kalsinörin ise kalmodulin aktivasyonu ile aktive olmuş olur. Kalsinörin 

molekülü iki adet alt üniteden oluşmaktadır; birincisi katalitik bölge, ikincisi oto-inhibitör 

bölge (Kalt 2017). Bu bölgeler Ca+2’a ve kalmodulin bağlanmasına göre konum değiştirebilir. 

Kalsinörin, “NFAT” denilen (nuclear factors of activated T cells) molekülü defosforile eder. 

Defosforile olan NFAT nukleusa girer ve nüklear alt üniteler ile bir kompleks oluşturur. Bu 

kompleks bazı genlerin promotor bölgelerine bağlanabilmektedir. Örneğin, IL-2, IL-4, IF γ ve 

TGF β gibi pro-inflamatuar sitokinlerin transkripsiyonu ve ifade edilmesi gerçekleşir(Marsland 

and Griffiths 2002). 

 

 

Şekil 2.5.2.1: Hücrede Kalsinörin İnhibitörleri ve Etki Mekanizması.  

Kalsinörin inhibitörlerinin hücre içi etki mekanizması: Hücrede CsA, pimekrolimus, takrolimus 

ve rapamisin, immünofilinler adı verilen intrasitoplazmik proteinler ile bütün bir şekilde 

kompleks oluşturur. Siklosporin A, siklofilin, pimekrolimus, takrolimus ve 

rapamisinebağlanarak, takrolimus bağlayıcı protein (FKBP12) olarak adlandırılan bir 12-kDa 

proteinine bağlanır. Böylece CsA, pimekrolimus ve takrolimus, defosforilasyon ile NFAT'ı 
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inaktifleştirir. Bu durum da IL -2, IL-4, interferon-gama ve TGF-B'nin gen transkripsiyonuna 

neden olur. (Bu şekil “Tacrolimus: a review of laboratory detection methods and indications for 

use, Kalt, 2017” makalesinden uyarlanmıştır. 

Kalsinörin inhibitörleri hücreye verildiğinde hepsi kalsinörinin aktivitesi ile 

immunofilinlere ve interferlere bağlanırlar. Böylece NFAT’ın defosforile olması engellenir. 

Aynı zamanda sitokinlerin üretimi de etkilenir (Kalt 2017). Ayrıca T hücresi, antijen sunan 

hücreler tarafından yapılan aktivasyona cevap veremez hale geleceğinden, T hücre aktivasyonu 

baskılanmış olur (Jain, McCaffrey et al. 1992). Yapılan çalışmalarla immun baskılayıcı 

ajanların, genel olarak malignitelerin ve özellikle de cilt kanserinin görülme sıklığıyla doğrudan 

ilişkili olduğu bilinmektedir. Kalp nakli yapılmış hastalara operasyon sonrası immune 

baskılayıcı ajanlar verilmektedir. Bu nedenle transplante hasta grupları malinitelere daha 

yatkındırlar (Weischer, Rocken et al. 2007).Nakil hastalarına yaklaşık 5 yıllık yapılan takip 

sonrasında hastaların %17'sinde deri kanseri vakası görülmüştür.Bu tümörlerin lokalizasyonuna 

bakıldığında yaklaşık yüzde yetmişi baş ve boyun tümörü, %17'si üst ekstremitede iken alt 

ekstremitelerde ve batın kısmında yalnızca %4’lük bir orana rastlanmıştır (Caforio, Fortina et 

al. 2000). 

 

 

2.6 Sisplatin 

 

Sisplatin (CDDP) ilk olarak 1844 yılında M. Peyrone tarafından geliştirilmiştir ve 

kimyasal yapısı ilk olarak 1893 yılında Alfred Werner tarafından açığa kavuşturulmuştur 

(Dasari and Tchounwou 2014). CDDP  iyi bilinen platinyum bazlı bir kemoterapötik ajandır. 

Mesane, baş-boyun, akciğer, over ve testis kanserleri dahil olmak üzere çok sayıda insan 

kanserinin tedavisinde aktif rol oynamaktadır. Karsinomlar, germ hücreli tümörler, lenfomalar 

ve sarkomlar dahil olmak üzere çeşitli kanser türlerine karşı etkilidir (Dasari and Tchounwou 

2014). 

CDDP hücre içine girdiği zaman aktifleşir. Sitoplazmada, CDDP üzerindeki klorür 

atomları, su molekülleri tarafından yer değiştirir. Bu sayede oluşan hidrolize ürün, nükleik 

asitler üzerindeki protein ve azot verici atomlar üzerindeki sülfhidril grupları dahil olmak üzere 
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herhangi bir nükleofil ile reaksiyona girebilen güçlü bir elektrofil halini almış olur. CDDP, 

pürin kalıntıları üzerinde N7 reaktif merkezine bağlanır ve bu nedenle kanser DNA'sında bir 

hasara yol açar. Ayrıca hücre bölünmesini bloke eder ve apoptotik hücre ölümüne neden olur 

(Dasari and Tchounwou 2014).  

CDDP’nin ciddi şekilde yan etki gösterdiği de bilinmektedir. Bir yandan kanser 

hücresinin DNA'sını hasarlarken, bir yandan da hücrede oksidatif stresi indükler ve hücre 

ölümüne yol açar. ROS oluşumu, cis-diamminedikloro platin (II) konsantrasyonuna ve maruz 

kalma süresine bağlıdır (Brozovic, Ambriovic-Ristov et al. 2010). Sisplatin primer olarak 

apoptoz yoluyla hücre ölümüne sebebiyet verir. Bununla birlikte hücrede oluşabilecek herhangi 

bir mutasyon sonucunda apoptotik sinyallemenin engellenmesi, hücre içinde sisplatin 

mekanizmasına direnç gösterebilir (Dasari and Tchounwou 2014). 

CDDP, yüksek düzeyde ve geniş bir anti tümör aktivitesi spektrumuna sahiptir. Bu 

nedenle, anti kanser aktivitesine ve düşük yan etkilere sahip platinyum içermeyen yeni metal 

türleri bulmak için, ilaç tasarımı alanında geliştirilmiş kapsamlı araştırmalara imkan 

sağlamıştır(Lebwohl and Canetta 1998).  Aşağıdaki figürde CDDP’nin hedefleri 

gösterilmektedir.   
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Şekil 2.6.1 :  CDDP’nin Hedefleri: Platin kompleksleri, tümör hücresi ölümünü 

indüklemeye yönelik kanserlerin adjuvan terapisi olarak klinik olarak kullanılmaktadır. Hücre 

tipine ve konsantrasyonuna bağlı olarak, sisplatin, örneğin transkripsiyon ve / veya DNA 

replikasyon mekanizmaları ile etkileşime girerek sitotoksisiteyi indükler. Ek olarak  sisplatin, 

apoptozis indüksiyonu yoluyla tümörleri, kalsiyum sinyallemesi, ölüm reseptör sinyallemesi ve 

mitokondriyal yolakların aktivasyonu dahil olmak üzere çeşitli sinyal transdüksiyon yollarının 

aktivasyonunun aracılık etmesi ile zarar verir. (Bu makale “Cisplatin As an Anti-Tumor Drug: 

Mechanisms of Activity, Drug Resistance and Induced Side Effects, Florea, A-M. ve ark., 

2011” adlı makalesinden uyarlanmıştır.) 
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CDDP'nin pediyatrik katı tümör türleri için klinik yararı vardır; bununla birlikte, 

CDDP'nin verimine sıklıkla sekonder malignitelere yol açan toksik yan etkiler ve tümör direnci 

eşlik eder (Chen, Milacic et al. 2009). 

Oksidatif strese maruz kalmak normal biyolojik fonksiyonları bozduğu bilinmektedir. 

DNA hasarı dışında, son veriler CDDP'nin de hücre ölümünü tetikleyen reaktif oksijen türlerini 

(ROS) indüklediğini göstermektedir. Hücre ölümü, çeşitli sinyal yollarının aynı anda 

aktivasyonu üzerine gerçekleşir, özel yollar ise kanser hücresine bağlıdır. ROS oluşumu CDDP 

konsantrasyonuna ve maruz kalma süresine bağlıdır. Hücre içi redoks homeostazı, tiyol grubu 

(-SH) içeren moleküller tarafından korunur. Belirli koşullar altında bir tiyol grubu, moleküler 

oksijen ile etkileşime girebilen ve dolayısıyla ROS üreten tiyol radikallerinin oluşumuna yol 

açabilir (Brozovic, Ambriovic-Ristov et al. 2010).  

Çoğu metal ROS üretebilir. Metallerin neden olduğu serbest radikallerin çeşitli DNA 

hasarlarına aracılık ettiği, buna ek olarak metallerin DNA onarımını önleyebildiği bulunmuştur. 

Spesifik fizyolojik seviyeleri aşan metal konsantrasyonları, muhtemelen serbest radikaller 

üreterek toksiktir. Genellikle, her bir hücre antioksidanlar ve serbest radikaller arasında bir 

dengeye sahiptir ancak ROS lipid peroksidasyonuna, sülfhidril gruplarının tükenmesine, sinyal 

transdüksiyon yollarının değişmesine, kalsiyum homeostazisine yol açıp, aynı zamanda DNA 

hasarını da indükler. Bu durum, yaşlanma veya kansere neden olur (Desoize 2002).  

p53 tümör baskılayıcı protein, kanserde CDDP'ye olan duyarlılıkla ilişkilidir. CDDP ile 

indüklenebilen p53 gen terapisi, yaygın olarak kullanılan kemoterapötik ajanların etkinliğini 

arttırırken bir transgen ekspresyonunun kontrolünü sağlayabilir. Bu, kanserler için umut verici 

yeni bir tedavi olabilir (Wang, Qian et al. 2006). p53 proteini CDDP ile modifiye edilmiş 

DNA'yı tanıyabilir. Pivonkova ve meslektaşları, p53 delesyon mutantlarını kullanarak CDDP-

DNA'ya bağlanan p53'ü ve protein redoks durumundaki değişikliklerle p53-DNA 

bağlanmasının modülasyonunu araştırmışlardır.İzole edilmiş p53 C-terminali alanı, modifiye 

edilmemiş DNA'ya kıyasla önemli ölçüde daha yüksek bir afinite ile CDDP-DNA'ya 

bağlanmıştır (Pivonkova, Brazdova et al. 2006). 

CDDP’in çeşitli kanserler üzerinde etkili olduğu bilinmektedir.  Özellikle meme 

kanserinde, CDDP, taksanlar, vinka alkaloidler ve 5-fluorourasil (Florea and Busselberg 2011) 

gibi sinerjik veya ilave etkilerle sonuçlanan diğer ilaçlarla birlikte kullanılmıştır. CDDP, 1,2-

intrastrand çapraz bağlantısında Pt-DNA eklentileri oluşturarak DNA sinyallerine neden olarak 
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bilinir ve çeşitli sinyal iletim yollarının aktivasyonuna yol açar (Ding, Yuan et al. 2011). 

Bununla birlikte, kesin eylem mekanizması ve özgüllük hala iyi oluşturulmamıştır. CDDP’nin 

meme kanseri hücrelerini kemoterapiye duyarlı hale getirdiği mekanizmalara ışık tutmak için, 

CDDP’nin meme kanserinin farklı moleküler ve farklılaşma alt tiplerini temsil eden dört insan 

kanseri hücre çizgisi kullanılarak hücre fenotipi ve hayatta kalma üzerindeki etkilerini 

incelenmiştir (Prabhakaran, Hassiotou et al. 2013). CDDP'nin meme kanseri hücre sağkalımını 

azalttığı ve hücre dizileri içinde kök / progenitör hücre alt popülasyonlarının farklılaşmasını 

indüklediği sonucuna varılmıştır. Bu etkiler, bu ilacın bir tümör içindeki spesifik kemoterapiye 

dirençli hücreleri hedef alması potansiyelini gösterir (Prabhakaran, Hassiotou et al. 2013). 

CDDP’nin ana sitotoksik etkisi DNA hasarı olarak bilinir. Bununla birlikte, son 

zamanlarda yapılan çalışmalar CDDP’nin apoptotik sürece dahil olan olaylar zincirini 

oluşturduğunu kanıtlamıştır. Sıçan nöroblastom B50 hücrelerinde yapılan bir çalışmaya göre, 

golgi aparatı, endoplazmik retikulum ve lizozom organellerinin CDDP’nin hedefi olduğu 

gösterilmiştir. Çalışmada hem konfokal mikroskopide hem de TEM'de elde edilen sonuçların, 

bu organellerin 48 saatlik CDDP tedavisine bağlı olarak güçlü bir yeniden düzenlemeye maruz 

kaldıklarını ve bu değişikliklerin sitoiskelet tübülinin yeniden düzenlenmesine bağlı olduğu 

gösterilmiştir. Böylece tüm sürecin fagositoz için tasarlanmış apoptotik cisimlerin oluşumunun 

temelinde olduğu belirtilmiştir (Santin, Scietti et al. 2012).  
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2.7 PI3K /AKT Yolağı 

 

Fosfatidilinositol 3 -kinaz (PI3K) /Akt sinyal yolağı çeşitli tipte hücresel uyarıcı yada 

toksik bir hasar görmeye bağlı olarak aktive edilir ve bu yolak ile hücrede transkripsiyon, 

translasyon,proliferasyon, büyüme ve sağkalım gibi temel fonksiyonları regüle edilmektedir 

(Datta, Brunet et al. 1999). PI3K/Akt yolağında meydana gelen bir mutasyon sonucunda oluşan 

hatalı aktivasyon; başta kanser, diyabet ve otoimmun hastalıkların gelişimi ile 

ilişkilendirilmiştir (Vivanco and Sawyers 2002). İnsan kanserlerinde PI3K/Akt yolağında 

sinyalizasyonun aksamaya uğradığı gösterilmiştir (Testa and Bellacosa 2001).  

Kanserin gelişmesi ve ilerlemesi, hücre proliferasyonu ve sağkalım arasındaki dengenin 

başka yöne kaymasıyla yakından ilişkilidir. PI3K/Akt sinyalizasyonu, proliferasyon ve apoptoz 

ile ilişkilidir ve sadece tümör gelişiminde değil, tümörün tedaviye verdiği potansiyel tepkisini 

açığa çıkarmakta da önemli bir görev oynamaktadır (Nicholson and Anderson 2002). 

PI3K, PI (4, 5) P2'nin inositol halkasının 3 pozisyonunun fosforillenmesinde rol oynar ve 

hayatta kalma sinyali için gerekli olan bir molekül ve kuvvetli bir sekonder mesajcı olan PI(3, 

4, 5) P3 ve insülin aksiyonu için gereklidir (Fruman, Meyers et al. 1998).  
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Şekil 2.7.1 : PI3K/Akt sinyal yolunun düzenlenmesi için model.Büyüme faktörlerinin 

reseptör tirozin kinazına (RTK) veya G proteinine bağlı reseptörlere (GPCR) bağlanması, P85 

ve P110 alt birimlerinden oluşan fosfatidilinositol 3-kinazın (PI3K) fosforilasyonunu uyarır. 

PI3K fosfatidilinositole-4,5 bisfosfonat (PI (4,5) P2) PI (3,4,5) P3'e dönüştürürken, PTEN 

(kromozom 10 üzerinde silinen fosfataz ve tensin homologu) bu reaksiyonu tersine çevirir. Akt, 

hücre zarına translokasyon yapar ve PH alanından PI (3,4,5) P3 ile etkileşir, fosfoinositide 

bağımlı kinaz (PDK) 1, PDK2 ve integrin-bağlı kinaz tarafından iki tortuda (Thr308 ve Ser473) 

fosforillenir (ILK). Karboksi terminal modülasyonlu protein (CTMP) fosforilasyonu inhibe 

eder. Aktif olduktan sonra Akt, hücre döngüsü ve hücre sağkalımı gibi temel hücresel süreçleri 

kontrol eder. (Bu figür “ PI3K /AKT Pathway: It’s functions and alterations in human cancer, 

Osaki,M ve ark., 2004” adlı makaleden uyarlanmıştır.) 

PI3K'ler, protein tirozin kinaz aktivitesi (Reseptör Tirosin Kinaz, RTK) ve G protein-

aracılı reseptörler (GPCR) tarafından aktive edilen bir katalitik alt birim (P110) ve bir 

düzenleyici alt birimden (P85) oluşan heterodimer moleküllerdir (Katso, Okkenhaug et al. 

2001). Aktifleşen PI3K, plazma membran lipidi olan Pl (4,5) P2'yi saniyeler içinde PI (3,4,5) 

P3'e çevirir. PI (3,4,5) P3'ün hücre üzerine etkisinde, FYVE ve plekstrin homoloji (PH) 
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alanlarının yanı sıra en az iki farklı protein-lipid bağlama alanına spesifik olarak bağlanarak 

aracılık eder (Pawson and Nash 2000).  

Akt proteini, 57 kD boyutunda bir Ser/Thr kinaz'dır. Farelerde bir lösemi tipinden 

sorumlu olduğu bilinen viral bir onkoprotein olan v-Akt'ın hücresel homologudur ve bu yüzden 

c-Akt yada Akt olarak isimlendirilmektedir (Staal 1987). Aynı zamanda PKB (protein kinaz B) 

veya RAC (protein kinaz A ve C ile ilişkili) olarak da isimlendirilmektedir, çünkü yapılan 

birkaç çalışmada v-Akt ve c-Akt' ın protein kinaz C'ye (PKC) ve protein kinaz A'ya (PKA) 

hafif derecede benzerlik gösteren bir protein kinazı kodladığı gösterilmiştir (Jones, Jakubowicz 

et al. 1991). Memeli genomunda; Akt1 (PKBα), Akt2 (PKBβ) ve Akt3 (PKBγ) izoformlarını 

kodlayan üç Akt geni vardır. Bunlardan Akt2 ve Akt3, Akt1 ile amino asit sekansında 

sırasıyla% 81 ve% 83 homoloji göstermektedir (Vanhaesebroeck and Alessi 2000). 

Memelilerde bulunan üç Akt geninin tamamı, farklı dokularda geniş ölçüde eksprese edilir, 

fakat farklı Akt tipleri bazı dokularda daha fazla bulunurlar. Örneğin; Akt1 beyinde, kalpte ve 

akciğerde daha fazla bulunurken, Akt2 iskelet kası ve embriyonik kahverengi yağ dokusunda 

baskınlık gösterir. Akt3 tipi ise sıklıkla olarak beyinde, böbrekte ve embriyonik dönemde kalp 

dokusunda fazlaca mevcuttur (Brodbeck, Cron et al. 1999). 

Aktif Akt proteini sayısız fonksiyonunu modüle eder (Lawlor and Alessi 2001). Bunlar; 

 Hücre çoğalmasının düzenlenmesi ile ilgili substratlar 

 Glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3) 

 Glikoz taşıyıcısı GLUT4'ün membran translokasyonu 

 Sikline bağımlı kinaz inhibitörleri, P21 / Waf1 / Cip1 ve P27 / Kip2, 

 Rapamisinin memeli hedefi (mTOR) 

 Tüberoz skleroz kompleksi 2 (TSC2) ‘dir (Shin, Yakes et al. 2002). 

Hücrelerde aktif PI3K'nin önemli bir fonksiyonu da apoptozisin inhibe edilmesidir (Yao 

and Cooper 1995). Akt aynı zamanda, PI3K'ya bağımlı hücre sağkalım cevaplarına aracılık 

etmek için iyi bir adaydır. Akt, hücre dışı sinyal faktörlerinin geri çekilmesi, oksidatif ve 

ozmotik stres, ışınlama ve kemoterapötik ilaçlar ve iskemik şok ile hücrelerin tedavisi dahil 

olmak üzere birçok farklı hücre ölüm paradigmasında anti apoptotik bir faktör olarak rol oynar 

(Downward 1998).  



25 

 

Akt'in fazla ekspresyonu, birçok hücre tipinde anti apoptotik bir etkiye sahiptir, bu da 

hücre ölümüne direnç veya gecikmeye neden olur. Akt, apoptotik makineyi doğrudan veya 

dolaylı olarak kontrol eden alt tabakaların fosforilasyonu yoluyla hücresel sağkalımı düzenler 

(Fresno Vara, Casado et al. 2004).  

Akt, IkappaB kinaz a'yı fosforile edebilir ve aktive edebilir; bu da, IkappaB'yi fosforile 

ederek, bozunmayı hedefler (Ozes, Mayo et al. 1999). Bu, nükleer faktör-kappaB'nin (NF-kB) 

nükleer translokasyonu ve aktivasyonuna ve Bcl-XL, kaspaz inhibitörleri ve c-Myb dahil olmak 

üzere NF-kB'ye bağlı prosürivi genlerin transkripsiyonuna yol açar (Lauder, Castellanos et al. 

2001). Ayrıca Akt; Bcl-2, Mcl-1 ve Akt'in kendisi gibi anti-apoptotik genlerin 

transkripsiyonunu arttıran siklik AMP-tepki elementi bağlayıcı proteini fosforile eder ve aktive 

eder (Osaki, Kase et al. 2004).  

Ek olarak, Akt hücresel stresin bir sensörü olarak hareket eden ve stres sinyallerini 

apoptotik sinyallere dönüştüren tümör baskılayıcı p53 proteinini dolaylı olarak düzenler (Evan 

and Vousden 2001). Akt, fare Double Minute-2 proteinini, nükleusa translokasyonunu ve 

p53'ün destabilizasyonunu teşvik eden fosforile eder (Mayo and Donner 2001). p53'ün 

bozunmasını teşvik ederek, Akt hücresel stres cevabını bozarak hücrelerin hayatta kalma 

aktivitesini arttırır (Zhou, Liao et al. 2001).  

2.7.1 PI3K /Akt Yolağı ve Kanser 

 

Bilindiği üzere RTK veya G-proteinine bağlı reseptörlerin ligand bağımlı aktivasyonunun 

bir sonucu olarak PI3K/Akt sinyali aktive edilir. Hücre yüzeyi reseptörleri, çok sayıda insan 

kanserinde yaygın olarak fazla eksprese edildiği veya yapısal olarak aktif hale getirildiği için, 

sonuç olarak aşağı yönde sinyal yolakları aktive edilir. En kapsamlı olarak incelenen 

örneklerden biri, meme ve diğer kanserlerde gen amplifikasyonu sonucu fazla eksprese edilen 

erbB2 tirozin kinaz reseptörüdür (Blume-Jensen and Hunter 2001). ErbB2, erbB ailesinin diğer 

üyeleri ile dimer oluşturur. ErbB2 içeren heterodimerler, hücre büyümesi, anti apoptoz ve 

invazyon ile ilgili çoklu sinyal yollarının güçlü aktivatörleridir (Olayioye, Neve et al. 2000).  

Bunun dışında çeşitli çalışmalar insan yumurtalık kanseri, serviks kanseri, baş ve boyun 

kanseri, mide kanseri ve glioblastomada PIK3C gen amplifikasyonu göstermiştir (Knobbe and 

Reifenberger 2003). 
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 Ayrıca Akt'ın gen amplifikasyonuyla ilgili raporlar da vardır. İlk olarak Staal, tek bir 

mide karsinomunda Akt1 geninin amplifikasyonu saptadı (Staal 1987). Diğer çalışmalar da 

glioblastomda Akt1 gen amplifikasyonu bulmuştur(Woenckhaus, Steger et al. 2002). Ovaryan, 

pankreatik, mide ve meme kanserlerinde Akt2 gen amplifikasyonu bildirilmiştir (Cheng, 

Ruggeri et al. 1996). Meme ve prostat kanserinde Akt3 mRNA'nın aşırı ekspresyonu 

gösterilmiştir (Nakatani, Thompson et al. 1999). Genel olarak, bu çalışmalar PI3K'nin neden 

olduğu Akt aktivasyonunun kanser ile ilişkili olduğunu göstermiştir (Osaki, Oshimura et al. 

2004). 

İnsan kanserlerinde üzerine yapılan in vivo çalışmalarda yine Akt’ın aktif olduğu tespit 

edilmiştir. Akt izoformlarının fazla ekspresyonu meme, kolon, yumurtalık, pankreatik, prostat 

ve safra kanalı kanserlerinde tanımlanmıştır (Tanno, Yanagawa et al. 2004). Ayrıca, serin 473-

fosforile Akt'e (aktive Akt) karşı spesifik antikorlar kullanılarak yapılan immünohistokimyasal 

(İHK) çalışmalar, Akt etkinliğinin melanoma, baş ve boyun, meme, kolon, yumurtalık, 

pankreatik, safra kanalı ve prostat kanserinde saptanabileceğini göstermiştir (Nam, Lee et al. 

2003). Genel olarak, bu çalışmalar PI3K-Akt yolunu inhibe etmenin kanserli hastalar için 

terapötik değere sahip olabileceğini düşündürmektedir (Osaki, Oshimura et al. 2004).  

Akt'ın kontrolsüz aktivasyonu sonucu gelişen PI3K/Akt aktivasyonu, PI3K veya Akt gen 

amplifikasyonu, ya da PTEN mutasyonu, kanserin gelişimine yol açar. Bu sebeple Akt 

aktivasyonunun inhibisyonu, kanser tedavisi için umut vericidir. Son çalışmalara göre, 

Wortmannin ve LY294002 adlı iki bileşik PI3K-Akt yolunun inhibitörleri olarak kullanılmıştır 

(Osaki, Oshimura et al. 2004). Wortmannin, bir fungal metabolit ve tip I PI3K'nin güçlü bir 

inhibitörüdür(Powis, Bonjouklian et al. 1994). Nanomolar konsantrasyonlarda, Wortmannin 

P110 katalitik alt ünitesine bağlanarak PI3K'yı geri dönüşümsüz olarak inhibe eder. 

Wortmannin, in vitro ve in vivo da anti tümör aktivitesine sahiptir (Schultz, Merriman et al. 

1995). Birçok in vitro çalışmada, Wortmannin ile ön tedavi veya Wortmannin ve bir büyüme 

faktörü ile eşzamanlı tedavi, in vitro kinaz analizleri ile ölçüldüğü gibi, PI3K aktivitesini inhibe 

ederek proliferatif yanıtı güçlü bir şekilde inhibe etmiş veya apoptozisi indüklemiştir (Katso, 

Okkenhaug et al. 2001). Bir flavonoid türevi olan LY294002, PI3K'nin ATP bağlanma 

bölgesinin bir inhibitörüdür (Sanchez-Margalet, Goldfine et al. 1994). LY294002, sıklıkla in 

vitro olarak kullanılmıştır ve anti proliferatif ve pro apoptotik aktiviteleri bulunmaktadır 

(Osaki, Oshimura et al. 2004). Pankreatik kanser hücrelerinde LY294002 tedavisi, daha yüksek 

P27 / Kip1 seviyeleri ile ilişkili olan ve Cyclin D ve E seviyelerini azaltan ve ardından Rb 
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protein hiperfosforilasyonunun inhibisyonu ile G1 tutulmasına neden olmuştur (Parsons, 

Muilenburg et al. 2010). In vivo çalışmalar LY294002'nin tümör büyümesinin inhibisyonu 

üzerindeki etkisi olduğunu da göstermiştir (Semba, Itoh et al. 2002).  

2.8 RAS-MAPK Yolağı 

 

Mitojenle aktive olan protein kinazlar (MAPK'ler), proliferasyon, farklılaşma, apoptoz, 

sağkalım, inflamasyon ve doğuştan gelen bağışıklık gibi çeşitli hücresel aktiviteleri düzenleyen 

serin-treonin protein kinazlardır (Peti and Page 2013). MAPK sinyal yollarının, Alzheimer 

hastalığı (AD), Parkinson hastalığı (PD) ve amiyotrofik lateral skleroz (ALS) gibi kanser ve 

nörodejeneratif bozukluklar dahil olmak üzere çeşitli hastalıkların patogenezinde önemli rol 

oynadığı bulunmuştur (Seki, Brenner et al. 2012). Memeli hayvanlarda MAPK'lar, her biri 

birkaç izoformda mevcut olan c-Jun NH2-terminal kinaz (JNK), p38 MAPK ve hücre dışı 

işaretli kinaz (ERK) içerir. JNK1 ve JNK2 çoğu dokularda eksprese edilirken JNK3, ağırlıklı 

olarak nöronal hücrelerde ifade edilir (Sabio and Davis 2014).  

Çeşitli MAPK sinyal yolakları, hücre yüzey reseptörlerinden (reseptör tirozin kinaz 

(RTK) veya G-protein-bağlı reseptörden (GPCR)) sinyal transdüksiyonunda, çeşitli hücresel 

süreçlerin aktivasyonuna yol açan nükleusa kadardır (Delire and Starkel 2015). MAPK 

yollarının çoğu aynı lineer organizasyonu paylaşır: küçük bir GTPaz bir MAP kinaz kinaz 

kinazı (MAP3K veya MEKK) aktive eder; MAP3K, bir MAP kinazını (MAPK) aktive eden bir 

MAP kinaz kinazı (MAP2K veya MEK) aktive eder (Delire and Starkel 2015). Genellikle, 

MAPK yolakları hücre fonksiyonlarını bireysel olarak düzenlemez, fakat birbirleriyle ve PI3K / 

Akt / mTor, TGFb / Smads, Wnt / b-katenin ve Rho / aktin yolakları gibi diğer sinyal yolları ile 

etkileşime girer (Ohrnberger, Thavamani et al. 2015). 

Ras proteini, küçük GTPazların (21 kDa) süper familyasına aittir ve üç farklı gen 

tarafından kodlanan 4 izoformu vardır:  H-Ras, N-Ras, K-Ras4A ve K-Ras4B(Schubbert, 

Bollag et al. 2007). Ras aktivasyonu RTK'lerin büyüme faktörü aracılı aktivasyonu dahil olmak 

üzere çeşitli hücre dışı uyarılar tarafından tetiklenen ERK 1/2 yolunun ilk hücre içi efektördür. 

Bu uyaranlar, GDP'ye bağlı inaktif hale getirilmiş formdan, hücre çoğalması, hayatta kalma, 

farklılaşma ve migrasyona karışan yolakların aktivasyonunu, çeşitli efektörler aracılığıyla 

tetikleyen GTP'ye bağlı aktive edilmiş bir forma kadar Ras'ın durumunu 

değiştirebilir(Rajalingam, Schreck et al. 2007). Aktive edildikten sonra, GTP-Ras Raf-1 
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kinazını plazma membranına yerleştirir. Aktif Raf-1 MAP2Ks MEK 1 ve MEK 2'yi fosforile 

eder ve bu da ERK 1/ 2'yi fosforile ve aktive eder. Fosforlu ERK, diğerleri arasında, AP-1 

familyasının iki anahtar transkripsiyon faktörü olan c-Jun ve c-Fos'u aktive ettiği nükleusa 

translokasyon yapar (Dhillon, Hagan et al. 2007). Bu iki faktör, hücre döngüsü ilerlemesi veya 

diğer hücresel süreçlerde rol oynayan genlerin transkripsiyonunu indüklemek için promotör 

bölgelerinin AP-1 bağlanma bölgelerine bağlanır (Ito, Sasaki et al. 1998). 
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Şekil 2.8.1:RAS /MAPK Yolağı: Ras, ERK 1/2 yolunun ilk hücre içi efektördür. Ras 

yolunun aktivasyonu, RTK'lerin büyüme faktörü aracılı aktivasyonu dahil olmak üzere çeşitli 

hücre dışı uyarılar tarafından tetiklenir. Bu uyaranlar, GDP'ye bağlı inaktive edilmiş formdan 

GTP'ye bağlı aktive formdan GTP'ye bağlı olan Ras'ın durumunu değiştirir. Aktive edildikten 

sonra, GTP-Ras Raf-1 kinazı plazma membranına alır. Aktif Raf-1, MEK 1 ve MEK 2'yi 

fosforile eder ve bu da ERK 1 / 2'yi fosforile eder ve aktive eder. Fosforile edilmiş ERK, AP-1 

familyasının, c-Jun ve c-Fos'un iki anahtar transkripsiyon faktörünü aktive ettiği nükleusa 

translokasyon yapar. Bazı proteinler Ras / MAPK yolunu düzenler. GEF'ler ve GAP'ler Ras-

GTP seviyelerini kontrol eder. GEF'ler GTP ve GAP'lar için GDP değişiminin GTP-Ras'ın 

hidrolizini aktif olarak teşvik etmesine neden olur. RASSF üyeleri Ras proliferatif ve 

antiapoptotik sinyalleri düzenler. Ayrıca Ras / MAPK yolu, Raf aktivasyonunu inhibe eden 

Spred familyasının yanı sıra, Raf-1 tarafından MEK fosforilasyonunun ve aktivasyonunun bir 

inhibitörü olarak görev yapan RKIP tarafından kontrol edilir. Sprouty proteinleri, GRB2-SOS 

kompleksini bozarak veya Raf'ı engelleyerek Ras / MAPK yolunu düzenleyebilir. Son olarak, 

DUSP1 belirli bir ERK düzenleyicisidir. P, ilgili molekülün fosforile formunu belirtir. (Bu 

makale (The RAS/MAPK pathway and hepatocarcinoma: pathogenesis and therapeutic 

implications, Benedicte Delire ve ark., 2015” adlı makaleden uyarlanmıştır.) 
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Ras / MAPK yolu, hücre fonksiyonlarını düzenlemede nadiren tek başına hareket eder, 

ancak karaciğer kanseri gibi hem sağlıklı hem de hastalıklı koşullarda farklı sinyal yollarıyla 

etkileşir. Yollar arasındaki etkileşim, Ras proteininin, örneğin, PI3 kinazı, RalGDS, PLCe ve 

TIAM1 proteinleri gibi diğer bazı aşağı akım efektörlerini aktive etmesiyle ile ilgilidir. Bu 

efektörlerin aktivasyonu, hepatokarsinogenezde, artmış bir RalGDS ekspresyonu olarak rol 

oynayabilir ve bunun aşağı akış efekti RalA, HCC hücre çizgilerinde ve HCC fare modellerinde 

tarif edilir(Ezzeldin, Borrego-Diaz et al. 2014). Dahası, TIAM1, HCC'li hastalarda kötü 

prognozla ilişkilidir ve tümör invazyonu ve metastazına katkıda bulunur (Balogh, Victor et al. 

2016).  

RAS/MAPK yolağı hücresel büyüme, sağkalım, farklılaşma ve çeşitli malignitelerde rol 

oynarv (Dhillon, Hagan et al. 2007). Nöroblastomda RAS yolu ile ilişkili mutasyonlar nadiren 

görülür (Pugh, Morozova et al. 2013). Ancak daha sonar yapılan bir çalışma relaps olmuş 

nöroblastoma tümörlerinde RAS-MAPK yolunda tanı anında mevcut olmayan aktive edici 

mutasyonların sıklığını gösterdi(Eleveld, Oldridge et al. 2015). Spesifik olarak, mutasyonlar 

ALK, NF1, BRAF, PTPN11, FGFR1, KRAS, HRAS ve NRAS'da tanımlanmıştır. Böylece, 

RAS-MAPK yolunun inhibisyonu, relaps / refrakter nöroblastoma popülasyonunda terapötik 

hedef olarak düşünülmektedir (Applebaum, Desai et al. 2017).  
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3 GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1 Araştırmanın Tipi 

 

Çalışma deneysel (in vitro) bir çalışmadır. 

 

3.2 Araştırmanın Yeri ve Zamanı 

 

Çalışmamız Ekim 2017’de literatür taraması ile başlayıp Ocak 2019’da tez bitirme sınavı 

ile sonlandı. Bu çalışma 9 Eylül Üniversitesi Onkoloji Enstitüsü Temel Onkoloji Anabilim 

Dalı’nda yürütüldü.  

 

3.3 Araştırmanın Evreni ve Örneklemi/Çalışma Grupları 

 

Araştırmamızın evreni çalışılan nöroblastom, örneklemi ise hücre hatları olan KELLY ve 

LAN5 hücreleridir.  

 

3.4 Çalışma Materyali 

 

Araştırmada hücre hatları olarak nöroblastom hücre hattı olan KELLY ve LAN5 

kullanıldı. Muamele edilen ajanlardan diferansiye edici ajan Retinoik Asit, kalsinörin inhibitörü 

olan Takrolimus ve kontrol olarak Sisplatin ilaçları kullanıldı. 

3.5 Çalışmanın Değişkenleri 

 

Araştırmada bağımlı değişken olarak canlılık değerleri, protein miktarı, protein 

ekspresyon yüzdeleri, bağımsız değişken olarak NB hücre hatları ve Retinoik Asit, Sisplatin ve 

Takrolimus olarak tanımlanmıştır. 
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3.6 Veri Toplama Araçları 

 

3.6.1 Hücre Kültürü 

 

Bu çalışmada nöroblastom hücre hatları olarak insan kökenli kötü prognozu yansıtan N-

MYC pozitif Kelly hücre hattı (DSMZ no: ACC 355) ve metastaz modeli LAN-5 ( DSMZ no: 

ACC 673) kullanıldı.Hücreler %5 CO2 içeren ve 37°C sıcaklıktainkübatörde inkübe edildi. 

LAN-5, RPMI 1640 ortamına %20 FBS, %1 Penisilin/Streptomisin ve %1 L-glutamin 

eklenerek oluşturulan hücre çoğalma ortamları kullanılarak çoğaltıldı. Aynı koşullar altında 

Kelly hücre hattı ise RPMI-1640 kültür ortamına %10 FBS eklenerek kültüre edildi.  

Hücrelerin ortamları iki günde bir değiştirilerek çoğalmaları sağlandı. Konflüent olan hücreler 

Tripsin-EDTA kullanılarak 1/3-1/4 oranında pasajlanarak idame edildi. 

 

3.6.2 Hücre Pasajı 

 

KELLY hücreleri inkübatörden çıkartılıp mikroskop altında yoğunluk oranları kontrol 

edildi.Yüzde 70’in üzerinde tutunma olduğu ve hücrelerin sağlıklı olduğu görüldükten sonra 

flask kabinete dik şekilde kondu ve kapağı yavaşça açılarak flaskın yüzeyine değmeden ortam 

cam pipet ile çekilip atıldı. Aynı şekilde kontrol edilen LAN5 hücreleri, flaskın yüzeyine tam 

tutunma göstermedikleri için flasktaki ortamları atılmadı. KELLY hücrelerinin flaskına beş mL 

PBS eklendi ve fazla bekletmeden cam pipet ile uzaklaştırılarak yıkama yapıldı. Hücreleri 

kaldırmak için üzerine bir mL Tripsin/EDTA eklendi. Flask inkübatöre kaldırıldı ve enzimin ısı 

ile reaksiyon başlatması ve hücrelerin flask yüzeyinden ayrılması için bir yada iki dakika 

bekletildi. Sürenin sonunda flask inkübatörden çıkartılıp, birkaç defa yüzeye vurarak mekanik 

etki ile de hücrelerin tamamen kalkması sağlandı. Hücrelerin kalktığı mikroskop ile 

gözlemledikten sonra flask kabinete dik şekilde konuldu. Tripsini inhibe etmek için komplet 

ortamdan iki mL eklendi ve beş mL’lik pipetle çok sayıda pipetaj ile yıkama yapıldı. Flask 

iyice yıkandıktan sonra hücreler 15 mL’lik falcon tüpe aktarıldı. LAN5 hücreleri için ise hücre 

kazıyıcı kullanılarak hücreler kaldırıldı ve 15mL’lik santrifüj tüpüne aktarıldı. Hücreler 1300 

rpm’de yedi dakika boyunca santrifüjlendi. Steril cam pipet ile hücre pelletine dokunmadan 

süpernatant çekilip atıldı. Ardından iki mL komplet medium eklendi ve pellet pipetaj ile 
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çözüldü. Hücreleri saymak için süspansiyondan 10 µL alındı ve 1.5 mL’lik ependorf tüplerine, 

Trypan Blue(Gibco, Kat no: 15250061) boyası ile karıştırıldı. Thoma lamı ile hücre sayımı 

yapıldı. Hücre süspansiyonundan, son hacmi brş mL olan 25 cm
2
’lik kültür flaskına 3X10

5
 

yoğunlukta hücre ekildi. Hücreler mikroskopta incelendi. Daha sonra flask inkübatöre 

kaldırıldı. 

3.6.3 In vitro Deneyler 

 

Hücre canlılığını saptamak için kullanılan 3-(4,5Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-

difeniltetrazolyum bromid (MTT), için in vitro deneyler 96 kuyucuklu plaklarda yapıldı. 

Protein belirlenmesi için yapılan immunositokimyasal boyama için 25 cm
2
’lik flasklarda 

üretilen hücreler Tripsin/EDTA ile kaldırılarak pasaj uygulandı. Kaldırılan hücrelerden elde 

edilen pellet bir mL kültür ortamında pipetlendi ve lizinli lamlara 10 µL hacimde hücre 

alınarak yayma yapıldı.  

MTT testi için hücre ekim yoğunluğu 96 kuyucuklu plaklara kuyucuk başına 1x10
4
 hücre 

ve 200 µL son hacim olacak şekilde ekildi. 25 cm
2
 lik flasklar için flask başına 1x10

6
 hücre 

olup, son hacmi beşmL,  75 cm
2
 lik flasklar için flask başına 3x10

6
 hücre olup 10 mL son 

hacim olacak şekilde ekildi.  

MTT testi için kontrol grubuna iki  mM L-Glutamin içerenRPMI 1640 deney ortamından 

eklendi. Ertesi gün kontrol grubundan 200 µL ortam çekildi, 100 µL%1 FBS içeren RPMI 1640 

deney ortamı verildi. RA grubundan 200 µL hücre ortamı uzaklaştırılıp, 0,1 µM, 0,2 µM, 0,5 

µM ve 1.0 µM dozlarında kuyucuk başına 100 µL ajan eklendi. Sisplatin grubundan 200 µL 

hücre ortamı uzaklaştırılıp 0,2 µM, 0,5 µM, 2,5 µM ve 5 µM dozlarında kuyucuk başına 100 

µL ajan eklendi. Tac grubundan 200 µL hücre ortamı uzaklaştırılıp 2000 nm, 1000 nm, 500 

nm, 100 nm, 10 nm, 1 nm, 0,5 nm ve 0,05 nm dozlarında kuyucuk başına 100 µL ajan eklendi 

ve 37°C ‘lik inkübatörde 24, 48 ve 72 saatlik inkübasyona bırakıldı.  
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3.6.4 MTT  ile Hücre Canlılığının Belirlenmesi 

 

RA’nın, CDDP’nin ve Tac’ın farklı dozlarının  hücre canlılığı üzerine olan etkisi MTT 

(AppliChem, Lot 5H008900)ile belirlendi. MTT hazırlığı için beş  mg toz madde tartıldı ve bir  

mL steril PBS’nin içinde çözüldü. Deney süresi sonunda, plaktaki 100 μL supernatant üzerine 

10 μL MTT eklendi. Hücreler 3,5 saat boyunca 37°C’de inkübasyona bırakıldı. Ardından 

dimetilsülfoksit (DMSO) yıkaması yapılmak üzere inkübatörden alındı. Kuyucuk başına 

süpernatantın 50 µL’si çekilip atıldı ve 50 µL hacimde DMSO eklendi. Ardından plak 

inkübatöre kaldırıldı ve 15 dakika inkübe edildi. Deney sonunda mikroplak okuyucu cihazda 

562 nm’de kolorimetrik okutma yapılıp absorbans değerleri elde edildi. Kontrol grubu %100 

canlı kabul edildi ve örneklerin canlılığı kontrole oranlanarak verildi. 

3.6.5 Toludin Mavisi ile Morfoloji Değerlendirilmesi 

25 cm
2
’lik flasklardan Tripsin/EDTA ile hücreler kaldırıldı ve santrifüj edildi. Santrifüj 

sonrası süpernatant atıldı, pellet  homojenize edildikten sonra süspansiyondan 20  µL kadar 

alınıp lizinli lam üzerine yayma yapıldı. Havada kuruması beklendikten sonra lamlara metanol 

damlatılarak fiksasyon sağlandı. Metanol kuruduktan sonra lamlar otomatik boyama cihazı 

Aerospray’de (Wescor, 09149) boyandı. Morfolojik değerlendirme mikroskop ile yapıldı. 
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3.6.6 İmmunsitokimyasal Boyama ile Protein Belirlenmesi 

 

25 cm
2
’lik flasklardan Tripsin/EDTA ile kaldırılan hücreler santrifüj edildikten sonra elde 

edilen pellet 0,5 ila bir  mL kültür ortamında homojenize edildi ve süspansiyondan 10 µL 

hacim alınarak lizinli lamlara hücre yayması yapıldı. Yayma kuruduktan sonra hücrelerin fiske 

olması için lamların üzerine metanol damlatıldı ve kuruduktan sonra %96’lık etanol damlatıldı 

ve 10 dakika beklendi. Ardından lamlar distile su ile yıkandı. Daha sonra lamlar şale içerisinde 

%3 H2O2 ile 10 dakika bekletildi. Ardından distile su yıkaması yapıldı. Daha sonra lamlar 

temiz başka bir şale içinde steril olmayan PBS ile bekletildi. Ardından bir damla inhibitör CM 

(Discovery, Cat no: 760-4840) damlatıldı ve beş dakika beklendi. Daha sonra PBS yıkaması 

yapıldı. Ardından lamların üzerine 1:500 oranında seyreltilmiş Akt (Cell Signaling, Cat no: 

4691S)  primer antikor damlatıldı. Lamların üzeri lamel yardımıyla kapatılıp  bir saat beklendi. 

Daha sonra PBS yıkaması yapıldı. Sekonder antikor olarak Omni-map anti-Rb HRP 

(Discovery, Cat no: 760-4311) uygulanması yapıldı ve lamların üzeri lamel ile kapatılıp yarım 

saat süreyle beklendi. Chromo DAB Kit ( Discovery, Cat no: 760-159) kullanılarak  bir damla 

DAB CM ve bir damla H2O2 damlatıldı ve lamların üzeri kapatılarak sekiz dakika beklendi. 

Daha sonra lamlar temiz bir şale içinde çeşme suyu ile yıkandı. Ardından lamların üstüne bir 

damla Copper CM  eklendi ve beş dakika bekleme süresinin ardından PBS ile yıkandı. Daha 

sonra lamların üzerine birer damla Hematoksilen boyası kondu (Ventana HE600 Eosin, Cat no: 

06544304001) ve 15 dakika boyunca beklendi. Bekleme süresinin ardından çeşme suyu ile 

yıkama yapıldı. Ardından bir damla Bluing Reagent (Ventana, Cat no: 760-2037) damlatılarak 

beş dakika boyunca beklendi. Bekleme süresinin ardından sırasıyla çeşme suyu ve distile su ile 

yıkamalar yapıldı. Daha sonra lamlar artan alkol serilerinde ( %20, %40, %60, %80 ve %100) 

yedişer dakika bekletildi. Ardından alkolün uçması beklendi ve lamlar bir saat süre boyunca 

temiz bir şale içinde ksilolde bekletildi. Deney süresinin sonunda lamlar ksilolden alındı ve 

lamlar tam kurumadan entellan  yardımı ile üzerlerine lamel kapatılarak mikroskopta bakılmak 

için hazır hale getirildi. Aynı koşullar için hücreler yayma yapıldıktan ve metanol ile fikse 

edildikten sonra lamlar Toludin Blue ile boyandı.  
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3.6.7 İmmunoblot Yöntemiyle  Protein Değişimlerinin Gösterilmesi 

 

RA, Tac ve CDDP’nin PI3K/Akt ve Ras/MAPK yolakları üzerine olan etkisini protein 

miktarı açısından göstermek amacıyla, sinyal kaskadında rol alan proteinlerden olan 

Aktantikoru kullanılarak analiz yapıldı. Akt protein düzeyi için hücre içi formunu tespit 

edebilen antikor kullanıldı. 

In vitro deneyin sonunda, final hacmi 10 mL olan 75 cm
2
’lik flasklardan hücreler, hücre 

kazıyıcı yardımıyla kaldırıldı. Kaldırılan hücreler 1300 rpm’de yedi dakika santrifüj edildi. 

Sonra örneklerin süpernatantı falkonlara aktarıldı ve uzun saklama için -80
0
C’ye 

kaldırıldı.Santrifüj sonrası kalan pelletlerin üzerine %1 proteinaz inhibitör içeren 300 µL RIPA 

solüsyonu eklendi ve iyice pipetaj yapılarak otuz dakika süre boyunca buz üzerinde bekletildi. 

Örnekler iki dakikada bir vorteks ile karıştırıldı.  

Örnekler jele yüklenmeden önce, BCA protein analizi (BCA protein assay kit, Cat: 

23225, Thermo Scientific) yapılarak kullanılacak örneklerin protein konsantrasyonları 

belirlendi. BCA için örnek hazırlarken lizatlar seyreltilmeden 10 µL hacimde alınıp temiz 

ependorflara konuldu. Kalan proteinler -80
0
C’ye kaldırıldı.  Öncelikle BCA standartları, daha 

sonra da örnekler 96 kuyucuklu plaklara konuldu. Bundan sonra, BCA solüsyonu 50:1 oranında 

hazırlanıp, standart ve örneklerin üzerine eklendi. Mikroplak 60
0 

etüvde inkübasyona bırakıldı. 

Standartların rengi koyu mora dönene kadar bekletildi, daha sonra mikroplak okuyucuda 

okutulup, absorbans değerleri elde edildi.Elde edilen standart eğri yardımıyla örneklerin 

konsantrasyonları hesaplandı.  

Örnek başına 500μg/ml yüklenecek olan proteinler, 5X LB yükleme boyası ile 

karıştırıldı. Daha sonra 95
0
’ de beş dakika boyunca bekletildi ve %12’lik SDS-PAGE jele 

yüklendi. Jelin başına marker olarak Precision Plus WesternC Standarts, (Cat: 161-0376) 

yüklendi.  
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SDS-PAGE jel ile ayrılan örnekler daha sonra PVDF (polivinilden difilorür) membranına 

transfer edildi. Transferin sonunda membran, 1X TBST içerisinde hazırlanmış %5’lik süt 

solüsyonu ile bloklandı ve söz konusu proteinlere özel primer antikor olan Akt (pan) (C67E7, 

Cat: 4691) ile inkübe edildi. Daha sonra örnekler, Horseradish Peroxidase (HRP) ile 

işaretlenmiş sekonder antikor ile muamele edildi. Görüntülemede kimyasal ışıma yöntemine 

dayanan ECL solüsyonu kullanıldı. Görüntüler, Kodak Medical X-Ray film sistemi ile elde 

edildi.  

 

 

Şekil 3.6.7 Örneklerin jele yüklenmesi 
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Tablo 1: Antikor Listesi 

 

Antikorun 

Adı 

Firma Adı  Katalog 

Numarası 

Primer Antikor Dilüsyon 

Oranı 

Antikor Özelliği 

Akt (pan) 

Cell 

Signaling 4691S 1:500 Sitoplazmik boyama 

 

P44/42 

 

Cell 

Signaling 

 

9102S 

 

1:500 

 

Sitoplazmik/ nüklear  

boyama 

 

Bcl-2 

 

 

Abcam 

 

 

Ab59348 

 

 1:500 

 

Sitoplazmik boyama 

 

Ras 

 

Cell 

Signaling 

 

3965S 

 

 1:500 

 

Sitoplazmik boyama 

 

Ki 67 

 

 

 

Elabscience 

 

EPP14636 

 

1:500 

 

Sitoplazmik boyama 

 

EGFR 

 

 

Bioss 

 

 

Bs-0165R 

 

 

1:500 

 

 

Sitoplazmik boyama  
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3.7 Araştırma Planı ve Takvimi: 

 

 

 

 

3.8 Verilerin Değerlendirilmesi: 

 

Araştırma sonuçlarının analizleri Graphpad Prism 7.0 programı kullanılarak yapıldı. 

Veriler ortalama ± standart hata biçiminde verildi. Gruplar arası karşılaştırma yapmak için 

Mann-Whitney U testi kullanıldı. Anlamlılık düzeyi tüm değerlendirmelerde p <0,05 olarak 

kabul edildi.  

 

3.9 Araştırmanın Sınırlılıkları: 

 

Bu çalışma 2D hücre kültürü ile in vitro gerçekleştirilecektir. In vivo modelinin olmaması 

araştırmanının sınırlılığını oluşturmaktadır. Çalışmamızda ki diğer bir sınırlılık ise, çalışmalar 

yapılırken blotlama yöntemi ile sadece Akt(pan) aktivasyonuna bakılmasıdır. Diğer yolak 

proteinlerinin aktivasyonu araştırılmamıştır.Bundan sonraki çalışmalarda diğer proteinlerin 

aktivasyonları da incelenmelidir.  
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3.10 Etik Kurul Onayı: 

 

Dokuz Eylül Üniversitesi Girişimsel Olmayan Araştırmalar Etik Kurulu 08.02.2018  

tarih, 3793-GOAprotokol numaralı : 2018/04-14 karar numaralı kararında çalışmamızın etik 

açıdan uygun olduğu sonucu çıkmıştır. 
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4 BULGULAR 

 

4.1 RA’nın Hücre Canlılığına Etkisi 

RA’nın 0,1-1 μM dozlarının hücre canlılığına etkisi MTT testi ile belirlendi. Hücre 

canlılığının oranları, KELLY hücre hattı için kontrol grubunda %100±1, 0,1 µM’da%97±3, 0,2 

µM’da%98±4, 0,5 µM’da%98±1, 1 µM’da%89±1 şeklindedir.Grupların p değerleri şöyledir; 

0,1 µM için p=0,2000, 0,2 µM  için p=0,0952, 0,5 µM  için p=0,0952 ve 1 µM  için p=0,09522.  
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Şekil 4.1.1.Retinoik Asit’in KELLY ve LAN5 Hücre Hatlarında Canlılığa Olan 

Etkisi 

4.2 Takrolimus’un Hücre Canlılığına Etkisi 

Takrolimus’un 0,05-2000 nM dozlarının hücre canlılığına etkisi MTT testi ile belirlendi. 

Hücre canlılığının oranları, KELLY hücre hattı için kontrol grubunda %100±1, 0,05 

µnM’da%97±3, 0,5 nM’da  %98±4, 1nM’da  %98±1, 10 nM’da %89±1, 100nM 

şeklindedir.Grupların p değerleri şöyledir; 0,1 µM için p=0.2000, 0,2 µM  için p=0.0952, 0,5 

µM  için p=0.0952 ve 1 µM  için p=0.09522 
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Şekil 4.2.1: Takrolimus’un KELLY ve LAN5 Hücre Hatlarında Canlılığa Olan 

Etkisi 
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4.3 Toludin Mavisi Boyaması ile Morfoloji Değerlendirilmesi 

 

NB hücre hatları KELLY ve LAN5; kontrol, RA 0,2 µM, CDDP 0,5 µM ve Tac 500 

nm olmak üzere 4 koşul altında incelendi.  

 

Şekil 4.3.1 : Toludin Mavisi ile Boyanan NB Hücreleri 

Toludin mavisi, kültür koşullarından alınan lam üzerine yapılan yaymalara uygulandı. 

Görselde her iki NB hücresinde de uygulanan ajanların morfolojik etkileri yer 

almaktadır. Her iki NB hücresi için kontrolle kıyaslanınca RA grubunun daha az 

sellüler olduğu, hücre nukleusunda küçülmeler, sitoplazmada genişlemeler olduğu 

görülmüştür. CDDP ve Tac gruplarında ise hücrelerde apoptotik ve nekrotik değişimler 

dikkati çekmiştir. 

 

 

 

 

 

 

 



45 

 

 

 

4.4 İmmunositokimyasal Boyamalar ile Protein Yüzdelerinin Belirlenmesi 

 

 

Şekil 4.4.1: KELLY hücrelerinde Akt protein yüzdeleri 

 

KELLY hücrelerinde Akt protein ekspresyonuna bakıldığında kontrol koşulundaki 

hücreler %1 oranında Akt eksprese ettiği görülmüştür.  0,2 µM RA verilen hücrelerde 

%2, 0,5 µM CDDP verilen hücrelerde %3 oranında protein eksprese edildiği 

saptanırken,  500 nm Tac koşulu verilen hücrelerde Akt ekspresyonunun arttığı 

saptanmıştır.  
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Şekil 4.4.2: LAN5 hücrelerinde Akt protein yüzdeleri 

 

 

LAN5 hücrelerinde kontrol hücreleri %3 oranında Akt proteini eksprese etmiştir. 

RA’nın 0,2 µM’lık dozu verilen hücreler %1, CDDP’nin 0,5 µM dozu %1 ve Tac’ın 

500 nm dozu %20 oranında Akt proteinini eksprese etmiştir.  
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Şekil 4.4.3: Kelly hücrelerinde Ki67 proliferasyon indeksi 

 

KELLY hücrelerinde kontrol koşulu Ki67 proteinini %70 oranında eksprese ederken, 

RA’nın 0,2 µM’lık dozu %40, CDDP’nin 0,5 µM’lık dozu %20 ve Tac’ın 500 nm’lık 

dozu %20 oranında Ki67 proteinini eksprese ettiği görülmüştür.  

 

 

 

 

Şekil 4.4.4: LAN5 hücrelerinde Ki67 proliferasyon indeksi 
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LAN5’in kontrol koşulu Ki 67 proteinini %60 oranında eksprese ettiği görülmüştür. 

RA’nın 0,2 µM verilen dozu LAN5 hücrelerinde Ki 67 proteinini %20, CDDP’nin 0,5 

µM dozu % 20 ve Tac’ın 500 nm’lık dozu %10 oranında eksprese ettiği görülmüştür. 

 

 

Şekil 4.4.5 : NB hücrelerinde Akt proteininin immunsitokimyasal değerlendirmesi 
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İmmunsitokimyasal boyama yöntemi ile ekspresyonu bakılan Akt proteininin farklı 

koşullarda kontrolle karşılaştırmalı LAN5 ve KELLY hücrlerinde mikroskobik görüntüleri 

şekildeki gibidir (100X, DAB).  

Her iki hücre  için de, kontrol grubunda, RA grubunda ve CDDP grubunda ekspresyon 

görülmemiştir. Tac koşulunda ise her iki hücre hattında sitoplazmik ekspresyon dikkati 

çekmiştir.  

Her iki hücre hattında da EGFR, kontrol gruplarında düşük düzeyde ekspresyon 

gösterirken RA, CDDP ve Tac gruplarında  EGFR açısından ekspresyon gözlenmemiştir.  

Ras protein ekspresyonu her iki NB hücre hattında da kontrol koşullarında yüksek 

düzeyde pozitif bulunmuştur. Bu değerler LAN5 hücre hattı için %90 ve KELLY hücre hattı 

için %100’dür. Her iki NB hücre hattı N-MYC pozitif karakterli olup, kötü diferansiye 

metastatik NB hücrelerini yansıtmaktadır. Bu hücrelerde Ras yolağının aktif olduğu 

gösterilmiştir.  

Her iki NB hücre hattında RA uygulaması sonrası LAN5 hücreleri için %15, KELLY 

hücreleri için %10 oranında Ras ekspresyonu saptanmış, RA uygulaması sonrası Ras 

proteininin ifadesinde belirgin oranda azalma olduğu gösterilmiştir. Diferansiye edici bir ajan 

olan RA’nın Ras protein ekspresyonunu azaltması, bu yolakta RA’nın etkili olduğunu 

göstermiştir.  

CDDP uygulanan koşullarda her iki NB hücre hattı için Ras ekspresyonu gözlenmemiştir. 

CDDP’nin etki mekanizması gereğince hücredeki sinyal yolaklarında proliferasyonu 

indükleyen genlerin negatif geri bildirim ile Ras protein ekspresyonunun azalmasına yol açtığı 

muhtemeldir.  

Tac verilen grupta ise Ras protein ekspresyonu gözlenmemiştir.  
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Her iki NB hücre hattı için de kontrol koşullarında aktif olmayan ve ekspresyon 

göstermeyen p44, RA verilen koşullarda LAN5 hücrelerinde %15, KELLY hücrelerinde %30 

oranında düşük düzeyde bir ekspresyon artışı göstermiştir.  

CDDP koşulu için LAN5 hücrelerinde %5 oranında düşük düzeyde ekspresyon 

gösterirken , KELLY hücrelerinde ise ekspresyon göstermemiştir. 

Tac verilen koşullarda LAN5 ve KELLY hücreleri için p44 ekspresyonu gözlenmemiştir.  

Proliferasyon ve apoptoz ilişkili olarak Bcl-2’nin immunsitokimyasal bulguları 

değerlendirilmiştir. LAN5 ve KELLY’nin kontrol hücrelerinde Bcl-2 her ikisinde de %80 

oranında eksprese bulunmuştur. Her iki hücre hattına uygulanan RA sonrası Bcl-2 ekspresyon 

seviyesi %5 olup, Bcl-2 anti apopitotik proteinin ekspresyonunda belirgin şekilde azalma 

olduğu görülmüştür.  

CDDP verilen gruplarda LAN5 hücrelerinde %60 oranında Bcl-2 eksprese edilirken, bu 

oran KELLY hücreleri için %90’dır.  

Tac uygulanan gruplarda her iki NB grubunda da Bcl-2 ekspresyonlarında istatistiksel 

olarak anlamlılık bulunmamıştır.  
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4.5 İmmunblotlama Yöntemi ile Protein Belirlemesi  

 

 

Şekil 4.5.1 LAN5 hücrelerinde Akt protein ekspresyonu 

LAN5 hücrelerinde immunsitokimya ile değerlendirilen Akt protein ekspresyonu, blotlama 

tekniği olan Western Blot ile de değerlendirilmiştir. Kontrol hücrelerinde Akt proteini 

eksprese edilmemesi, RA verilen hücrelerde de aynı proteinin ekspresyon seviyesinde bir 

değişiklik olmadığını göstermiştir. Buna karşın CDDP’nin 0,5 μM’lık dozu az da olsa 

Akt’ın ekspresyon seviyesini arttırırken, Tac’ın 500 nm verilen koşulunda protein 

ekspresyonunun belirgin şekilde arttığı gözlenmiştir.  

İmmunsitokimya boyamadaki Akt ekspresyonu artışı ile blot yöntemindeki ekspresyon 

seviyeleri koreledir.  
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Şekil 4.5.2 KELLY hücrelerinde Akt protein ekspresyonu 

 

KELLY hücrelerinde immunsitokimya ile değerlendirilen Akt protein ekspresyonu, 

blotlama tekniği olan Western Blot ile de değerlendirilmiştir. Kontrol hücrelerinde Akt’ın 

eksprese olduğu gözlenmiştir. RA verilen koşulda hücrelerde gözlenen Akt ekspresyonu, 

kontrol hücrelerine oranla belirgin azalma olduğu görülmüştür. RA uygulamasında hücreler 

ortamda diferansiye olmaktadır ve bu süreç ile birlikte KELLY hücrelerinde Akt’ın ekspresyon 

seviyelerinin azalması, RA’nın PI3K/Akt yolağı üzerine baskılayıcı bir etkisi olduğunu 

düşündürmektedir. CDDP uygulanan KELLY hücrelerinde Akt’ın ekspresyon seviyesinin, 

ölüm sonrası kalan hücrelerde sürdüğü düşünülmektedir. Bu durum, CDDP’nin Akt yolağı 

üzerine etkili olmadığı şeklinde yorumlanmaktadır. Tac verilen grupta ise KELLY hücrelerinde 

Akt ekspresyonunun kontrol grubuna göre belirgin ölçüde artmış olduğu görülmektedir. 

Kalsinörin inhibisyon yolu üzerinden mTOR yolağını etkilediği düşünülen bir ajan olan Tac’ın 

inhibe ettiği yolağın yanında, Akt yolağını aktifleyebileceği şeklinde yorumlanmaktadır.  
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5 TARTIŞMA 

 

Ras/ERK ve PI3K / mTOR sinyal yolları, hücrenin hayatta kalma, farklılaşma, 

proliferasyon, metabolizma ve motiliteyi kontrol etmek için hücrenin başlıca mekanizmalarıdır. 

Aktive edilmiş ERK, RSK (p90 ribozomal S6 kinaz) ve transkripsiyon faktörleri gibi son nokta 

efektörleri dahil sitoplazmik sinyal proteinlerini fosforile etmektedir (Mendoza, Er et al. 2011).  

Bir diğer hücre içi mekanizma olan PI3K/Akt/mTOR yolağı hücre bölünmesi, 

metabolizması ve hayatta kalmasını kontrol etmektedir. Bunlardan mTOR kompleksi 1 

(mTORC1) büyüme faktörleri, enerji seviyeleri, amino asit düzeyleri ve hücresel strese karşı 

bir yanıt oluşturmaktadır. Akt proteini ise birçok farklı hücre içi  sağkalım, proliferasyon ve 

motilite faktörlerini fosforile etmektedir (Mendoza, Er et al. 2011).  

Çalışmamızda, kalsinörin inhibisyon yolu üzerinden mTOR aktivitesini baskıladığı 

düşünülen Tac’ın etkili bulunan dozları, NB hücre hatları olan KELLY  ve LAN5 hücrelerinde 

denenmiştir. Diferansiye edici özellikte olan RA’nın optimal dozları ise yine aynı hücre 

hatlarında uygulanmış olup, canlılık üzerine olan etkileri diğer ajanlarla kıyaslanarak 

gözlenmiştir. NB’nin tedavisinde güncel olarak kullanılan CDDP ise bu deneyde kontrol ajanı 

olarak kullanılmıştır.  

       KELLY hücrelerinde Akt protein ekspresyonunu değerlendirdiğimizde immunsitokimya 

boyamasında RA ve CDDP’nin Akt ekspresyonu üzerine etki etmediğini, Tac uygulanan grupta 

Akt ekspresyonunun artıtığı gözlemlenmiştir. Bu ekspresyon artışı LAN5 hücrelerinde olduğu 

gibi kalsinörin inhibitörünün Akt yolağını inhibe edemediği yönünde bir kanıt ortaya 

sunmaktadır. KELLY hücrelerinde, CDDP’nin Akt yolağına etki etmediği görülmüş olup, bir 

kalsinörin inhibitörü olan Tac uygulandığında Akt protein ekspresyonunda artış saptanması, 

mTOR yolağının inhibisyonunda reaktif olarak yolakta bir ekspresyon artışı lehine yorumlanır. 

KELLY için bakıldığında kontrol hücrelerine göre RA ve CDDP‘de hafif düzeyde 

ekspresyonun azaldığı saptanırken, Tac uygulanan grupta Akt ekspresyonundaki artış dikkat 

çekmektedir. Nöroblastom hücrelerinde Tac uygulaması sonucu Akt proteinindeki ekspresyon 

artışının, yolağı bloke edemediğinin bir kanıtı olarak düşünebiliriz. 
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KELLY ve LAN5 hücrelerinde de Ki67 proliferasyon indeksinde kontrol grubuna göre 

azalma söz konusudur. Ancak bu azalma LAN5 hücrelerinde, KELLY hücrelerinde olduğundan 

biraz daha fazladır. RA’nın bir diferansiye edici ajan olarak Ki67 proliferasyon indeksini 

azaltması hücreleri G0 evresinde stabilize etmesi yönünde diferansiyasyon uyarıcı rolü 

nedeniyle karşımıza çıkmaktadır. Bunun yanında CDDP ve Tac’ta proliferasyon indeksinin 

düşük saptanması bu ajanların sitotoksik etkisi yanında proliferasyonu azalttığı yönünde olumlu 

bir bulgu olarak dikkatimizi çekmiştir. 

PI3K'in aracılarının, Akt dahil olmak üzere hücre ölümünü inhibe ederken, proliferasyon, 

metabolik süreçler veya anjiyogenezin uyarılmasıyla sağkalımı desteklediği bildirilmiştir 

(Vivanco and Sawyers 2002). 

Doku mikrodizileme yöntemi ile yapılan analizlerde, primer nöroblastom vakaları 

incelendiğinde PI3K / Akt / mTOR yolağının aktivasyonu serin 473 (S473) ve / veya treonin 

308'in (T308) fosforile olduğu, ayrıca S6 ribozomal proteinin fosforilasyonunun ve hücre dışı 

sinyal-regüle kinaz (ERK)’in nöroblastomda önemli rol oynadığı ve Akt fosforilasyonunun 

nöroblastomda genel sağ kalımın azalmasıyla ilişkili olduğu gösterilmiştir (Opel, Poremba et 

al. 2007).  

Benzer şekilde, yapılan başka bir çalışmada ise aktive olmuş Akt ve mTOR ekspresyonu, 

çalışmadaki bütün primer nöroblastom örneklerinde anlamlı bulunurken, malign olmayan 

adrenal medüller için anlamlılık göstermemiştir (Johnsen, Segerstrom et al. 2008).  

PI3K / Akt / mTOR'un anormal aktivasyonu anlaşılabilir şekilde bir  sağkalım sinyali 

oluşturduğundan, bu kaskada ait moleküllerin incelenmesi terapötik müdahale için umut verici 

hedefler sağlamaktadır. In vitro çalışmalarda PI3K / Akt / mTOR sinyal transdüksiyon 

inhibitörlerinin, tek ajan olarak verildiği zaman sitostatik bir etki gösterdiği düşünülmektedir.  

Bununla birlikte, kombine terapiler özellikle daha efektif bir sonuca varılması için bir 

yöntem olabilir. Bu şekildeki kombinasyonel yaklaşımlar, hücresel inhibisyonda maksimuma 

ulaşmak yada negatif geri besleme döngülerine müdahale etmek için yukarı akış ve aşağı akış 

yolundaki moleküllerin eş zamanlı olarak hedeflenmesi şeklinde düşünülmektedir. 
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KELLY ve LAN5 hücre hatlarında EGFR ekspresyonu değerlendirildiğinde her iki hücre 

hattı için de kontrol gruplarında düşük düzeyde ekspresyon göstermiş, RA, CDDP ve Tac 

gruplarında ekspresyon izlenmemiştir. NB patogenezinde EGFR reseptörleri çok fazla önem 

taşımamakla birlikte, bu çalışmada hücre koşullarını EGFR reseptörleri açısından 

değerlendirmemizin temel sebebi, RAS/MAPK yolağı açısından değerlendirmede bulunulması 

sebebiyle, sinyal kaskadını hücre yüzeyi açısından kontrol etmektir.  

Ras protein ekspresyonu her iki hücre hattımızda yüksek oranda ekspresyon gözlenmiştir. 

Her iki hücre hattı da N-MYC pozitif olup, kötü diferansiye NB hücrelerini yansıtmaktadır. Her 

iki NB hücresinin kontrol koşullarında Ras yolağı açısından aktiflik olduğu görülmüştür. 

RA’nın Ras yolağı ile ilişkili proteinlerin ekspresyon seviyelerini etkileyip etkilemediği sorusu 

bu çalışmanın temel amaçlarından biridir. Her iki NB hücresinde de RA uygulaması sonrası 

Ras ekspresyonunda bariz şekilde azalma tespit edilmiştir. Diferansiye edici ajan olan RA’nın 

Ras protein ekspresyonunu azaltması, ajanın bu yolak açısından etkili olduğunun göstergesidir. 

Çalışmamızın hipotezini önemli ölçüde doğrulayan bir bulgu olarak kabul edilmiştir.  

CDDP uygulaması sonrasında Ras protein ekspresyonu, ajanın uygulama sonrasında canlı 

kalan hücrelerde negatif olarak gözlenmiştir. CDDP’nin etki mekanizması içinde DNA 

üzerinde oluşturduğu hasar sonucu hücreye gelen sinyal yolaklarında proliferasyonu 

indükleyen genlerin de negatif geri dönüşümle Ras protein ekspresyonunun azalması, 

muhtemel mekanizması arasında yer alabilir. Mutasyon ilişkili olmadan protein 

ekspresyonlarındaki değişimler, kemoterapötik ajanların uygulanmasında önem taşımaktadır.  

Tac verilen grupta Ras protein ekspresyonu gözlenmemiş olup, sinyal kaskadı açısından 

Tac ile inhibe olan mTOR, rölatif olarak bir sonraki basamakta Akt’ın ekspresyonunu 

arttırmasına karşın, kaskadın daha üst basamağında yer alan Ras proteinindeki ekspresyonu 

azaltması Tac’ın NB tedavisinde çok etkili bir ajan olamayabileceği yolunda bir sinyal 

vermektedir. Bu sinyal kaskadında daha alt basamağın aktiflenmesi, nüklear proliferasyon 

genlerinin aktiflenerek proliferasyonu indüklemesi ile sonuçlanmaktadır. Tüm bu sebeplerden 

dolayı Ras yolağının tek başına inhibe edilmesi NB’de bir tedavi ajanı olma olasılığını 

düşündürmemiştir. Bu çalışmada yer verilmesinin sebebi ise RA’nın RAS/MAPK ve 

Akt/mTOR yolağındaki etkisini sorgularken, mTOR inhibisyonuna neden olan bir ajan olması 

sebebiyle Tac’ın RA ile kıyaslanması amaçlıdır.  
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P44 proteini, ERK1/2 yolağını yansıtan bir proteindir ve RA ile Ras protein 

ekspresyonunun düştüğünü gözlemledikten sonra, aslında hücrelerde eksprese olmayan ERK 

proteini, RA uygulaması sonrasında her iki NB hücre hattında da düşük düzeyde bir ekspresyon 

artışına sebep olmuştur. Bu sonuca göre ERK yolağının rölatif olarak aktiflenmesi söz 

konusudur. Sonuç olarak RA uygulaması, RAS/RAF/MAPK/ERK proteinlerinin düzeylerini 

değiştirmektedir ancak tamamen bloke etmemektedir. Ras proteininin ekspresyonu düşerken 

Akt ekspresyonu artmakta ve p44 ‘te daha düşük oranda artış göstermektedir.  

Proliferasyon ve apoptoz ilişkili olarak Ki67 ve Bcl-2 protein ekspresyonları 

değerlendirmesi ile; her iki NB kontrol hücresinde Bcl-2 açısından yüksek seviyede ekspresyon 

görülmekte olup, Ki67  açısından bakıldığında her iki NB hücresinin kontrol koşulunda da yine 

yüksek yüzdede ekspresyon izlenmiştir. RA uygulaması sonrası doz bağımlı olarak 

proliferasyon indeksini düşürmektedir, doz arttıkça proliferasyon azalmaktadır. Bununla 

birlikte, Bcl-2 yüzdelerini bariz şekilde azaltmakta olup, hücreleri kemoterapötiklere daha 

duyarlı hale getirme olasılığı bulunmaktadır.  

CDDP grubunda ve Tac uygulanan gruplarda her iki NB hücrelerinde de Bcl-2 

ekspresyon seviyelerinde istatistiksel anlamda değişiklik gözlenmemiştir (p<0,05).  

 

 

Patolojik immün tepkimeleri kontrol altında tutmak için terapötik ajanlara gereklilik 

olduğu bilinmektedir.  İlaç piyasasında sayıları giderek artan çeşitli immün baskılayıcı ajanlar 

geliştirilmiştir. Bununla birlikte, ilk uygulamalarından itibaren immun baskılayıcıların 

karsinogenezi tetiklediği yönündeki kaygılar mevcudiyetini korumaktadır (Weischer, Rocken et 

al. 2007).  

Farelerde in vivo yapılan çalışmalarda böbrek tümörü, H3 hepatosellüler karsinom, aktive 

edilmiş T hücreleri, akciğer adenokarsinom hücreleri, periferik kan mononüklear hücreleri 

incelendiğinde, TGF-B düzeyinin takrolimusa bağlı olarak arttığı ve bu sebeple ilişkili tümör 

progresyonu ve metastazında artış görüldüğü saptanmıştır. Etkinin doza bağlı olarak anlamlılık 

ifade etmekte olduğu bildirilmiştir (Maluccio, Sharma et al. 2003). 
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İmmün baskılayıcıların uzun süre kullanımı klinik açıdan karsinojenezi destekleyen 

kanıtlar sunsa da, bunun tam tersini göstere raporlar mevcuttur. Bilinen immun baskılayıcılar 

olan Siklosporin A, Takrolimus ve rapamisin, bazı tümör tiplerinde koruma göstermektedir 

(Weischer, Rocken et al. 2007). 

Yapılan in vitro bir çalışmada, insan karaciğer kanser hücrelerinde takrolimusun inhibitör 

etkisi ortaya konmuştur (Sakai, Miyake et al. 2004). Aynı zamanda CD-1 farelerinde 12-O-

tetradekanoilphorbol-13-asetat indüklemesiyle deri papilloma oluşumuna katkıda bulunduğu 

gösterilmiştir (Jiang, Yamamoto et al. 1993). 

Ön çalışmalarda kalsinörin inhibitörlerinin kullanımının anti kanser tedavi 

mekanizmasındaki yeri araştırılmaktadır. Lenfoma ve lösemi hücre hatları kullanılarak yapılan 

bir çalışmada CsA ile muamele sonrası hücreler apoptoza sürüklenirken, T- hücreli akut 

lenfoblastik lösemi modeli olan farelere verilen CsA ve Tac ile farelerde sağ kalımın arttığı ve 

hızlı tümör klirensi ile sonuçlandığı bildirilmiştir (Medyouf, Alcalde et al. 2007).  

Aynı şekilde başka bir çalışmada CsA ve Tac'ın hem in vitro hem de in vivo ksenograft 

modeller ile yapılan deneylerinde mesane ve prostat tümörlerinde hücre proliferasyonunu ve 

migrasyonunu azalttığı gösterilmiştir (Kawahara, Kashiwagi et al. 2015). Bir başka in vivo 

çalışmada fare meme kanseri modeli üzerinde takrolimus ile tedavide tümör büyümesini ve 

tümör içi anjiyogenezi azalttığı gösterilmiş olup, in vitro koşullarda hem meme tümöründe hem 

de endotelyal hücrelerde hücre göçünü azalttığı bildirilmiştir (Siamakpour-Reihani, Caster et al. 

2011). 

Her iki hücre hattında da blotlama tekniği ile değerlendirilen Akt protein ekspresyonu, 

LAN5 hücrelerinde kontrol koşulunda eksprese edilmediği gözlenmiştir. Aynı şekilde RA 

uygulaması yapılan LAN5 hücre grubunda Akt ekspresyonu gözlenmemiştir. Bu durum, 

immunsitokimyasal sonuçlar ile koreledir ve Akt proteininin LAN5 hücreleri tarafından 

eksprese edilmediği düşünülmektedir. Öte yandan LAN5 hücrelerinde, bir kalsinörin inhibitörü 

olan Tac uygulanan gruplarda Akt protein ekspresyonunda artış saptanması, dolaylı olarak 

mTOR yolağının inhibisyonunda negatif etki yaptığının ve Akt yolağını bloke edemediğinin bir 

kanıtıdır.  

Agresif özellikteki NB hücre tipini yansıtan KELLY hücrelerinin Akt ekspresyonu 

blotlama tekniği ile gösterilmiştir. Buna göre, Akt’ın kontrol koşulunda ekspresyon göstermesi, 
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bu hücreler tarafından ifade edildiğinin kanıtıdır. RA uygulanan grupta kontrole oranla Akt 

ekspresyon seviyelerindeki belirgin azalma, bu ajanın yolak üzerinde etkili olduğunu 

düşündürmüştür. RA, diferansiye edici bir ajan olduğundan,ajan uygulandığı zaman hücreler 

ortamda yaşamakta ancak diferansiye olmaktadır. Bu diferansiyasyon sürecinde KELLY 

hücrelerinde Akt ekspresyon düzeylerindeki azalma, RA’nın yolak üzerine baskılayıcı bir etkisi 

olduğu şeklinde yorumlanmıştır.  

Öte yandan, konvansiyonel kemoterapide kullanılan CDDP uygulanan KELLY 

hücrelerinde birçok hücrede ölüm gerçekleşmiş olup, kalan canlı hücreler üzerinden Akt’ın 

protein ekspresyonunun Western Blot düzeyinde halen devam ettiği görülmüştür. Bu durum 

CDDP’nin Akt yolağı üzerinden etkin olmadığı şeklinde yorumlanmıştır.  

Tac ajanının, kalsinörin inhibisyonu ile mTOR yolağına etki edebileceği düşünülmekte 

ve bazı tümör tiplerinde koruyuculuğu çalışmalarla gösterilmektedir (Jiang, Yamamoto et al. 

1993). Bazı tümör tipleri için hücre proliferasyonunda ve migrasyonunda azalma gösterdiği 

bilinen Tac’ın NB hücreleri olan KELLY’ye uygulandığında Akt proteininin ekspresyon 

seviyelerini kontrole gore arttırdığı gözlenmiştir ve Akt yolağını aktifleyebileceği görüşünü 

ortaya çıkarmıştır.  
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6 SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

Çalışmamızda, RA ve Tac’ın, konvansiyonel tedavi edici ajan ile kıyaslanarak hücre 

canlılığı üzerine etkileri ve PI3K/Akt ve RAS/MAPK yolaklarında önemli gen ürünleri olan 

p44, Ras, Akt ve apoptozda önemli bir protein olan Bcl-2 aktivasyonu incelenmiştir. Bu amaç 

doğrultusunda KELLY ve LAN5 hücre hatlarına RA ve Tac uygulanarak, canlılık üzerine 

etkilerine bakılmıştır. Öncelikle RA ve Tac’ın değişik dozları denenerek efektif doz 

bulunmuştur. Daha sonra RA ve Tac’ın hücre canlılığına olan etkisi MTT  testiyle analiz 

edilmiş ve RA ve Tac’ın hücre canlılığını azaltıcı etkisi gösterilmiştir. Sonuç olarak, RA ve Tac 

kullanılarak oluşturulan hücre canlılığı modeli ile KELLY ve LAN5 hücre hatlarında canlılığın 

azaldığı, her iki ajanın da KELLY hücre hattında, LAN5 hücrelerinde olduğundan daha etkili 

bir canlılık azaltıcı özelliği olduğu gösterilmiştir.  

İmmunsitokimyasal boyamalar ile değerlendirilen Akt proteini, dikkat çekici bir bulgu 

olarak Tac koşulunda hücreler üzerinde proliferatif bir etki göstererek, NB hücreleri için bu 

yolak üzerinde baskılayıcı bir özellikte olmadığı kanıtlanmıştır. Aynı bulgular blot yöntemi ile 

de doğrulanmıştır.  

Bir başka yolak proteini olan Ras, kontrol hücrelerinde yüksek seviyede eksprese 

edilirken RA koşullarında çok belirgin azalma göstermesi, ajanın yolak açısından etkili 

olduğunu göstermiştir. RAS/MAPK(Erk1/2) yolağına dahil p44 ise RA uygulanan gruplarda 

düşük düzeyde bir ekspresyon artışı göstermiştir.  

Apoptoz belirteci olarak NB kontrol hücrelerinde Bcl-2 seviyelerinin yüksek olup, 

uygulanan 0,2 μM’lık RA dozu sonrası bu yüzdelerin belirgin şekilde azalması, RA’nın  

hücreleri apoptotik yoldan etkilediğini göstermektedir.  

İmmunblotlama tekniği olan Western Blot analizleri sonucunda immunsitokimya boyama 

ile korele sonuçlar alınmıştır. Normal koşullarda Akt proteinini eksprese etmeyen LAN5 

hücreleri CDDP’nin 0,5 μM’lık dozuyla ve Tac’ın 500 nm’lık dozuyla kontrole oranla bariz 

olarak ekspresyon seviyelerinde artış göstermiştir. KELLY hücrelerinde ise kontrole kıyasla 

RA’nın 0,2 μM’lık dozu, belirgin şekilde ekspresyonu azaltmıştır.  
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