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COCUKLUK CAGI SOLiD TUMORLERINDE RETINOIiK ASIiTiN PI3K/AKT ve
RAS/MAPK YOLAKLARI UZERINE ETKIiSININ WESTERN BLOT YONTEMI iLE
SAPTANMASI

Ozde Elif GOKBAYRAK, Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Temel
Onkoloji Ana Bilim Dal1, 35340, inciralt1, izmir

OZET
Noroblastom (NB) , noral krestten koken alan embriyonik bir timordiir. 5 yas alti

cocuklarda en sik gériilen ekstrakranyal solid tumdrdiir. ileri evre hastalikta yogun protokoller
ve alternatif tedavi yaklasimlarina ragmen iki yillik sagkalim yiizdesi %30-40’lara ancak
ulagmaktadir. Kanser hiicrelerinin ajanlarla uyarilarak diferansiye edilmesi, anti-neoplastik
tedavide umut verici bir strateji haline gelmistir. Retinoik asit (RA) klinik olarak
noroblastomda hiicresel diferansiasyonu indiikkleme 6zelligi agisindan kullanilmaktadir. RA in
vitro ve in vivo ¢alismalarda terapétik potansiyelin acisindan halen incelenmeye devam eden
bir ajandir. Retinoidlerin hiicrelerdeki biyolojik etkileri, retinoik asit reseptor (RAR) ve retinoid
X reseptor (RXR)'ye baglanan ligandlar aracilifiyla gerceklesmektedir. PI3K/AKT ve
RAS/MAPK vyolaklart kanserde sirasi ile survival ve hiicre proliferasyonu iliskili yolaklardir.
Bugiine dek ndroblastom ve medulloblastom hiicrelerinde 6zellikle PI3K/AKT yolagi daha
yogun incelenmistir. Buna karsin NB hiicrelerinde RAS/MAPK ve iliskili ERK1/2 yolagi
RAve sisplatin ile iliskisi incelenmemistir. Bu calismanin amaci c¢ocukluk ¢agi solid
kanserlerinin 6nemli bir grubunu olusturan NB iki adet hiicre hattt olan KELLY ve LANS
hiicrelerinde hiicrelerinde diferansiye edici ajan RA ve sisplatin (CDDP) ve Takrolimus ‘un

(Tac) etkisini incelemektir.

Bu amagla hiicre kiiltiiriinde tiretilen KELLY ve LANS hiicrelerine LD50 saptanarak bu
dozlar uygulanmistir. PI3K/AKT ve RAS/MAPK iligkili ERK1/2 yolag: tizerinde etkisi igin
Akt, p44 (Erkl1/2), Ras ve EGFR protein ekspresyonlari immunsitokimyasal ve Western Blot
yontemi ile degerlendirilmistir. Diferansiyasyon Toludin Blue boyamasinda morfolojik olarak
degerlendirilmistir. Istatistiksel olarak non-parametrik Mann-Whitney U ve Ki- Kare testleri, p

< 0,05 anlamlilik diizeyinde kullanilmistir.

RA, PI3BK/AKT ve RAS/MAPK iligkili ERK1/2 yolag1 {izerine istatistiksel anlamli
diizeyde etki etmedigi ancak diferansiyasyon ve proliferasyon durdurucu etkisinin 6n planda

oldugu saptanmustir.



Tac, Akt ekspresyonunu arttirdigi i¢in NB’de iyi bir tedavi adayr degil gibi
goziikmektedir. RA’nin RA, PI3BK/AKT ve RAS/MAPK iligkili ERK1/2 yolag: iizerine etkili
olmamasi, aday bir metronomik diferansiye edici ajan olma Onemini desteklemektedir.

Diferansiye edici bir ajanin bu yolagi anti- kanser yonde etkilemesi beklenmemektedir.

Anahtar Kelimeler: Noroblastom, Retinoik Asit, Sisplatin, Sinyal Yolaklar



DETERMINING THE EFFECT OF RETINOIC ACID ON PI3K/AKT AND
RAS/MAPK PATHWAYS ON CHILDHOOD SOLID TUMORS BY USING
WESTERN BLOT
Ozde Elif GOKBAYRAK, Dokuz Eylul University, Institute of Health Sciences,
Department of Oncology, 35340, Inciralti, Izmir

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 PIBK/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 LANS 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 (Erkl / 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.



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



1. GIRIS VE AMAC

Noroblastom (NB) , noral krestten koken alan embriyonik bir timordir. 5 yas alti
cocuklarda en sik gériilen ekstrakranyal solid tumérdiir. ileri evre hastalikta yogun protokoller
ve alternatif tedavi yaklagimlarmma ragmen iki yillik sagkalim yiizdesi %30-40’lara ancak
ulagsmaktadir. Bu ¢alismanin amaci NB hiicrelerinde diferansiye edici ajan Retinoik Asit (RA) ,
kalsinorin inhibitorii Takrolimus (Tac) ve sisplatin (CDDP)’in PI3K/AKT ve RAS/MAPK
iliskili ERK1/2 yolagi iizerinde etkisini Akt, Bcl-2, MAPK(Erk1l/2) ve Ras protein
ekspresyonlar1 araciligiyla incelenmesidir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilecek bilgiler 1s181inda
ozellikle RA, Tac ve CDDP ajanlarinin NB hiicrelerine etki mekanizmalari: daha ayrintili olarak
ortaya konmus olacaktir. Bu ¢aligmanin amaci retinoidlerin terapdtik potansiyelini arastirmak

ve NB' deki hareket mekanizmalarini anlamaktir.

Hipotezler:
1- RA, NB hiicrelerininin ¢ogalmasini inhibe eder.
2- RA , NB hiicrelerini diferansiye ederek apoptotik hiicre dliimiine siiriikler.

3- RA, NB hiicrelerinde anti proliferatif etkisini PI3K/AKT ve RAS/MAPK iligkili
ERK1/2 yolag: tizerinden gosterir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Cocukluk Cag1 Kanserleri

Pediatrik solid tiimorler (PST), pediatrik kanserlerin yaklasik %50'sini temsil eden
heterojen bir malignite grubudur. Ekstrakraniyal solid tiimorler ve merkezi sinir sistemi (MSS)
tiimorleri olarak ayrilabilirler. Bunlar ¢ocukluk c¢agi malignitelerinin %20-25'ini olusturup,
cocuklarda en sik goriilen solid tiimorlerdir.Noroblastom, Wilms tiimorii, rabdomiyosarkom,
osteosarkom ve Ewing sarkomu, ¢ocukluk caginda en sik goriilen ekstrakraniyal solid tiimorleri
temsil eder(Ring, Markert et al. 2017).Cocukluk c¢ag1 kanserleri ortak molekiiler, hiicresel yada
genetik 6zellikler yerine, yaygin olarak anatomik lokasyonlari iizerinden siniflandirilmaktadir
(Chen, Pappo et al. 2015). Hematolojik maligniteler kan, kemik iligi ve lenfoid sistemi
kanserleridir. Beyin tiimorleri merkezi sinir sisteminin intrakraniyal kanserleridir ve kati
timorler ekstrakraniyal non-hematolojik kanserlerdir. PST’ler, epitelyal hiicrelerden (6rnegin,
adrenokortikal karsinom) ve mezensimal hiicrelerden (6rnegin Ewing sarkomundan) tiiretilen
sarkomlardan elde edilen karsinomlar1 igerir.Hematolojik malignitelerden veya beyin
timorlerinden farkli olarak, kati timorler, {i¢ germ hiicre soylarindan herhangi birinde ortaya

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

PST’lerin genetigi, 1986'da ilk insan tiimor baskilayici geninin (RB1) tanimlanmasindan
beri c¢alisilmaktadir (Friend, Bernards et al. 1986). Yeni nesil sekanslama (NGS)
teknolojilerinin tanitilmasi ve PST’lerde karmasik somatik mutasyonlarin tanimlanmasini
miimkiin kilan veri analizlerinin gelistirilmesi ile PST genomiklerinde yenilikler yasanmistir

(Downing, Wilson et al. 2012).



2.1.1 Hiicresel Cesitlilik

PST histolojik &zelliklerinde oldukca farklidir. Ornegin, retinoblastoma tiimér hiicreleri
kiireler halinde organize olur ve néronal siiregleri kiirenin merkezine uzatir. Bu siirecler
sinaptik vezikiiller igerir, sinaptik eklemler olusturur ve ndrotransmiterler biriktirir (Johnson,
Zhang et al. 2007). Aksine, rabdomiyosarkom tiimor hiicreleri bol glikojen igerir ve iskelet

kasin1 animsatan miyofibrillere sahiptir (Chen, Stewart et al. 2013).

Tiimor olusumunu baslatan ve destekleyen onkogenler ve tiimor baskilayict genler de
normal gelisim siireclerinde 6nemli rollere sahiptir. Boylelikle, tek tek hiicreler, malign
doniisiim gegirdikge, ayn1 anda hiicre kaderi spesifikasyonu ve farklilasmasinda da degisime
ugrayabilirler. Ornegin, RB1 inaktivasyonu, hiicre dongiisii ilerlemesini destekleyerek
retinoblastomun baglatilmasina katkida bulunur, fakat RB1 proteini de c¢ubuk fotoreseptor

farklilasmasi i¢in gereklidir(Zhang, Gray et al. 2004).

Hiicresel cesitlilik ve malign doniistimdeki bir baska Onemli nokta da gelisimsel
yeterliliktir. PST’ler kompleks ve dinamik gelismekte olan dokularda, farklilasmis hiicre tipleri
iretmek icin kendi igsel yeterliklerinde tek yonlii degisiklikler geciren ¢ok-noktali progenitor
hiicreler olarak ortaya g¢ikarlar (Cepko, Austin et al. 1996). Spesifik tiimor mutasyonlart ve
farklilasma programlar1 arasindaki integrasyon, dinamik intrinsik hiicresel yeterlilik ile
birlestiginde, ortaya c¢ikan tiimorlerin molekiiler veya hiicresel o6zellikleri orijin hiicreyi
saptamay1 zorlastirir. Bunun yerine, PST’lere potansiyel olarak katkida bulunan hiicresel
soylardaki hiicre kaderi spesifikasyonu ve farklilagsmasinin ve bu soylardaki spesifik genetik
lezyonlarin farkli gelisim asamalarinda etkisinin incelenmesi daha bilgilendiricidir (Hatley,
Tang et al. 2012).



2.1.2 Klinik Cesitlilik

Hiicresel ¢esitlilige ek olarak klinik ¢esitlilik; PST’lerin gelisimsel kokenleri hakkinda da
onemli ipuglar1 saglayabilir. Ilk olarak, tan1 yasi genellikle belirli tiimér tipleri igin
ayridir.Retinoblastomlar, bebeklerde en sik goriilen tiimoérlerdir ve nadiren, 5 yasindan sonra
teshis edilir. Retinal progenitor hiicre proliferasyonu ilk iki trimesterde goriiliir ve prematiire

bebeklerin retinoblastom tanis1 aldigi bildirilmistir (Abramson, Schefler et al. 2002).

Retinoblastomun aksine, osteosarkom yaygin olarak adolesanlarda teshis edilir.
Osteosarkomun tepe insidansi ergenlik doneminde iskelet sisteminin hizli biiytimesi ile
cakismaktadir (Mirabello, Troisi et al. 2009). Osteoblastlar, bu gelisim doéneminde,
muhtemelen malign transformasyona ve osteosarkoma olusumuna daha duyarli hale
geldiklerinde hizli genisleme gegirebilirler. Bununla birlikte, osteoblastlarin osteosarkom igin
orijin hiicre oldugu heniiz kanitlanmamigstir. Tamamen farkli bir soyun, somatik mutasyonlarin
bir sonucu olarak bir osteojenik fenotipi benimsemesi miimkiindiir. Ayrica, adolesanlarda
hormon seviyeleri, sitokinler veya kemokinlerdeki degisiklikler osteosarkomun baslamasina ve

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

Retinoblastomda oldugu gibi, osteosarkomun genomik analizi, hiicresel kokenleri ve
kemik tiimorii olusumuna katkida bulunabilecek i¢ ve dis faktorleri arastirmak i¢in 6nemli bir
temel saglamistir. Biitliin genom dizileme c¢alismalari, p53 yolunun hemen hemen tiim
osteosarkomlarda inaktive oldugunu gostermektedir. TP53 inaktivasyonu olagandisi
olmamasina ragmen, inaktivasyon mekanizmasi benzersizdir. Osteosarkomlardaki TP53
mutasyonlarinin ¢cogunlugu, genin ilk intronunda translokasyonlardir.Bu mekanizma o kadar
yaygindir ki, bazi osteosarkomlar TP53'te iki bagimsiz yapisal varyasyona sahiptir (Chen,
Bahrami et al. 2014).



2.1.3 Genetik Cesitlilik

Osteosarkom ve retinoblastoma, PST’lerin genomik tablosunun iki ucunu temsil eder.
Retinoblastomlar tiimor basina 14.5 (medyan) yapisal varyasyona (SVs) sahiptir (aralik 0-96),
genomlarmin% 10'u kopya sayis1 varyasyonlarinda (CNV'ler) (% 0-95) yer alir ve kodlama
bolgelerinde ortalama 3.5 tek niikleotid varyasyonuna sahiptir (aralik 0—32).Retinoblastomda
cerceve-fiizyon proteinleri iireten translokasyonlar nadirdir. Bunun aksine, osteosarkomlar
tiimor basina 266 SVs (47-1135), genomlarinin% 50'si CNV'lerde (% 3-89) yer alir ve kodlama
bolgelerinde 46 (tek aralik) 16- 237) niikleotid varyasyonlari vardir (Chen, Pappo et al. 2015).

Genomik veriler arasindaki farklar i¢in bir agiklamalardan birisi, her iki kat1 timor tipi de
retinoblastomlarin stabil oldugu genomlar ve osteosarkomlar stabil olmayan genomlara sahip
olmasidir. Ancak genomik veriler kullanilirken genom stabilitesi hakkinda kesinlik
bulunmamaktadir. Bunun sebebi ise sudur; genellikle bir tiimdriin genomik goriintiisii, tek bir
zaman noktasinda ve andploidide analiz edilir ve tiimdrlerde bol miktarda SV ve CNV'nin
genomik instabilite nedeniyle ortaya ¢iktig1 diisiiniiliir. Ozetle, tiimdr hiicreleri siradan genetik
lezyonlari normal hiicrelerden daha yiiksek bir hizda biriktirebilirler (Stephens, Greenman et al.
2011).



2.2 Noroblastom

Noroblastom (NB), gen¢ ¢ocuklarin noral kresteki embriyonik sempatoadrenal soyundan
kaynaklanan gelisimsel bir tiimoriidiir. Giinlimiizde NB, 1-5 yas arasi ¢ocuklarda pediatrik
kanserin birincil 6lim sebebidir ve tiim pediatrik kanser mortalitesinin yaklasik% 13'linii
olusturur (Louis and Shohet 2015). Noroblastik tiimorler (NT), sempatik sinir sisteminin
embriyolojik gelisimi boyunca degisken derecelerde hiicre olgunlagmasina sahip bir spektrumu
temsil eder ve 3 ana kategoriyi igerir: noroblastom (NB), gangliyondroblastoma (GNB) ve
gangliyonéroma (GN) (Picarsic and Reyes-Mugica 2015). Malignitenin derecesi, bu tiiméorlerin
hiicre ve hiicre dis1 olgunlagmasi derecesi ile belirlenir. Kii¢lik cocuklarda en farklilagmamais ve
agresif NBL sunar. Daha olgun tiimor tipi, daha biiyiik yas gruplarini etkileyen GN’dir
(Papaioannou and McHugh 2005).

Bebeklikte kendiliginden gerileme egilimi olan NB'min prognozu, timdr proto-
onkojenleri, DNA igerigi ve katekolamin sentezi gibi ¢esitli parametrelerden etkilenir. Bu
parametrelerin kullanimi tiimor smiflandirmasini diistik, orta veya yiiksek riskli hale getirir

(Rha, Byun et al. 2003).

NB, spontan regresyondan standart ve anti-kanser tedavisine yanit vermeyen yiiksek
derecede agresif metastatik hastaliklara kadar uzanan biyolojik heterojenligi ve klinik davranig

aralig1 nedeniyle diger kati tiimorlerden farkli kalir (Monclair, Brodeur et al. 2009).

2.2.1 Noroblastomun Epidemiyolojisi

NB ilk olarak 1863'te Virchow tarafindan tanimlandi(Lonergan, Schwab et al. 2002). NB,
Wilms tiimorii ve genel olarak {igiincii en yaygin pediatrik maligniteyi takiben 16semi ve santral
sinir sistemi tiimorleri sonrast ¢ocuklarda en sik goriilen ikinci abdominal neoplazmdir
(Kushner 2004). Cocukluk ¢agi kanser 6liimlerinin yaklasik %15'ini olusturur, bu da saldirgan
dogasimi ve tan1 aninda metastatik hastalik sikligini yansitan bir sayidir. Cogu NBkaynakli
oliim, 2 yillik tam1 sirasinda ortaya g¢ikar (Boubaker and Bischof Delaloye 2003). Tanidaki
ortalam yas 22 aydir. Teshis edilen vakalarin %90'indan fazlasi, 5 yasindan biiyiik, 2—3



yaslarinda en yiiksek insidansi olan, yenidogan veya hatta antenatal NB'nin ortaya ciktigi;
birgok yenidogan vakasi benign lezyonlara kendiliginden gerileme veya matiirasyon nedeniyle

kagmay1 saptamaktir (Lonergan, Schwab et al. 2002).

NB, herhangi bir gelisimsel, konjenital veya kalitsal sendromun bir pargasi olarak kabul
edilmez ve baska herhangi bir malignite ile iliskili degildir. Ekzojen nedensel faktorler
epidemiyolojik olarak tanimlanmamistir. Genetik tiimor genezi teorisi muhtemelen NB icin
gegerlidir, kromozom 1'in kisa kolu (kromozom 1p36) ve kromozom 16pl2-13 olasi

predispozisyon lokuslari olarak bilimsel ilgi odagidir (Kushner 2004).

2.2.2 Noroblastomun Etiyolojisi

NB'ler, Zuckerkandl'm organi olan adrenal bezlerden ya da sempatik ganglionlarin
boyundan pelvise kadar paraspinal bolgeler boyunca dagilimini izler.NB gelisimi icin en
yaygin 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 ndronal gangliyonlarinda ortaya c¢ikan gelisimsel bir
malignitedir. Bu noronal yapilar, embriyogenez sirasinda noral tiiplin uzagindan go¢ eden

ventrolateral noral krest hiicrelerinden tiiremektedir (Betters, Liu et al. 2010).

Uzun siireli sagkalim 6ncelikle farklilasma derecesine baglhdir, daha ilkel krest benzeri
tiimorler sergileyen hastalar daha olumlu sonuglar veren daha farkli tiimérlere sahip hastalardan
daha kotidiir (Fredlund, Ringner et al. 2008). Bu malignitenin yaygin klinik ve patolojik
heterojenligi, noral krestin gelisimsel biyolojisini yansitmaktadir (Takahashi, Sipp et al. 2013).

2.2.3 Noroblastomun Onkogenik Faktorleri ve Transkripsiyonel Aglar

NB tiimor olusumunun kdkenleri noral krest prekiirsorlerinin gelisiminin bozulmasindan
kaynaklanirken, 1000'den fazla vakanin DNA'st ve RNA dizilemesinden sonra, tim NB
vakalarin1 hesaba katmak igin hicbir genetik veya epigenetik mutasyon bulunmamistir(Pugh,
Morozova et al. 2013). Benzer sekilde, yapisal genomik degisiklikler NB tiimorogenezine
baglanmamistir. Ornegin, 1 p delesyonu, MYCN amplifikasyonu veya 17q kazanimm

noroblastomun alt tiplerini ve c¢arpisma sagkalimini tanimlayabilir, ancak yaygin bir



noroblastomaya 0Ozgii genomik degisiklik, LOH veya tiim yiiksek riskli ndroblastom
timorlerine tek tip olarak verilen genetik translokasyon yoktur (Theissen, Oberthuer et al.
2014). Dolayisiyla, bu genis molekiiler heterojenite, néroblastomun bir hastalik spektrumunu
temsil ettigi kavramini desteklemektedir. Klinik olarak, bu, fenotipik ve morfolojik olarak ¢ok
benzer olan tiimorler, tedaviye son derece farkli tepkiler verebildikleri i¢in zorluk meydana
gelir. Sonug olarak yogun cabalar, en agresif ve oliimciil alt tiirlerde aktif olan transkriptomlari

ve onkojenik yollar1 karakterize etmeye odaklanmistir (De Preter, Vermeulen et al. 2010).

2.2.4 MYCN Amplifikasyonu

MYCN geni ikinci kromozomun kisa kolunda bulunan 2p24 bélgesinde bir gendir.
MYCN onkojen, néroblastoma tiimdr olusumunda 6nemli bir rol oynar ve agresif bir timor alt
kiimesini tanimlar. Genel olarak vakalarin yaklasik% 20'sinde MYCN'in amplifikasyonu
(10'dan fazla kopya olarak tanimlanmistir) bulunur ve dzellikle kotii bir prognoz saglar. lyi
tamimlanmis transgenik fare modelleri, noral kresti hedef alan deregile MYCN
ekspresyonunun, yiiksek penetrans ile tiimor olusumunu ilerletmek i¢in yeterli oldugunu
dogrulamaktadir(Hansford, Thomas et al. 2004). Bu transkripsiyon faktorii, dolayli protein /
protein etkilesim mekanizmalarinin yani sira, dogrudan DNA baglanmasi yoluyla genetik
hedefleri (6rnegin mRNA, miRNA'lar, IncRNA'lar) aktive eder ve bastirir (Schramm, Koster et
al. 2013). Hem MYCN hem de MYCC (C-MYC), anti-p53, pro-proliferatif fonksiyonlar1 ve
pro-EMT fonksiyonlarini iyi tanimlamistir (Huang and Weiss 2013). Normal embriyogenez ve
noral krest gelismesi sirasinda, MYCN gecici olarak sempatik gangliyon haline gelen ventral-
lateral migrasyon kret hiicrelerinde ifade edilir. Bu nedenle, kotii diferansiye agresif
noroblastomalarin bir alt kiimesinde yiliksek MYCN seviyelerini bulmak sasirtict degildir
(Wakamatsu, Watanabe et al. 1997).



2.2.5 ALK Mutasyonu

ALK'nin (anaplastik lenfoma kinaz) aktive edici mutasyonlar1 da néroblastomun
onkojenik stiriiclileri olarak rol oynamaktadir. Mutasyonlar hemen hemen tiim ailesel
noroblastoma vakalarinda (toplam NB vakalarinin <% 1'1) ve kendiliginden vakalarin% 6-10'u
arasinda bulunur. Bu reseptdr tirozin kinaz (RTK), tipik olarak bir yer degistirmis flizyon geni
(ALK-NPM) olarak bulundugu lenfoma ve akciger kanserlerinde bir onkojen olarak rol

oynamaktadir(Ardini, Magnaghi et al. 2010).

Son zamanlardaki ¢aligmalar, Zebra baligi modellerinde nérogenez icin gerekli olmasinin
yani sira, sempatik noron gelisimini ve gé¢ ndron krest hiicrelerinin hayatta kalmasimi ALK ile
iliskilendirmektedir. Bu gen, STAT3'e bagimli kendini yenileme de dahil olmak iizere kok
hiicre fonksiyonlariin énemli bir diizenleyicisidir ve MY CN'nin transkripsiyonel hedefi olarak

yiiksek ekspresyon, kotii sonucu 6ngérmektedir (Wang, Zhou et al. 2013).

Genetik olarak tasarlanan noroblastoma fare modellerinden elde edilen son veriler ALK
ve MYCN'nin tiimor olusumunu tesvik etmek icin igbirligi yaptigmi dogrulamaktadir. Not
olarak, bu kinaz ila¢ hedeflemeye uygundur ve giicli ALK inhibitorleri ALK mutanti

noroblastoma i¢in halihazirda klinik ¢aligmalarda bulunmaktadir (Schulte, Lindner et al. 2013).

2.2.6 PHOX2B Geni

Ailesel noroblastomun bir alt kiimesinde ve sporadik vakalarin yaklasik% 4'tinde Eslenik
benzeri Homeobox 2B'min (PHOX2B) mikrop hatti mutasyonlar1 bulunur (Trochet, Bourdeaut
et al. 2004). PHOX2B ve PHOX2A, noral krest oOnciillerinin sempatik ndronlara dogru
farklilagmasimi saglar. Bu yoldaki mutasyonlar, Hirschsprung hastaligi ve merkezi
hipoventilasyon sendromu gibi sempatik ve parasempatik soylari iceren norokristopatiler ile

iliskilidir (Wang, Zhong et al. 2014).

Son zamanlarda, PHOX2B fonksiyon kaybi mutasyonlarinin, kalsiyum regiilasyonunu
bozarak noroblastoma farklilasmasini engelledigi gosterilmistir (Di Lascio, Bachetti et al.
2013). PHOX2B ayrica noroblastomda ALK ifadesini de inhibe edebilir; Ayrica PHOX2B



fonksiyonunun kaybinin, ndroblastoma tiimdrlerinin bir alt kiimesinin patojenezine katkida

bulundugunu ileri siirmektedir (Bachetti, Di Paolo et al. 2010).

2.2.7 17q Bolgesinde Fazlahk

NB’da 17. kromozom uzun kolunda allelik fazlali§i saptanmaktadir. Tek basina (+17q)
veya t (1;17) seklinde ortaya g¢ikabilir. Agresif tiimor ve kotii prognozla iligkilidir (Butler
Tjaden and Trainor 2013).

2.2.8 1p Delesyonu (1p LOH)

Tam sirasinda tiimdr dokusunda % 25-35 oraninda saptanmaktadir. Ileri evre hastalarda
daha sik goriiliir. Ayrica MYCN amplifikasyonu ile birlikteligi fazladir (Mosse, Laudenslager
et al. 2004). 1p36 bolgesinde olusan delesyon, bu bolgedeki tiimor supresoér genin kaybina
neden olur ve hastalarda mental gerilik, kranio-fasiyal belirtiler goriiliir. Varlig1 kétii prognozla
iliskilidir (Butler Tjaden and Trainor 2013).

2.2.9 11q Delesyonu (11q LOH)

Tanmida olgularin % 35’inde vardir. Enterasan olarak 11qLOH delesyonu var ise
MY CNamplifikasyonu bulunmaz. Fakat yine de yiiksek risk 6zellikleri ( biiyiik yas, ileri evre,
kotiipatoloji) ile birliktelik gostermekte olup ve kot prognostik bir gosterge
olarakdegerlendirilmektedir(Pei, Luther et al. 2013).
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2.3 Evreleme

IIk kez 1988 yilinda yaymlanan Uluslararas1 Noroblastoma Evreleme Sistemi (INSS),
hastanin evresini tanimlamak igin ilk cerrahi prosediiriin kapsamini kullanmistir (Brodeur,
Seeger et al. 1988). Tamamen kesip ¢ikartilan kiigiik lokalize tiimorler Evre I lezyonlar olarak
kabul edilmistir. Evre II tiimorler kiigiiktiir, lenf nodu tutulumu oldugu kesin degildir ancak
tamamen cikartilmamistir. Evre III lezyonlar, hastanin anatomik orta hattin1 gecen ve tamamen
kesilemeyen biiyiik tiimorlerdir. Son olarak, evre IV ve IVS metastatik timorler, IVS
hastalarinin karacigerde, deride ve kemik iliginin % 10'undan azinda bulunan metastatik

hastaligi olan <1 yasindan biiyiik olmasiyla farklilasmistir (Owens and Irwin 2012).

2.4 Retinoik Asit

2.4.1 Genel Bilgiler

All-trans retinoik asit (ATRA), viicudun iglev gdostermesi ve saglikli kalmasi i¢in kiigiik
miktarlarda ihtiya¢ duydugu bir besin olan A vitamininin aktif bir metabolitidir. ATRA,
ozellikle embriyonik donemde hiicrelerin biiyiimesine ve gelismesine yardimci olur.
Laboratuvarda tretilen sentetik retinoik asit formlari, ciltteki akne gibi bir takim sorunlar
tedavi etmekte, ayrica farkli kanser tiirlerinde tedavide kullanilir. Ayn1 zamanda retinoik asit,
tretinoin ve A vitamini asidi olarak da anilir. All-trans retinoik asit, anti-kanser kemoterapi ilaci
olarak kabul edilir ve Retinol (alkol formu), Retinal (aldehit formu), Retinoik asit (asit formu)
ve retinil ester (ester formu) igceren “retinoid ailesi” altinda siniflandirilir. Bu bilesiklerin hepsi
vitamin A' nin baglica metabolik formlar1 olan Retinoidler olarak bilinmektedir. Yapisal
olarak, retinoidler bir B-iyon halkasina ve bir alkol, aldehit, bir karboksilik asit grubu veya bir
ester grubuyla ¢oklu doymamis yan zincire sahiptir (Siddikuzzaman, Guruvayoorappan et al.
2011). Yan zincir, “tranS-” veya “cis-” konfigiirasyonunda bulunabilen bir dizi konjuge ¢ift
baga sahip dort izoprenoid birimden olusur. Bilinen diger retinoik asit tiirleri olan 9-cis retinoik
asit ve 13-cis retinoik asit, ATRA’nin dogal izomerleridir. Retinoidlerin aksiyonlari, steroid /
tiroid / retinoid hormon reseptor ailesinin {iyeleri olan niiklear retinoid reseptorleri araciligiyla

gerceklestirilir (Bouriez, Giraud et al. 2018).
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2.4.2 Retinoik Asit Reseptorleri

Retinoid reseptorleri, retinoid-cevabi veren genlerin promoter bolgesindeki retinoik asit
yanit molekiillerine (RARE) baglanarak hedef genlerin transkripsiyonunu gii¢lendiren ligandla

indiiklenebilir transkripsiyon faktorleri olarak hareket eder (Tate, Levin et al. 1994).

C domaini, iki tane ¢inko- parmak yapisi igeren, sistein agisindan zengin olan DNA-
baglanma bolgesidir. E domaini, ligand (retinoid) baglama bdlgesini igerir ve ayrica diger
reseptorler ile dimerizasyon i¢in gerekli bir bolgeye sahiptir. C ve E alanlarinin amino asit
sekanslari, retinoid reseptorleri boyunca yiiksek Olciide korunurken, A, B ve F bdlgeleri,
reseptorler arasinda daha az korunmus olmakla birlikte, farkli tiirler boyunca ayni reseptorler
icin yiiksek Ol¢iide korunmus halde kalmaktadir (Siddikuzzaman, Guruvayoorappan et al.
2011).

Retinoid niikleer RAR ve RXR olmak iizere iki reseptor ailesi tanimlanmustir. Her simif
ti¢ farkli alt tiir igermektedir: a, B ve y (Alvarez, Germain et al. 2007). ATRA ve fenretinide,
RAR, 13-cis RA ve sadece beksaroten ve RAR veya RXR'ye baglanan 9-cis RA'ya spesifik
olarak baglanabilir (Bushue and Wan 2010).Bu reseptorlerin ifadesi, ya reseptorlerin kendileri
tarafindan, ya ERa gibi diger niikleer reseptorler tarafindan ya da ayni reseptor ailesine ait
farkli alt tipler tarafindan diizenlenmektedir (Ross-Innes, Stark et al. 2010). Ligandlarin
baglanmasinin ardindan RARs ve RXR'ler heterodimerleri olusturur ve RA alt-akis genlerinin
5' bolgesinde bulunan RARE’lere baglanarak asagi akim efektorlerini aktive etmek icin ligand-
bagimli transkripsiyon faktorleri olarak rol oynarlar (Bushue and Wan 2010). RAR veya
RXR'lerin RARE'ye baglanma yoluyla islev gormesi, RA klasik veya genomik yolu olarak
kabul edilir (Connolly, Nguyen et al. 2013). Klasik yolun aktivasyonu, hiicre farklilagmasini,
hiicre tutuklanmasini ve apoptozu tetikler (Tang and Gudas 2011).
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Sekil 2.4.2.1: Retinoik Asit Reseptorleri ve Aksiyon Mekanizmasi. Sekildeki enzimatik
adimlarda, 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 iceren ti¢ farkli izomere sahiptir. Retinoik asit, proteine Hiicresel Retinoik Asit
Baglama Proteini (CRABP) tarafindan ¢ekirdege nakledilir ve retinoik asit reseptorii a'ya
(RARa) iletilir. RARa, heterodimerize olur ve gogunlukla gen promoterlerinde bulunan RA
duyarli elementlere (RARE) baglanir. RA mekanizmasinin klasik yolunda, RA, RARy dahil
olmak iizere asagi dogru hedef genlerinin ifadesini indiiklemek igin RARa ve rexinoid
reseptorlerinin (RXRa, y, veya y) dimerlerine baglanir. Aktivasyon iizerine, RARy kendi
ifadesini ve esas olarak hiicre biiylimesini inhibe eden fonksiyonun asagi akis genlerini
diizenleyebilir. Alternatif olarak, RA, FABP5 gibi baska faktorler tarafindan ¢ekirdege
baglanabilir ve nakledilebilir. Bu, RA'y1 PDK-1 / Akt veya ERa yolu gibi genomik olmayan
yollar1 aktive eden PPARy / P ve ERa gibi diger klasik olmayan reseptorlere sunar. Klasik yola
atfedilen farklilasma fonksiyonlarinin aksine, genomik olmayan yollar kanser hiicreleri
lizerinde giiclii antiapoptotik ve proliferatif etkiler gosterir. Klasik ve genomik olmayan
yollarin kendi ligandlarinin nispi bollugu tarafindan kontrol edildigine inanilmaktadir. RA,
RAR'lar i¢in diger reseptorlere kiyasla daha giiclii bir afiniteye sahiptir ve klasik yol, genomik
olmayan yollar iizerinde dominant bir rol oynar. Boylece, eger RA, Ostrojen gibi baska

ligandlarla mevcutsa, klasik yoldan sinyal vermek, hiicre farklilasmasi ve biiylime inhibisyonu
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ile sonu¢lanmak tiizere tercih edilir. (Bu sekil “Molecular Pathways: current roles and future
directions of the retinoic acid pathway in cancer prevention and treatment, Conolly ve ark.,

2013” makalesinden uyarlanmistir.)

2.4.3 Retinoik Asit ve Kanser

Retinoidler, agirlikl olarak hiicresel farklilasmay indiikleme ve proliferasyonu durdurma
yeteneklerinden dolay1 kanserin dnlenmesi ve tedavisi agisindan potansiyel birer ajan olarak
tanimlanmistir (Connolly, Nguyen et al. 2013). Ayrica yapilan ¢alismalarda retinoidlerin,
hiicreleri apoptoza siiriikleyerek te anti kanser etki sagladigi gosterilmistir (Hofmann 1992).
RA ile diizenlenen tiimdr baskilayict genler, eksprese edildigi zaman tiimor biiylimesini inhibe
edebilir (Houle, Rochette-Egly et al. 1993). Retinoidler, bazi hematolojik malignitelerin
tedavisinde, kutandz T hiicreli lenfoma ve APL'de kullanim i¢in FDA onay1 almistir. Yapilan
calismalarda Bexarotene (bir RXR-selektif retinoid veya rexinoid), refrakter ileri evre miyozis
fungoidesli bir kutandz T hiicresi lenfomasi olan hastalarda yaklasik % 50'lik bir genel yanit
orani ile iliskili bulunmustur (Duvic, Hymes et al. 2001). Yapilan bir ¢alismada Tallman ve
arkadaglar1 sentetik bir retinoid olan ATRA'min, sadece APL'de kemoterapi ile
karsilastirildiginda hastaliksiz ve genel sagkalimda prognozu iyi etkiledigi ve vakalarin
yaklasik %70'inde uzun siireli remisyonlar ortaya ¢ikardigi gosterilmistir (Tallman, Andersen et
al. 1997). Yapilan bir¢cok ¢alismada, akciger kanseri prevensiyonunda tek ajan olarak
retinoidlerin rolii arastirmistir; yiiksek seviyede akciger kanseri riski olanlarda (primer
kemoprevensyion), brons epitelinde veya balgamda varolan on-malign degisikliklere sahip
olanlar (sekonder kemoprevensiyon) ve akciger kanseri Oykiisii olan hastalarda (tersiyer

kemoprevensiyon) literatiirde yogun ¢alismalar bulunmaktadir (Lippman, Lee et al. 2001).

All-trans retinoik asit (RA, tretinoin), lenfoma, 16semi, serviks kanseri, akciger kanseri,
bobrek kanseri, noroblastoma ve glioblastoma gibi cesitli kanser tiirlerinin tedavisi igin
gelistirilmistir. Benzer olarak 13-cis RA (izotretinoin) tiroid kanseri, akciger kanseri, prostat
kanseri, bag-boyun kanseri gibi ¢esitli kanser tiirleri i¢in klinik deneyde olmustur. Ayrica, farkl
kanser tiirlerinin tedavisi i¢in klinik denemede bulunan birkag¢ sentetik retinoid vardir (Das,
Thapa et al. 2014). RA tiirevleri noroblastom tedavisinde kullanilmakta ve umut verici

kliniksonuglar gostermektedir (Reynolds, Wang et al. 2000).
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NB’nin giincel tedavisi sonrasinda sag kalim, beklenenin altindadir. Bu sebepten dolayi, RA ile
indiiklenmis ndroblastom hiicrelerinin farklilasmasinda rol oynayan molekiiler mekanizmalarin
aciga c¢ikarilmasi 6nemlidir. Bu mekanizmalara daha spesifik bakildiginda, hiicrenin hayatta
kalmasi ve hiicreyi apoptoza siiriikleyen RA aracili dengeleyici sinyal yolaklari, sasirtici klinik

sonuglar dogurabilecek potansiyel bir rol oynayabilir.

2.5 Takrolimus

2.5.1 Genel Bilgiler

Takrolimus (diger adiyla FK506), Streptomyces tsukubaesis'in fermantasyon et suyundan
izole edilen 23 {iyeli bir makrolid laktonudur (Tanaka, Kuroda et al. 1987). Ek olarak,
siklosporin gibi takrolimus da, kat1 organ transplantasyonunu takiben siklosporine degerli bir
terapotik alternatif olarak ortaya c¢ikan kalsinérin inhibitér grubuna ait bir immiinosupresif
ajandir (Plosker and Foster 2000).Kalp (Crespo-Leiro, Paniagua et al. 2002), ince bagirsak
(Reyes, Mazariegos et al. 2005), pankreas (Bottino, Trucco et al. 2002), kemik iligi (Corry,
Chakrabarti et al. 2001), akciger, karaciger (Treede, Klepetko et al. 2001) ve bobrek (Borrows,
Chusney et al. 2005)alicilarinda reddinde ve otoimmiin hastaliklarin tedavisinde etkilidir
(Heneghan and McFarlane 2002).

Bu ajan, 1984 yilinda Fujisawa Pharmaceutical Co Ltd. tarafindan bulunmustur. Tac, T-
lenfositlerin aktive olmasi i¢in 6nemli bir molekiil olan kalsindrini inhibe eden uzun salinimh

bir madde seklinde formiile edilmistir (Wallemacq, Goffinet et al. 2009).

2.5.2 Etki Mekanizmasi

Kalsindrin inhibitorleri dermatolojide siklikla T-hiicre yanitin1 degistirme 6zelliklerinden
dolay1 kullanilmaktadir (Weischer, Rocken et al. 2007).

Tac, sinyal transdiiksiyonundan sorumlu bir immiinofilin olan FKBP-12'ye baglanir ve
Ca2 +, kalmodulin ve kalsinorin ile bir pentamerik kompleks olusturur (Kalt 2017). Normalde

T hiicrelerinin aktivasyonu, kalsiyum konsantrasyonunda intrasitoplazmik bir artisa yol acar
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(Bultynck, De Smedt et al. 2002). Artmis Ca+2 seviyeleri bu defa “kalmodulin” denilen bir
molekiili aktiflestirir. Kalsinorin ise kalmodulin aktivasyonu ile aktive olmus olur. Kalsindrin
molekiilii iki adet alt {initeden olugmaktadir; birincisi katalitik bdlge, ikincisi oto-inhibitor
bolge (Kalt 2017). Bu bolgeler Cat+2’a ve kalmodulin baglanmasina gore konum degistirebilir.
Kalsinorin, “NFAT” denilen (nuclear factors of activated T cells) molekiilii defosforile eder.
Defosforile olan NFAT nukleusa girer ve niiklear alt {initeler ile bir kompleks olusturur. Bu
kompleks bazi genlerin promotor bdlgelerine baglanabilmektedir. Ornegin, IL-2, IL-4, IF y ve
TGF B gibi pro-inflamatuar sitokinlerin transkripsiyonu ve ifade edilmesi gerceklesir(Marsland
and Griffiths 2002).
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Sekil 25.2.1: Hiicrede Kalsinérin Inhibitérleri ve Etki Mekanizmas.
Kalsinérin inhibitoérlerinin hiicre i¢i etki mekanizmasi: Hiicrede CsA, pimekrolimus, takrolimus
ve rapamisin, immiinofilinler adi verilen intrasitoplazmik proteinler ile biitiin bir sekilde
kompleks  olusturur.  Siklosporin A, siklofilin,  pimekrolimus, takrolimus ve
rapamisinebaglanarak, takrolimus baglayici protein (FKBP12) olarak adlandirilan bir 12-kDa
proteinine baglanir. Boylece CsA, pimekrolimus ve takrolimus, defosforilasyon ile NFAT"
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inaktiflestirir. Bu durum da IL -2, IL-4, interferon-gama ve TGF-B'nin gen transkripsiyonuna
neden olur. (Bu sekil “Tacrolimus: a review of laboratory detection methods and indications for

use, Kalt, 2017” makalesinden uyarlanmistir.

Kalsinorin inhibitorleri hiicreye verildiginde hepsi kalsinorinin  aktivitesi ile
immunofilinlere ve interferlere baglanirlar. Boylece NFAT 1n defosforile olmasi engellenir.
Ayn1 zamanda sitokinlerin {iretimi de etkilenir (Kalt 2017). Ayrica T hiicresi, antijen sunan
hiicreler tarafindan yapilan aktivasyona cevap veremez hale geleceginden, T hiicre aktivasyonu
baskilanmig olur (Jain, McCaffrey et al. 1992). Yapilan g¢alismalarla immun baskilayici
ajanlarin, genel olarak malignitelerin ve 6zellikle de cilt kanserinin goriilme sikligiyla dogrudan
iliskili oldugu bilinmektedir. Kalp nakli yapilmis hastalara operasyon sonrasti immune
baskilayici ajanlar verilmektedir. Bu nedenle transplante hasta gruplari malinitelere daha
yatkindirlar (Weischer, Rocken et al. 2007).Nakil hastalarina yaklasik 5 yillik yapilan takip
sonrasinda hastalarin %17'sinde deri kanseri vakasi goriilmiistiir.Bu tiimorlerin lokalizasyonuna
bakildiginda yaklasik yiizde yetmisi bas ve boyun tiimori, %17'si {ist ekstremitede iken alt
ekstremitelerde ve batin kisminda yalnizca %4’liikk bir orana rastlanmistir (Caforio, Fortina et
al. 2000).

2.6 Sisplatin

Sisplatin (CDDP) ilk olarak 1844 yilinda M. Peyrone tarafindan gelistirilmistir ve
kimyasal yapist ilk olarak 1893 yilinda Alfred Werner tarafindan agiga kavusturulmustur
(Dasari and Tchounwou 2014). CDDP iyi bilinen platinyum bazli bir kemoterapotik ajandir.
Mesane, bas-boyun, akciger, over ve testis kanserleri dahil olmak {izere ¢ok sayida insan
kanserinin tedavisinde aktif rol oynamaktadir. Karsinomlar, germ hiicreli tiimorler, lenfomalar
ve sarkomlar dahil olmak tizere ¢esitli kanser tiirlerine karsi etkilidir (Dasari and Tchounwou
2014).

CDDP hiicre i¢ine girdigi zaman aktiflesir. Sitoplazmada, CDDP {izerindeki kloriir
atomlar1, su molekiilleri tarafindan yer degistirir. Bu sayede olusan hidrolize iiriin, niikleik

asitler lizerindeki protein ve azot verici atomlar iizerindeki siilthidril gruplar1 dahil olmak {izere
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herhangi bir niikleofil ile reaksiyona girebilen giiclii bir elektrofil halini almis olur. CDDP,
piirin kalintilar1 tizerinde N7 reaktif merkezine baglanir ve bu nedenle kanser DNA'sinda bir
hasara yol agar. Ayrica hiicre boliinmesini bloke eder ve apoptotik hiicre 6liimiine neden olur

(Dasari and Tchounwou 2014).

CDDP’nin ciddi sekilde yan etki gosterdigi de bilinmektedir. Bir yandan kanser
hiicresinin DNA'sim1 hasarlarken, bir yandan da hiicrede oksidatif stresi indiikler ve hiicre
oliimiine yol agar. ROS olusumu, cis-diamminedikloro platin (I1) konsantrasyonuna ve maruz
kalma siiresine baglidir (Brozovic, Ambriovic-Ristov et al. 2010). Sisplatin primer olarak
apoptoz yoluyla hiicre 6liimiine sebebiyet verir. Bununla birlikte hiicrede olusabilecek herhangi
bir mutasyon sonucunda apoptotik sinyallemenin engellenmesi, hiicre icinde sisplatin

mekanizmasina direng gosterebilir (Dasari and Tchounwou 2014).

CDDP, yiiksek diizeyde ve genis bir anti tiimdr aktivitesi spektrumuna sahiptir. Bu
nedenle, anti kanser aktivitesine ve diisiik yan etkilere sahip platinyum i¢cermeyen yeni metal
tirleri bulmak icin, ila¢ tasarimi alaninda gelistirilmis kapsamli arastirmalara imkan
saglamigtir(Lebwohl and Canetta 1998). Asagidaki figirde CDDP’nin hedefleri

gosterilmektedir.
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Sekil 2.6.1 : CDDP’nin Hedefleri: Platin kompleksleri, tiimor hiicresi oliimiinii
indiiklemeye yonelik kanserlerin adjuvan terapisi olarak klinik olarak kullanilmaktadir. Hiicre
tipine ve konsantrasyonuna bagli olarak, sisplatin, 6rnegin transkripsiyon ve / veya DNA
replikasyon mekanizmalari ile etkilesime girerek sitotoksisiteyi indiikler. Ek olarak sisplatin,
apoptozis indiiksiyonu yoluyla tiimérleri, kalsiyum sinyallemesi, 6liim reseptdr sinyallemesi ve
mitokondriyal yolaklarin aktivasyonu dahil olmak iizere ¢esitli sinyal transdiiksiyon yollarinin
aktivasyonunun aracilik 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 adli makalesinden uyarlanmistir.)
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CDDP'nin pediyatrik kat1 tiimor tiirleri i¢in klinik yarari vardir; bununla birlikte,
CDDP'nin verimine siklikla sekonder malignitelere yol acan toksik yan etkiler ve tiimor direnci

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

Oksidatif strese maruz kalmak normal biyolojik fonksiyonlar1 bozdugu bilinmektedir.
DNA hasari disinda, son veriler CDDP'nin de hiicre 6liimiinii tetikleyen reaktif oksijen tiirlerini
(ROS) indiikledigini gostermektedir. Hiicre oliimii, c¢esitli sinyal yollarinin aynm1 anda
aktivasyonu iizerine gergeklesir, 6zel yollar ise kanser hiicresine baglidir. ROS olusumu CDDP
konsantrasyonuna ve maruz kalma siiresine baglidir. Hiicre i¢i redoks homeostazi, tiyol grubu
(-SH) igeren molekiiller tarafindan korunur. Belirli kosullar altinda bir tiyol grubu, molekiiler
oksijen ile etkilesime girebilen ve dolayistyla ROS fireten tiyol radikallerinin olusumuna yol

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

Cogu metal ROS fiiretebilir. Metallerin neden oldugu serbest radikallerin g¢esitli DNA
hasarlarina aracilik ettigi, buna ek olarak metallerin DNA onarimini 6nleyebildigi bulunmustur.
Spesifik fizyolojik seviyeleri asan metal konsantrasyonlari, muhtemelen serbest radikaller
ureterek toksiktir. Genellikle, her bir hiicre antioksidanlar ve serbest radikaller arasinda bir
dengeye sahiptir ancak ROS lipid peroksidasyonuna, siilthidril gruplarinin tiikkenmesine, sinyal
transdiiksiyon yollarinin degigmesine, kalsiyum homeostazisine yol acip, ayn1 zamanda DNA

hasarmni da indiikler. Bu durum, yaglanma veya kansere neden olur (Desoize 2002).

p53 tiimor baskilayici protein, kanserde CDDP'ye olan duyarlilikla iliskilidir. CDDP ile
indiiklenebilen p53 gen terapisi, yaygin olarak kullanilan kemoterapdtik ajanlarin etkinligini
arttirirken bir transgen ekspresyonunun kontroliinii saglayabilir. Bu, kanserler i¢in umut verici
yeni bir tedavi olabilir (Wang, Qian et al. 2006). p53 proteini CDDP ile modifiye edilmis
DNA'y1 tantyabilir. Pivonkova ve meslektaslari, p53 delesyon mutantlarin1 kullanarak CDDP-
DNA'ya baglanan p53'Qi ve protein redoks durumundaki degisikliklerle p53-DNA
baglanmasinin modiilasyonunu arastirmislardir.izole edilmis p53 C-terminali alani, modifiye
edilmemis DNA'ya kiyasla onemli Olgiide daha yiiksek bir afinite ile CDDP-DNA'ya
baglanmistir (Pivonkova, Brazdova et al. 2006).

CDDP’in ¢esitli kanserler iizerinde etkili oldugu bilinmektedir.  Ozellikle meme
kanserinde, CDDP, taksanlar, vinka alkaloidler ve 5-fluorourasil (Florea and Busselberg 2011)
gibi sinerjik veya ilave etkilerle sonuglanan diger ilaglarla birlikte kullanilmistir. CDDP, 1,2-

intrastrand ¢apraz baglantisinda Pt-DNA eklentileri olusturarak DNA sinyallerine neden olarak

20



bilinir ve ¢esitli sinyal iletim yollarinin aktivasyonuna yol acar (Ding, Yuan et al. 2011).
Bununla birlikte, kesin eylem mekanizmasi ve 6zgiilliik hala iyi olusturulmamistir. CDDP’nin
meme kanseri hiicrelerini kemoterapiye duyarli hale getirdigi mekanizmalara 151k tutmak igin,
CDDP’nin meme kanserinin farkli molekiiler ve farklilagma alt tiplerini temsil eden dort insan
kanseri hiicre ¢izgisi kullanilarak hiicre fenotipi ve hayatta kalma {tizerindeki etkilerini
incelenmistir (Prabhakaran, Hassiotou et al. 2013). CDDP'nin meme kanseri hiicre sagkalimini
azalttig1 ve hiicre dizileri i¢inde kok / progenitor hiicre alt popiilasyonlariin farklilasmasini
indiikledigi sonucuna varilmistir. Bu etkiler, bu ilacin bir tiimor i¢indeki spesifik kemoterapiye

direngli hiicreleri hedef almas1 potansiyelini gosterir (Prabhakaran, Hassiotou et al. 2013).

CDDP’nin ana sitotoksik etkisi DNA hasar1 olarak bilinir. Bununla birlikte, son
zamanlarda yapilan c¢alismalar CDDP’nin apoptotik siirece dahil olan olaylar zincirini
olusturdugunu kanitlamistir. Sican ndroblastom BS50 hiicrelerinde yapilan bir calismaya gore,
golgi aparati, endoplazmik retikulum ve lizozom organellerinin CDDP’nin hedefi oldugu
gosterilmistir. Calismada hem konfokal mikroskopide hem de TEM'de elde edilen sonuglarin,
bu organellerin 48 saatlik CDDP tedavisine bagl olarak giiglii bir yeniden diizenlemeye maruz
kaldiklarin1 ve bu degisikliklerin sitoiskelet tiibiilinin yeniden diizenlenmesine bagli oldugu
gosterilmistir. Boylece tlim siirecin fagositoz i¢in tasarlanmis apoptotik cisimlerin olusumunun

temelinde oldugu belirtilmistir (Santin, Scietti et al. 2012).
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2.7 PIBK /AKT Yolag

Fosfatidilinositol 3 -kinaz (PI3K) /Akt sinyal yolag: ¢esitli tipte hiicresel uyarict yada
toksik bir hasar gérmeye bagli olarak aktive edilir ve bu yolak ile hiicrede transkripsiyon,
translasyon,proliferasyon, biiyiime ve sagkalim gibi temel fonksiyonlar1 regiile edilmektedir
(Datta, Brunet et al. 1999). PI3K/Akt yolaginda meydana gelen bir mutasyon sonucunda olusan
hatali aktivasyon; basta kanser, diyabet ve otoimmun hastaliklarin gelisimi ile
iliskilendirilmistir (Vivanco and Sawyers 2002). Insan kanserlerinde PI3K/Akt yolaginda

sinyalizasyonun aksamaya ugradig1 gosterilmistir (Testa and Bellacosa 2001).

Kanserin gelismesi ve ilerlemesi, hiicre proliferasyonu ve sagkalim arasindaki dengenin
bagka yone kaymasiyla yakindan iligkilidir. PI3K/Akt sinyalizasyonu, proliferasyon ve apoptoz
ile iligkilidir ve sadece tiimor gelisiminde degil, timoriin tedaviye verdigi potansiyel tepkisini

aciga ¢ikarmakta da 6nemli bir gérev oynamaktadir (Nicholson and Anderson 2002).

PI3K, PI (4, 5) P2'nin inositol halkasinin 3 pozisyonunun fosforillenmesinde rol oynar ve
hayatta kalma sinyali i¢in gerekli olan bir molekiil ve kuvvetli bir sekonder mesajci1 olan PI(3,

4, 5) P3 ve insiilin aksiyonu igin gereklidir (Fruman, Meyers et al. 1998).
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Sekil 2.7.1 : PI3K/Akt sinyal yolunun diizenlenmesi i¢in model.Biiyiime faktorlerinin
reseptor tirozin kinazina (RTK) veya G proteinine bagli reseptorlere (GPCR) baglanmasi, P85
ve P110 alt birimlerinden olusan fosfatidilinositol 3-kinazin (PI3K) fosforilasyonunu uyarir.
PI3K fosfatidilinositole-4,5 bisfosfonat (PI (4,5) P2) PI (3,4,5) P3'e doniistiiriirken, PTEN
(kromozom 10 iizerinde silinen fosfataz ve tensin homologu) bu reaksiyonu tersine gevirir. Akt,
hiicre zarina translokasyon yapar ve PH alanindan PI (3,4,5) P3 ile etkilesir, fosfoinositide
bagimh kinaz (PDK) 1, PDK2 ve integrin-bagl kinaz tarafindan iki tortuda (Thr308 ve Ser473)
fosforillenir (ILK). Karboksi terminal modiilasyonlu protein (CTMP) fosforilasyonu inhibe
eder. Aktif olduktan sonra Akt, hiicre dongiisii ve hiicre sagkalimi gibi temel hiicresel siiregleri
kontrol eder. (Bu figiir “ PI3K /AKT Pathway: It’s functions and alterations in human cancer,
Osaki,M ve ark., 2004” adl1 makaleden uyarlanmistir.)

PI3K'ler, protein tirozin kinaz aktivitesi (Reseptor Tirosin Kinaz, RTK) ve G protein-
aracilt reseptorler (GPCR) tarafindan aktive edilen bir katalitik alt birim (P110) ve bir
diizenleyici alt birimden (P85) olusan heterodimer molekiillerdir (Katso, Okkenhaug et al.
2001). Aktiflesen PI3K, plazma membran lipidi olan Pl (4,5) P2'yi saniyeler i¢inde PI (3.4,5)
P3'e gevirir. PI (3,4,5) P3'in hiicre lizerine etkisinde, FYVE ve plekstrin homoloji (PH)
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alanlarinin yan1 sira en az iki farkli protein-lipid baglama alanina spesifik olarak baglanarak

aracilik eder (Pawson and Nash 2000).

Akt proteini, 57 kD boyutunda bir Ser/Thr kinaz'dir. Farelerde bir 16semi tipinden
sorumlu oldugu bilinen viral bir onkoprotein olan v-Akt'in hiicresel homologudur ve bu yiizden
c-Akt yada Akt olarak isimlendirilmektedir (Staal 1987). Ayn1 zamanda PKB (protein kinaz B)
veya RAC (protein kinaz A ve C ile iligkili) olarak da isimlendirilmektedir, ¢iinkii yapilan
birkag ¢alismada v-Akt ve c-Akt' in protein kinaz C'ye (PKC) ve protein kinaz A'ya (PKA)
hafif derecede benzerlik gosteren bir protein kinazi kodladigr gosterilmistir (Jones, Jakubowicz
et al. 1991). Memeli genomunda; Aktl (PKBa), Akt2 (PKBp) ve Akt3 (PKBy) izoformlarini
kodlayan li¢ Akt geni vardir. Bunlardan Akt2 ve Akt3, Aktl ile amino asit sekansinda
sirastyla% 81 ve% 83 homoloji gostermektedir (Vanhaesebroeck and Alessi 2000).
Memelilerde bulunan {i¢ Akt geninin tamami, farkli dokularda genis Ol¢lide eksprese edilir,
fakat farkl1 Akt tipleri baz1 dokularda daha fazla bulunurlar. Ornegin; Aktl beyinde, kalpte ve
akcigerde daha fazla bulunurken, Akt2 iskelet kasi ve embriyonik kahverengi yag dokusunda
baskinlik gosterir. Akt3 tipi ise siklikla olarak beyinde, bobrekte ve embriyonik donemde kalp
dokusunda fazlaca mevcuttur (Brodbeck, Cron et al. 1999).

Aktif Akt proteini sayisiz fonksiyonunu modiile eder (Lawlor and Alessi 2001). Bunlar;

Hiicre ¢ogalmasimin diizenlenmesi ile ilgili substratlar

Glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3)

Glikoz tasiyicist GLUT4'lin membran translokasyonu

Sikline bagimli kinaz inhibitorleri, P21 / Wafl / Cipl ve P27 / Kip2,
Rapamisinin memeli hedefi (NTOR)

Tiiberoz skleroz kompleksi 2 (TSC2) “dir (Shin, Yakes et al. 2002).

YV V. V V V V

Hiicrelerde aktif PI3K'nin énemli bir fonksiyonu da apoptozisin inhibe edilmesidir (Yao
and Cooper 1995). Akt aym1 zamanda, PI3K'ya bagimli hiicre sagkalim cevaplarina aracilik
etmek i¢in iyi bir adaydir. Akt, hiicre dis1 sinyal faktorlerinin geri ¢ekilmesi, oksidatif ve
ozmotik stres, 1sinlama ve kemoterapotik ilaclar ve iskemik sok ile hiicrelerin tedavisi dahil
olmak tizere birgok farkli hiicre 6liim paradigmasinda anti apoptotik bir faktor olarak rol oynar
(Downward 1998).
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Akt'in fazla ekspresyonu, bir¢ok hiicre tipinde anti apoptotik bir etkiye sahiptir, bu da
hiicre dliimiine direng veya gecikmeye neden olur. Akt, apoptotik makineyi dogrudan veya

dolayl1 olarak kontrol eden alt tabakalarin fosforilasyonu yoluyla hiicresel sagkalimi diizenler
(Fresno Vara, Casado et al. 2004).

Akt, IkappaB kinaz a'y1 fosforile edebilir ve aktive edebilir; bu da, IkappaB'yi fosforile
ederek, bozunmayi hedefler (Ozes, Mayo et al. 1999). Bu, niikleer faktor-kappaB'nin (NF-kB)
niikleer translokasyonu ve aktivasyonuna ve Bcl-XL, kaspaz inhibitorleri ve c-Myb dahil olmak
tizere NF-kB'ye bagli prosiirivi genlerin transkripsiyonuna yol agar (Lauder, Castellanos et al.
2001). Ayrica Akt; Bcl-2, Mcl-1 ve Aktin kendisi gibi anti-apoptotik genlerin
transkripsiyonunu arttiran siklik AMP-tepki elementi baglayici proteini fosforile eder ve aktive
eder (Osaki, Kase et al. 2004).

Ek olarak, Akt hiicresel stresin bir sensorii olarak hareket eden ve stres sinyallerini
apoptotik sinyallere doniistiiren tiimor baskilayici p53 proteinini dolayli olarak diizenler (Evan
and Vousden 2001). Akt, fare Double Minute-2 proteinini, niikkleusa translokasyonunu ve
p53'in destabilizasyonunu tesvik eden fosforile eder (Mayo and Donner 2001). p53'in
bozunmasimi tegvik ederek, Akt hiicresel stres cevabini bozarak hiicrelerin hayatta kalma

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

2.7.1 PI3K /Akt Yolag: ve Kanser

Bilindigi lizere RTK veya G-proteinine bagli reseptdrlerin ligand bagimli aktivasyonunun
bir sonucu olarak PI3K/Akt sinyali aktive edilir. Hiicre yiizeyi reseptorleri, cok sayida insan
kanserinde yaygin olarak fazla eksprese edildigi veya yapisal olarak aktif hale getirildigi i¢in,
sonu¢ olarak asag1 yonde sinyal yolaklar1 aktive edilir. En kapsamli olarak incelenen
orneklerden biri, meme ve diger kanserlerde gen amplifikasyonu sonucu fazla eksprese edilen
erbB2 tirozin kinaz reseptoriidiir (Blume-Jensen and Hunter 2001). ErbB2, erbB ailesinin diger
iyeleri ile dimer olusturur. ErbB2 igeren heterodimerler, hiicre biiylimesi, anti apoptoz ve

invazyon ile ilgili ¢oklu sinyal yollarinin giiglii aktivatorleridir (Olayioye, Neve et al. 2000).

Bunun disinda ¢esitli ¢aligmalar insan yumurtalik kanseri, serviks kanseri, bas ve boyun
kanseri, mide kanseri ve glioblastomada PIK3C gen amplifikasyonu gostermistir (Knobbe and
Reifenberger 2003).
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Ayrica Akt'm gen amplifikasyonuyla ilgili raporlar da vardir. ilk olarak Staal, tek bir
mide karsinomunda Aktl geninin amplifikasyonu saptadi (Staal 1987). Diger caligmalar da
glioblastomda Aktl gen amplifikasyonu bulmustur(\Woenckhaus, Steger et al. 2002). Ovaryan,
pankreatik, mide ve meme kanserlerinde Akt2 gen amplifikasyonu bildirilmistir (Cheng,
Ruggeri et al. 1996). Meme ve prostat kanserinde Akt3 mRNA'nin asirt ekspresyonu
gosterilmistir (Nakatani, Thompson et al. 1999). Genel olarak, bu ¢aligmalar PI3K'nin neden
oldugu Akt aktivasyonunun kanser ile iligkili oldugunu gostermistir (Osaki, Oshimura et al.
2004).

Insan kanserlerinde iizerine yapilan in vivo calismalarda yine Akt’in aktif oldugu tespit
edilmistir. Akt izoformlarinin fazla ekspresyonu meme, kolon, yumurtalik, pankreatik, prostat
ve safra kanali kanserlerinde tanimlanmustir (Tanno, Yanagawa et al. 2004). Ayrica, serin 473-
fosforile Akt'e (aktive Akt) kars1 spesifik antikorlar kullanilarak yapilan immiinohistokimyasal
(IHK) calismalar, Akt etkinliginin melanoma, bas ve boyun, meme, kolon, yumurtalik,
pankreatik, safra kanali ve prostat kanserinde saptanabilecegini gostermistir (Nam, Lee et al.
2003). Genel olarak, bu galismalar PI3K-Akt yolunu inhibe etmenin kanserli hastalar igin
terapotik degere sahip olabilecegini diisiindiirmektedir (Osaki, Oshimura et al. 2004).

Akt'm kontrolsiiz aktivasyonu sonucu gelisen PI3K/Akt aktivasyonu, PI3K veya Akt gen
amplifikasyonu, ya da PTEN mutasyonu, kanserin gelisimine yol acar. Bu sebeple Akt
aktivasyonunun inhibisyonu, kanser tedavisi i¢in umut vericidir. Son ¢alismalara gore,
Wortmannin ve LY294002 adli iki bilesik PI3K-Akt yolunun inhibitorleri olarak kullanilmistir
(Osaki, Oshimura et al. 2004). Wortmannin, bir fungal metabolit ve tip I PI3K'nin gii¢lii bir
inhibitoridiir(Powis, Bonjouklian et al. 1994). Nanomolar konsantrasyonlarda, Wortmannin
P110 katalitik alt iinitesine baglanarak PI3K'y1r geri doniistimsiiz olarak inhibe eder.
Wortmannin, in vitro ve in vivo da anti timor aktivitesine sahiptir (Schultz, Merriman et al.
1995). Birgok in vitro ¢aligmada, Wortmannin ile 6n tedavi veya Wortmannin ve bir biiyiime
faktorii ile eszamanli tedavi, in vitro kinaz analizleri ile 6lgiildiigli gibi, PI3K aktivitesini inhibe
ederek proliferatif yanit1 giiclii bir sekilde inhibe etmis veya apoptozisi indiikklemistir (Katso,
Okkenhaug et al. 2001). Bir flavonoid tiirevi olan LY294002, PI3K'nin ATP baglanma
bolgesinin bir inhibitoriidiir (Sanchez-Margalet, Goldfine et al. 1994). LY294002, siklikla in
vitro olarak kullanilmistir ve anti proliferatif ve pro apoptotik aktiviteleri bulunmaktadir
(Osaki, Oshimura et al. 2004). Pankreatik kanser hiicrelerinde LY294002 tedavisi, daha yiiksek

P27 / Kipl seviyeleri ile iligkili olan ve Cyclin D ve E seviyelerini azaltan ve ardindan Rb
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protein hiperfosforilasyonunun inhibisyonu ile G1 tutulmasina neden olmustur (Parsons,
Muilenburg et al. 2010). In vivo ¢aligmalar LY294002'nin tiimor biiylimesinin inhibisyonu

tizerindeki etkisi oldugunu da gostermistir (Semba, Itoh et al. 2002).

2.8 RAS-MAPK Yolag:

Mitojenle aktive olan protein kinazlar (MAPK'ler), proliferasyon, farklilasma, apoptoz,
sagkalim, inflamasyon ve dogustan gelen bagisiklik gibi ¢esitli hiicresel aktiviteleri diizenleyen
serin-treonin protein kinazlardir (Peti and Page 2013). MAPK sinyal yollarinin, Alzheimer
hastalig1 (AD), Parkinson hastaligi (PD) ve amiyotrofik lateral skleroz (ALS) gibi kanser ve
norodejeneratif bozukluklar dahil olmak iizere gesitli hastaliklarin patogenezinde 6nemli rol
oynadigi bulunmustur (Seki, Brenner et al. 2012). Memeli hayvanlarda MAPK'lar, her biri
birka¢ izoformda mevcut olan c-Jun NH2-terminal kinaz (JNK), p38 MAPK ve hiicre dis1
isaretli kinaz (ERK) igerir. JINK1 ve JNK2 cogu dokularda eksprese edilirken JNK3, agirlikli

olarak noronal hiicrelerde ifade edilir (Sabio and Davis 2014).

Cesitli MAPK sinyal yolaklari, hiicre ylizey reseptorlerinden (reseptor tirozin kinaz
(RTK) veya G-protein-bagl reseptérden (GPCR)) sinyal transdiiksiyonunda, gesitli hiicresel
stireclerin aktivasyonuna yol agan niikleusa kadardir (Delire and Starkel 2015). MAPK
yollarinin ¢ogu ayni lineer organizasyonu paylasir: kiigiik bir GTPaz bir MAP kinaz kinaz
kinazit (MAP3K veya MEKK) aktive eder; MAP3K, bir MAP kinazim1 (MAPK) aktive eden bir
MAP kinaz kinazi (MAP2K veya MEK) aktive eder (Delire and Starkel 2015). Genellikle,
MAPK yolaklar1 hiicre fonksiyonlarini bireysel olarak diizenlemez, fakat birbirleriyle ve PI3K /
Akt / mTor, TGFb / Smads, Wnt / b-katenin ve Rho / aktin yolaklar1 gibi diger sinyal yollart ile
etkilesime girer (Ohrnberger, Thavamani et al. 2015).

Ras proteini, kiicik GTPazlarin (21 kDa) siiper familyasina aittir ve ii¢ farkli gen
tarafindan kodlanan 4 izoformu vardir: H-Ras, N-Ras, K-Ras4A ve K-Ras4B(Schubbert,
Bollag et al. 2007). Ras aktivasyonu RTK'lerin biiyiime faktort aracili aktivasyonu dahil olmak
iizere cesitli hiicre dis1 uyarilar tarafindan tetiklenen ERK 1/2 yolunun ilk hiicre i¢i efektordiir.
Bu uyaranlar, GDP'ye bagli inaktif hale getirilmis formdan, hiicre ¢gogalmasi, hayatta kalma,
farklilagma ve migrasyona karigan yolaklarin aktivasyonunu, cesitli efektorler araciligiyla
tetikleyen GTP'ye bagh aktive edilmis bir forma kadar Ras''n  durumunu

degistirebilir(Rajalingam, Schreck et al. 2007). Aktive edildikten sonra, GTP-Ras Raf-1
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kinazin1 plazma membranina yerlestirir. 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, digerleri arasinda, AP-1
familyasinin iki anahtar transkripsiyon faktorii olan c-Jun ve c-Fos'u aktive ettigi niikleusa
translokasyon yapar (Dhillon, Hagan et al. 2007). Bu iki faktor, hiicre dongiisii ilerlemesi veya
diger hiicresel siireglerde rol oynayan genlerin transkripsiyonunu indiiklemek i¢in promotor

bolgelerinin AP-1 baglanma bélgelerine baglanir (1to, Sasaki et al. 1998).
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Sekil 2.8.1:RAS /MAPK Yolagi: Ras, ERK 1/2 yolunun ilk hiicre i¢i efektordiir. Ras

yolunun aktivasyonu, RTK'lerin biliylime faktorii aracili aktivasyonu dahil olmak lizere cesitli
hiicre dis1 uyarilar tarafindan tetiklenir. Bu uyaranlar, GDP'ye bagli inaktive edilmis formdan
GTP'ye bagl aktive formdan GTP'ye bagli olan Ras'in durumunu degistirir. Aktive edildikten
sonra, GTP-Ras Raf-1 kinazi plazma membranmna alir. Aktif Raf-1, MEK 1 ve MEK 2'yi
fosforile eder ve bu da ERK 1/ 2'yi fosforile eder ve aktive eder. Fosforile edilmis ERK, AP-1
familyasinin, c-Jun ve c-Fos'un iki anahtar transkripsiyon faktoriinii aktive ettigi niikleusa
translokasyon yapar. Bazi proteinler Ras / MAPK yolunu diizenler. GEF'ler ve GAP'ler Ras-
GTP seviyelerini kontrol eder. GEF'ler GTP ve GAP'lar i¢in GDP degisiminin GTP-Ras'in
hidrolizini aktif olarak tesvik etmesine neden olur. RASSF iiyeleri Ras proliferatif ve
antiapoptotik sinyalleri diizenler. Ayrica Ras / MAPK yolu, Raf aktivasyonunu inhibe eden
Spred familyasinin yani sira, Raf-1 tarafindan MEK fosforilasyonunun ve aktivasyonunun bir
inhibitorii olarak gorev yapan RKIP tarafindan kontrol edilir. Sprouty proteinleri, GRB2-SOS
kompleksini bozarak veya Raf'1 engelleyerek Ras / MAPK yolunu diizenleyebilir. Son olarak,
DUSP1 belirli bir ERK diizenleyicisidir. P, ilgili molekiiliin fosforile formunu belirtir. (Bu
makale (The RAS/MAPK pathway and hepatocarcinoma: pathogenesis and therapeutic

implications, Benedicte Delire ve ark., 2015” adli makaleden uyarlanmistir.)
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Ras / MAPK yolu, hiicre fonksiyonlarin1 diizenlemede nadiren tek basina hareket eder,
ancak karaciger kanseri gibi hem saglikli hem de hastalikli kosullarda farkli sinyal yollariyla
etkilesir. Yollar arasindaki etkilesim, Ras proteininin, 6rnegin, PI3 kinazi, RalGDS, PLCe ve
TIAMI1 proteinleri gibi diger baz1 asag1 akim efektorlerini aktive etmesiyle ile ilgilidir. Bu
efektorlerin aktivasyonu, hepatokarsinogenezde, artmis bir RalGDS ekspresyonu olarak rol
oynayabilir ve bunun asagi akis efekti RalA, HCC hiicre ¢izgilerinde ve HCC fare modellerinde
tarif edilir(Ezzeldin, Borrego-Diaz et al. 2014). Dahasi, TIAM1, HCC'li hastalarda koti
prognozla iligkilidir ve tiimér invazyonu ve metastazina katkida bulunur (Balogh, Victor et al.

2016).

RAS/MAPK yolag hiicresel biiyiime, sagkalim, farklilasma ve ¢esitli malignitelerde rol
oynarv (Dhillon, Hagan et al. 2007). Noroblastomda RAS yolu ile iliskili mutasyonlar nadiren
gortiliir (Pugh, Morozova et al. 2013). Ancak daha sonar yapilan bir ¢alisma relaps olmus
ndroblastoma timorlerinde RAS-MAPK yolunda tani aninda mevcut olmayan aktive edici
mutasyonlarin sikligin1 gosterdi(Eleveld, Oldridge et al. 2015). Spesifik olarak, mutasyonlar
ALK, NF1, BRAF, PTPN11, FGFR1, KRAS, HRAS ve NRAS'da tanimlanmistir. Bdylece,
RAS-MAPK yolunun inhibisyonu, relaps / refrakter ndroblastoma popiilasyonunda terapotik
hedef olarak diistintilmektedir (Applebaum, Desai et al. 2017).
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3 GEREC VE YONTEM

3.1 Arastirmanin Tipi

Calisma deneysel (in vitro) bir calismadir.

3.2 Arastirmanin Yeri ve Zamani

Calismamiz Ekim 2017°de literatiir taramasi ile baslayip Ocak 2019°da tez bitirme sinavi
ile sonlandi. Bu ¢aligma 9 Eyliil Universitesi Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji Anabilim

Dalr’nda yiiriitildii.

3.3 Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplari

Arastirmamizin evreni ¢aligsilan néroblastom, 6rneklemi ise hiicre hatlar1 olan KELLY ve

LANS hucreleridir.

3.4 Calisma Materyali

Aragtirmada hiicre hatlar1 olarak noroblastom hiicre hatti olan KELLY ve LANS
kullanildi. Muamele edilen ajanlardan diferansiye edici ajan Retinoik Asit, kalsindrin inhibitorii

olan Takrolimus ve kontrol olarak Sisplatin ilaglar1 kullanildi.

3.5 Calismanin Degiskenleri

Arastirmada bagimli degisken olarak canlilik degerleri, protein miktari, protein
ekspresyon yiizdeleri, bagimsiz degisken olarak NB hiicre hatlar1 ve Retinoik Asit, Sisplatin ve

Takrolimus olarak tanimlanmuistir.
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3.6 Veri Toplama Araglari

3.6.1 Hiicre Kiiltiiria

Bu calismada noroblastom hiicre hatlar1 olarak insan kokenli kotli prognozu yansitan N-
MY C pozitif Kelly hiicre hatti1 (DSMZ no: ACC 355) ve metastaz modeli LAN-5 ( DSMZ no:
ACC 673) kullanildi.Hiicreler %5 CO2 igeren ve 37°C sicakliktainkiibatorde inkiibe edildi.
LAN-5, RPMI 1640 ortamimna %20 FBS, %]1 Penisilin/Streptomisin ve %1 L-glutamin
eklenerek olusturulan hiicre ¢ogalma ortamlar1 kullanilarak ¢ogaltildi. Ayni kosullar altinda
Kelly hiicre hattt ise RPMI-1640 kiiltir ortamina %10 FBS eklenerek kiiltiire edildi.
Hiicrelerin ortamlart iki giinde bir degistirilerek ¢ogalmalar1 saglandi. Konfliient olan hiicreler

Tripsin-EDTA kullanilarak 1/3-1/4 oraninda pasajlanarak idame edildi.

3.6.2 Hiicre Pasaji

KELLY hiicreleri inkiibatdrden ¢ikartilip mikroskop altinda yogunluk oranlar1 kontrol
edildi.Yiizde 70’in tlizerinde tutunma oldugu ve hiicrelerin saglikli oldugu goriildiikten sonra
flask kabinete dik sekilde kondu ve kapagi yavaseca agilarak flaskin yilizeyine degmeden ortam
cam pipet ile ¢ekilip atildi. Aym sekilde kontrol edilen LANS hiicreleri, flaskin yiizeyine tam
tutunma gostermedikleri i¢in flasktaki ortamlar1 atilmadi. KELLY hiicrelerinin flaskina bes mL
PBS eklendi ve fazla bekletmeden cam pipet ile uzaklastirilarak yikama yapildi. Hiicreleri
kaldirmak i¢in tizerine bir mL Tripsin/EDTA eklendi. Flask inkiibatore kaldirildi ve enzimin 1s1
ile reaksiyon baslatmasi ve hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilmasi igin bir yada iki dakika
bekletildi. Siirenin sonunda flask inkiibatorden cikartilip, birka¢ defa ylizeye vurarak mekanik
etki ile de hiicrelerin tamamen kalkmasi saglandi. Hiicrelerin kalktigi mikroskop ile
gozlemledikten sonra flask kabinete dik sekilde konuldu. Tripsini inhibe etmek i¢in komplet
ortamdan iki mL eklendi ve bes mL’lik pipetle ¢ok sayida pipetaj ile yikama yapildi. Flask
lyice yikandiktan sonra hiicreler 15 mL’lik falcon tiipe aktarildi. LANS hiicreleri i¢in ise hiicre
kaziyici kullanilarak hiicreler kaldirildi ve 15mL’lik santrifiij tiiptine aktarildi. Hiicreler 1300
rpm’de yedi dakika boyunca santrifiijlendi. Steril cam pipet ile hiicre pelletine dokunmadan

slipernatant ¢ekilip atildi. Ardindan iki mL komplet medium eklendi ve pellet pipetaj ile
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¢ozildi. Hiicreleri saymak i¢in slispansiyondan 10 pL alindi ve 1.5 mL’lik ependorf tiiplerine,
Trypan Blue(Gibco, Kat no: 15250061) boyasi ile karigtirildi. Thoma lami ile hiicre sayimi
yapildi. Hiicre siispansiyonundan, son hacmi brs mL olan 25 cm®lik kiiltiir flaskia 3x10°
yogunlukta hiicre ekildi. Hiicreler mikroskopta incelendi. Daha sonra flask inkiibatore

kaldirild.

3.6.3 In vitro Deneyler

Hiicre  canliigmi  saptamak  i¢in  kullamilan  3-(4,5Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum bromid (MTT), igin in vitro deneyler 96 kuyucuklu plaklarda yapildi.
Protein belirlenmesi i¢in yapilan immunositokimyasal boyama igin 25 cm?lik flasklarda
tiretilen hiicreler Tripsin/EDTA ile kaldirilarak pasaj uygulandi. Kaldirilan hiicrelerden elde
edilen pellet bir mL kiiltiir ortaminda pipetlendi ve lizinli lamlara 10 pL hacimde hiicre

alinarak yayma yapildi.

MTT testi igin hiicre ekim yogunlugu 96 kuyucuklu plaklara kuyucuk bagina 1x10* hiicre
ve 200 pL son hacim olacak sekilde ekildi. 25 cm? lik flasklar icin flask basina 1x10° hiicre
olup, son hacmi besmL, 75 cm? lik flasklar i¢cin flask basina 3x10° hiicre olup 10 mL son

hacim olacak sekilde ekildi.

MTT testi igin kontrol grubuna iki mM L-Glutamin igerenRPMI 1640 deney ortamindan
eklendi. Ertesi giin kontrol grubundan 200 pL ortam ¢ekildi, 100 uL%1 FBS i¢ceren RPMI 1640
deney ortamu verildi. RA grubundan 200 pL hiicre ortami uzaklastirilip, 0,1 uM, 0,2 uM, 0,5
uM ve 1.0 uM dozlarinda kuyucuk basma 100 uL ajan eklendi. Sisplatin grubundan 200 pL
hiicre ortami uzaklagtirilip 0,2 uM, 0,5 uM, 2,5 uM ve 5 uM dozlarinda kuyucuk bagina 100
pL ajan eklendi. Tac grubundan 200 pL hiicre ortami uzaklastirilip 2000 nm, 1000 nm, 500
nm, 100 nm, 10 nm, 1 nm, 0,5 nm ve 0,05 nm dozlarinda kuyucuk basina 100 uL ajan eklendi
ve 37°C ‘lik inkiibatorde 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyona birakildi.
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3.6.4 MTT ile Hiicre Canliliginin Belirlenmesi

RA’nin, CDDP’nin ve Tac’in farkli dozlarinin hiicre canlilig1 lizerine olan etkisi MTT
(AppliChem, Lot 5H008900)ile belirlendi. MTT hazirlig1 igin bes mg toz madde tartildi ve bir
mL steril PBS’nin iginde ¢6ziildii. Deney siiresi sonunda, plaktaki 100 pL supernatant {izerine
10 uL MTT eklendi. Hiicreler 3,5 saat boyunca 37°C’de inkiibasyona birakildi. Ardindan
dimetilsiilfoksit (DMSO) yikamasi yapilmak iizere inkiibatorden alindi. Kuyucuk basina
siipernatantin 50 pL’si ¢ekilip atildi ve 50 pL hacimde DMSO eklendi. Ardindan plak
inkiibatore kaldirildi ve 15 dakika inkiibe edildi. Deney sonunda mikroplak okuyucu cihazda
562 nm’de kolorimetrik okutma yapilip absorbans degerleri elde edildi. Kontrol grubu %100

canli kabul edildi ve 6rneklerin canliligi kontrole oranlanarak verildi.
3.6.5 Toludin Mavisi ile Morfoloji Degerlendirilmesi

25 cm?’lik flasklardan Tripsin/EDTA ile hiicreler kaldirildi ve santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi siipernatant atildi, pellet homojenize edildikten sonra siispansiyondan 20 pL kadar
alinip lizinli lam iizerine yayma yapildi. Havada kurumasi beklendikten sonra lamlara metanol
damlatilarak fiksasyon saglandi. Metanol kuruduktan sonra lamlar otomatik boyama cihazi

Aerospray’de (Wescor, 09149) boyandi. Morfolojik degerlendirme mikroskop ile yapildi.
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3.6.6 Immunsitokimyasal Boyama ile Protein Belirlenmesi

25 cm?’lik flasklardan Tripsin/EDTA ile kaldirilan hiicreler santrifiij edildikten sonra elde
edilen pellet 0,5 ila bir mL kiiltiir ortaminda homojenize edildi ve siispansiyondan 10 pL
hacim alinarak lizinli lamlara hiicre yaymasi yapildi. Yayma kuruduktan sonra hiicrelerin fiske
olmasi i¢in lamlarin lizerine metanol damlatildi ve kuruduktan sonra %96’lik etanol damlatildi
ve 10 dakika beklendi. Ardindan lamlar distile su ile yikandi. Daha sonra lamlar sale igerisinde
%3 H,0, ile 10 dakika bekletildi. Ardindan distile su yikamasi yapildi. Daha sonra lamlar
temiz baska bir sale iginde steril olmayan PBS ile bekletildi. Ardindan bir damla inhibitér CM
(Discovery, Cat no: 760-4840) damlatild1 ve bes dakika beklendi. Daha sonra PBS yikamasi
yapildi. Ardindan lamlarin iizerine 1:500 oraninda seyreltilmis Akt (Cell Signaling, Cat no:
4691S) primer antikor damlatildi. Lamlarin {izeri lamel yardimiyla kapatilip bir saat beklendi.
Daha sonra PBS yikamasi yapildi. Sekonder antikor olarak Omni-map anti-Rb HRP
(Discovery, Cat no: 760-4311) uygulanmasi yapildi ve lamlarin iizeri lamel ile kapatilip yarim
saat siireyle beklendi. Chromo DAB Kit ( Discovery, Cat no: 760-159) kullanilarak bir damla
DAB CM ve bir damla H,O, damlatildi ve lamlarin iizeri kapatilarak sekiz dakika beklendi.
Daha sonra lamlar temiz bir sale iginde ¢esme suyu ile yikandi. Ardindan lamlarin {istiine bir
damla Copper CM eklendi ve bes dakika bekleme siiresinin ardindan PBS ile yikandi. Daha
sonra lamlarin iizerine birer damla Hematoksilen boyasi kondu (Ventana HE600 Eosin, Cat no:
06544304001) ve 15 dakika boyunca beklendi. Bekleme siiresinin ardindan ¢esme suyu ile
yikama yapildi. Ardindan bir damla Bluing Reagent (Ventana, Cat no: 760-2037) damlatilarak
bes dakika boyunca beklendi. Bekleme siiresinin ardindan sirasiyla ¢gesme suyu ve distile su ile
yikamalar yapildi. Daha sonra lamlar artan alkol serilerinde ( %20, %40, %60, %80 ve %100)
yediser dakika bekletildi. Ardindan alkoliin u¢masi beklendi ve lamlar bir saat slire boyunca
temiz bir sale i¢inde ksilolde bekletildi. Deney siiresinin sonunda lamlar ksilolden alindi ve
lamlar tam kurumadan entellan yardimui ile iizerlerine lamel kapatilarak mikroskopta bakilmak
icin hazir hale getirildi. Ayn1 kosullar i¢in hiicreler yayma yapildiktan ve metanol ile fikse
edildikten sonra lamlar Toludin Blue ile boyandi.
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3.6.7 Immunoblot Yontemiyle Protein Degisimlerinin Gosterilmesi

RA, Tac ve CDDP’nin PI3K/Akt ve Ras/MAPK yolaklar1 tizerine olan etkisini protein
miktar1 acisindan géstermek amaciyla, sinyal kaskadinda rol alan proteinlerden olan
Aktantikoru kullanilarak analiz yapildi. Akt protein diizeyi igin hiicre i¢i formunu tespit

edebilen antikor kullanildi.

In vitro deneyin sonunda, final hacmi 10 mL olan 75 cm?lik flasklardan hiicreler, hiicre
kaziyict yardimiyla kaldirildi. Kaldirilan hiicreler 1300 rpm’de yedi dakika santrifiij edildi.
Sonra Orneklerin siipernatanti falkonlara aktarildt ve uzun saklama i¢in -8OOC’ye
kaldirildi.Santrifiij sonrasi kalan pelletlerin lizerine %1 proteinaz inhibitor iceren 300 pL RIPA
soliisyonu eklendi ve iyice pipetaj yapilarak otuz dakika siire boyunca buz tizerinde bekletildi.
Omnekler iki dakikada bir vorteks ile karistirildi.

Ornekler jele yiiklenmeden once, BCA protein analizi (BCA protein assay kit, Cat:
23225, Thermo Scientific) yapilarak kullanilacak o6rneklerin protein konsantrasyonlari
belirlendi. BCA igin 6rnek hazirlarken lizatlar seyreltilmeden 10 pL hacimde alinip temiz
ependorflara konuldu. Kalan proteinler -80°C’ye kaldirildi. Oncelikle BCA standartlari, daha
sonra da ornekler 96 kuyucuklu plaklara konuldu. Bundan sonra, BCA soliisyonu 50:1 oraninda
hazirlanip, standart ve orneklerin iizerine eklendi. Mikroplak 60° etiivde inkiibasyona birakildi.
Standartlarin rengi koyu mora donene kadar bekletildi, daha sonra mikroplak okuyucuda
okutulup, absorbans degerleri elde edildi.Elde edilen standart egri yardimiyla orneklerin

konsantrasyonlar1 hesaplandi.

Ornek basma 500pg/ml yiiklenecek olan proteinler, 5X LB yiikleme boyasi ile
karistirildi. Daha sonra 95 de bes dakika boyunca bekletildi ve %12°lik SDS-PAGE jele
yiiklendi. Jelin bagina marker olarak Precision Plus WesternC Standarts, (Cat: 161-0376)
yiiklendi.
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SDS-PAGE jel ile ayrilan 6rnekler daha sonra PVDF (polivinilden difiloriir) membranina
transfer edildi. Transferin sonunda membran, 1X TBST igerisinde hazirlanmis %5’lik siit
soliisyonu ile bloklandi ve s6z konusu proteinlere 6zel primer antikor olan Akt (pan) (C67E7,
Cat: 4691) ile inkiibe edildi. Daha sonra ornekler, Horseradish Peroxidase (HRP) ile
isaretlenmis sekonder antikor ile muamele edildi. Goriintiilemede kimyasal 1s1ma yontemine
dayanan ECL soliisyonu kullanildi. Goriintiiler, Kodak Medical X-Ray film sistemi ile elde
edildi.

Sekil 3.6.7 Orneklerin jele yiiklenmesi
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Tablo 1: Antikor Listesi

Antikorun Firma Adi Katalog Primer Antikor Diliisyon | Antikor Ozelligi
Adi Numarast | Orani
Cell
Akt (pan) Signaling 4691S 1:500 Sitoplazmik boyama
P44/42 Cell 9102S 1:500 Sitoplazmik/ niiklear
Signali
ignaling boyama
Bcl-2 Abcam ADb59348 1:500 Sitoplazmik boyama
Ras Cell 3965S 1:500 Sitoplazmik boyama
Signaling
Ki 67 . ) . .
Elabscience | EPP14636 | 1:500 Sitoplazmik boyama
EGFR Bioss Bs-0165R | 1:500 Sitoplazmik boyama
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3.7 Arastirma Plani ve Takvimi:

2017 2018 2019

AYLAR 10 11-12 | 02-03 03-04 06 09-10 01

Literatiir Tarama Tez
Onerisi Hazirlama

On Calisma Yapilmasi X

Etik Kurul Izni X
08.02.2018

Veri Toplama X

Verilerin Analizi ve
Rapor Hazirlama

Tez Bitirme Simavi X
11.01.19

3.8 Verilerin Degerlendirilmesi:

Arastirma sonuglarmin analizleri Graphpad Prism 7.0 programi kullanilarak yapildi.
Veriler ortalama + standart hata biciminde verildi. Gruplar arasi1 karsilastirma yapmak icin
Mann-Whitney U testi kullanildi. Anlamlilik diizeyi tiim degerlendirmelerde p <0,05 olarak
kabul edildi.

3.9 Arastirmanin Simirhihiklar::

Bu ¢alisma 2D hiicre kiiltiirii ile in vitro gerceklestirilecektir. In vivo modelinin olmamasi
aragtirmaninin siirliliint olusturmaktadir. Calismamizda ki diger bir sinirlilik ise, ¢alismalar
yapilirken blotlama ydntemi ile sadece Akt(pan) aktivasyonuna bakilmasidir. Diger yolak
proteinlerinin aktivasyonu aragtirilmamistir.Bundan sonraki c¢alismalarda diger proteinlerin

aktivasyonlar1 da incelenmelidir.
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3.10 Etik Kurul Onayi:

Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu 08.02.2018
tarih, 3793-GOAprotokol numarali : 2018/04-14 karar numarali kararinda ¢alismamizin etik

acidan uygun oldugu sonucu ¢ikmistir.
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4 BULGULAR

4.1 RA’nin Hiicre Canlihgina Etkisi

RA’nin 0,1-1 uM dozlarinin hiicre canliligina etkisi MTT testi ile belirlendi. Hiicre
canliliginin oranlari, KELLY hiicre hatt1 igin kontrol grubunda %2100+1, 0,1 uM’da%97+3, 0,2
uM’da%98+4, 0,5 uM’da%98+1, 1 uM’da%89+1 seklindedir.Gruplarin p degerleri soyledir;
0,1 uM i¢in p=0,2000, 0,2 uM i¢in p=0,0952, 0,5 uM i¢in p=0,0952 ve 1 uM i¢in p=0,09522.
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Sekil 4.1.1.Retinoik Asit’in KELLY ve LANS Hiicre Hatlarinda Canhhga Olan
Etkisi

4.2 Takrolimus’un Hiicre Canhhgmna EtKisi

Takrolimus’un 0,05-2000 nM dozlarmin hiicre canliligina etkisi MTT testi ile belirlendi.
Hiicre canliligmin oranlari, KELLY hiicre hatt1 i¢in kontrol grubunda %2100+1, 0,05
unM’da%97+3, 0,5 nM’da  %98+4, 1nM’da  %98+1, 10 nM’da %89+1, 100nM
seklindedir.Gruplarin p degerleri soyledir; 0,1 uM i¢in p=0.2000, 0,2 uM i¢in p=0.0952, 0,5
puM i¢in p=0.0952 ve 1 uM i¢in p=0.09522
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Sekil 4.2.1: Takrolimus’un KELLY ve LANS Hiicre Hatlarinda Canlhihiga Olan
Etkisi
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4.3 Toludin Mavisi Boyamasi ile Morfoloji Degerlendirilmesi

NB hiicre hatlarit KELLY ve LANS; kontrol, RA 0,2 uM, CDDP 0,5 uM ve Tac 500

nm olmak tizere 4 kosul altinda incelendi.

Toluidin mavisi  Kontrol

LAN 5 p!
'
1
LT \
N
U AL AR
R N R
b Ob S I 2 A
Kelly J _.’-‘ ;“
. 3 [
I‘ ] ‘.’l-, ‘
4 EOESRY
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e . "o".l;@\‘
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L) % "“

Sekil 4.3.1 : Toludin Mavisi ile Boyanan NB Hiicreleri

Toludin mavisi, kiiltlir kosullarindan alinan lam iizerine yapilan yaymalara uygulandi.

Gorselde her iki NB hiicresinde de uygulanan ajanlarin morfolojik etkileri yer

almaktadir. Her iki NB hiicresi i¢in kontrolle kiyaslaninca RA grubunun daha az

selliiler oldugu, hiicre nukleusunda kiigiilmeler, sitoplazmada genislemeler oldugu

goriilmiistiir. CDDP ve Tac gruplarinda ise hiicrelerde apoptotik ve nekrotik degisimler

dikkati ¢gekmistir.
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4.4 immunositokimyasal Boyamalar ile Protein Yiizdelerinin Belirlenmesi
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Sekil 4.4.1: KELLY hiicrelerinde Akt protein yiizdeleri

KELLY hiicrelerinde Akt protein ekspresyonuna bakildiginda kontrol kosulundaki
hiicreler %1 oraninda Akt eksprese ettigi goriilmiistiir. 0,2 pM RA verilen hiicrelerde
%2, 0,5 uM CDDP verilen hiicrelerde %3 oraninda protein eksprese edildigi
saptanirken, 500 nm Tac kosulu verilen hiicrelerde Akt ekspresyonunun arttigi

saptanmuistir.
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Sekil 4.4.2: LANS hiicrelerinde Akt protein yiizdeleri

LANS5 hiicrelerinde kontrol hiicreleri %3 oraninda Akt proteini eksprese etmistir.
RA’nin 0,2 uM’lik dozu verilen hiicreler %1, CDDP’nin 0,5 uM dozu %1 ve Tac’in

500 nm dozu %20 oraninda Akt proteinini eksprese etmistir.
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Sekil 4.4.3: Kelly hiicrelerinde Ki67 proliferasyon indeksi

KELLY hiicrelerinde kontrol kosulu Ki67 proteinini %70 oraninda eksprese ederken,
RA’nin 0,2 pM’lik dozu %40, CDDP’nin 0,5 uM’lik dozu %20 ve Tac’in 500 nm’lik

dozu %20 oraninda Ki67 proteinini eksprese ettigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.4.4: LANS hiicrelerinde Ki67 proliferasyon indeksi
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LANS’in kontrol kosulu Ki 67 proteinini %60 oraninda eksprese ettigi gorilmiistiir.

RA’nin 0,2 uM verilen dozu LANS hiicrelerinde Ki 67 proteinini %20, CDDP’nin 0,5

uM dozu % 20 ve Tac’in 500 nm’lik dozu %10 oraninda eksprese ettigi goriilmiistiir.

AKT IHK  Kontrol Retinoik Asit CDDP Tacrolimus
LR 8

LAN 5

Kelly

Sekil 4.4.5 : NB hiicrelerinde Akt proteininin immunsitokimyasal degerlendirmesi
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Immunsitokimyasal boyama yontemi ile ekspresyonu bakilan Akt proteininin farkli
kosullarda kontrolle karsilastirmali LANS ve KELLY hiicrlerinde mikroskobik goriintiileri
sekildeki gibidir (100X, DAB).

Her iki hiicre igin de, kontrol grubunda, RA grubunda ve CDDP grubunda ekspresyon
goriilmemistir. Tac kosulunda ise her iki hiicre hattinda sitoplazmik ekspresyon dikkati

cekmistir.

Her iki hiicre hattinda da EGFR, kontrol gruplarinda diigsiik diizeyde ekspresyon
gosterirken RA, CDDP ve Tac gruplarinda EGFR agisindan ekspresyon gozlenmemistir.

Ras protein ekspresyonu her iki NB hiicre hattinda da kontrol kosullarinda yiiksek
diizeyde pozitif bulunmustur. Bu degerler LANS hiicre hatt1 i¢in %90 ve KELLY hiicre hatt1
icin %100°diir. Her iki NB hiicre hattt N-MYC pozitif karakterli olup, koétii diferansiye
metastatik NB hiicrelerini yansitmaktadir. Bu hiicrelerde Ras yolagimin aktif oldugu

gosterilmistir.

Her iki NB hiicre hattinda RA uygulamasi sonrast LANS hiicreleri i¢in %15, KELLY
hiicreleri i¢in %10 oraninda Ras ekspresyonu saptanmis, RA uygulamasi sonrasi Ras
proteininin ifadesinde belirgin oranda azalma oldugu gosterilmistir. Diferansiye edici bir ajan
olan RA’nin Ras protein ekspresyonunu azaltmasi, bu yolakta RA’nin etkili oldugunu

gostermistir.

CDDP uygulanan kosullarda her iki NB hiicre hatt1 i¢in Ras ekspresyonu gézlenmemistir.
CDDP’nin etki mekanizmas1 geregince hiicredeki sinyal yolaklarinda proliferasyonu
indiikleyen genlerin negatif geri bildirim ile Ras protein ekspresyonunun azalmasina yol actigi

muhtemeldir.

Tac verilen grupta ise Ras protein ekspresyonu gézlenmemistir.
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Her iki NB hiicre hatti i¢in de kontrol kosullarinda aktif olmayan ve ekspresyon
gostermeyen p44, RA verilen kosullarda LANS hiicrelerinde %15, KELLY hiicrelerinde %30

oraninda diislik diizeyde bir ekspresyon artis1 gostermistir.

CDDP kosulu i¢in LANS hiicrelerinde %35 oraninda diisiik diizeyde ekspresyon

gosterirken , KELLY hiicrelerinde ise ekspresyon gostermemistir.
Tac verilen kosullarda LANS ve KELLY hiicreleri i¢in p44 ekspresyonu gézlenmemistir.

Proliferasyon ve apoptoz iliskili olarak Bcl-2’nin immunsitokimyasal bulgulari
degerlendirilmistir. LAN5 ve KELLY nin kontrol hiicrelerinde Bcl-2 her ikisinde de %80
oraninda eksprese bulunmustur. Her iki hiicre hattina uygulanan RA sonrasi Bcl-2 ekspresyon
seviyesi %5 olup, Bcl-2 anti apopitotik proteinin ekspresyonunda belirgin sekilde azalma

oldugu goriilmiistiir.

CDDP verilen gruplarda LANS hiicrelerinde %60 oraninda Bcl-2 eksprese edilirken, bu
oran KELLY hiicreleri i¢in %90’dur.

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

olarak anlamlilik bulunmamustir.
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4.5 immunblotlama Yontemi ile Protein Belirlemesi
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Sekil 4.5.1 LANS hiicrelerinde Akt protein ekspresyonu

LANS hiicrelerinde immunsitokimya ile degerlendirilen Akt protein ekspresyonu, blotlama
teknigi olan Western Blot ile de degerlendirilmistir. Kontrol hiicrelerinde Akt proteini
eksprese edilmemesi, RA verilen hiicrelerde de ayni proteinin ekspresyon seviyesinde bir
degisiklik olmadigini géstermistir. Buna karsin CDDP’nin 0,5 uM’lik dozu az da olsa
Akt’mn ekspresyon seviyesini arttirirken, Tac’in 500 nm verilen kosulunda protein

ekspresyonunun belirgin sekilde arttig1 gozlenmistir.

Immunsitokimya boyamadaki Akt ekspresyonu artis1 ile blot yontemindeki ekspresyon

seviyeleri koreledir.
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Sekil 4.5.2 KELLY hiicrelerinde Akt protein ekspresyonu

KELLY hiicrelerinde immunsitokimya ile degerlendirilen Akt protein ekspresyonu,
blotlama teknigi olan Western Blot ile de degerlendirilmistir. Kontrol hiicrelerinde Akt’in
eksprese oldugu gozlenmistir. RA verilen kosulda hiicrelerde gozlenen Akt ekspresyonu,
kontrol hiicrelerine oranla belirgin azalma oldugu goriilmistiir. RA uygulamasinda hiicreler
ortamda diferansiye olmaktadir ve bu siireg ile birlikte KELLY hiicrelerinde Akt’in ekspresyon
seviyelerinin azalmasi, RA’nin PI3K/Akt yolagi lizerine baskilayict bir etkisi oldugunu
diisiindiirmektedir. CDDP uygulanan KELLY hiicrelerinde Akt’in ekspresyon seviyesinin,
Olim sonras: kalan hiicrelerde siirdiigli diistiniilmektedir. Bu durum, CDDP’nin Akt yolagi
lizerine etkili olmadig1 seklinde yorumlanmaktadir. Tac verilen grupta ise KELLY hiicrelerinde
Akt ekspresyonunun kontrol grubuna gore belirgin olgiide artmis oldugu goriilmektedir.
Kalsinérin inhibisyon yolu tizerinden mTOR yolagimni etkiledigi diisiiniilen bir ajan olan Tac’in

inhibe ettigi yolagin yaninda, Akt yolagin aktifleyebilecegi seklinde yorumlanmaktadir.
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5 TARTISMA

Ras/ERK ve PI3K / mTOR sinyal yollari, hiicrenin hayatta kalma, farklilagsma,
proliferasyon, metabolizma ve motiliteyi kontrol etmek i¢in hiicrenin baslica mekanizmalaridir.
Aktive edilmis ERK, RSK (p90 ribozomal S6 kinaz) ve transkripsiyon faktorleri gibi son nokta

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

Bir diger hiicre i¢i mekanizma olan PI3K/Akt/mTOR yolag:t hiicre boliinmesi,
metabolizmas1 ve hayatta kalmasini kontrol etmektedir. Bunlardan mTOR kompleksi 1
(mTORCI) biiyiime faktorleri, enerji seviyeleri, amino asit diizeyleri ve hiicresel strese karsi
bir yanit olusturmaktadir. Akt proteini ise birgok farkli hiicre i¢i sagkalim, proliferasyon ve

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

Calismamizda, kalsindrin inhibisyon yolu {iizerinden mTOR aktivitesini baskiladig:
diistiniilen Tac’1n etkili bulunan dozlari, NB hiicre hatlar1 olan KELLY ve LANS hiicrelerinde
denenmigtir. Diferansiye edici ozellikte olan RA’nin optimal dozlari ise yine ayni hiicre
hatlarinda uygulanmis olup, canlilik {izerine olan etkileri diger ajanlarla kiyaslanarak
gozlenmistir. NB’nin tedavisinde giincel olarak kullanilan CDDP ise bu deneyde kontrol ajan

olarak kullanilmstir.

KELLY hiicrelerinde Akt protein ekspresyonunu degerlendirdigimizde immunsitokimya
boyamasinda RA ve CDDP’nin Akt ekspresyonu iizerine etki etmedigini, Tac uygulanan grupta
Akt ekspresyonunun artitigi gozlemlenmistir. Bu ekspresyon artisit LANS hiicrelerinde oldugu
gibi kalsindrin inhibitoriiniin Akt yolagimi inhibe edemedigi yoniinde bir kanit ortaya
sunmaktadir. KELLY hiicrelerinde, CDDP’nin Akt yolagina etki etmedigi goriilmiis olup, bir
kalsindrin inhibitorii olan Tac uygulandiginda Akt protein ekspresyonunda artis saptanmasi,
mTOR yolaginin inhibisyonunda reaktif olarak yolakta bir ekspresyon artisi lehine yorumlanir.
KELLY i¢in bakildiginda kontrol hiicrelerine goére RA ve CDDP‘de hafif diizeyde
ekspresyonun azaldigi saptanirken, Tac uygulanan grupta Akt ekspresyonundaki artig dikkat
cekmektedir. Noroblastom hiicrelerinde Tac uygulamasi sonucu Akt proteinindeki ekspresyon

artisinin, yolagi bloke edemediginin bir kanit1 olarak diisiinebiliriz.
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KELLY ve LANS hiicrelerinde de Ki67 proliferasyon indeksinde kontrol grubuna gore
azalma s0z konusudur. Ancak bu azalma LANS hiicrelerinde, KELLY hiicrelerinde oldugundan
biraz daha fazladir. RA’nin bir diferansiye edici ajan olarak Ki67 proliferasyon indeksini
azaltmasi hiicreleri GO evresinde stabilize etmesi yoniinde diferansiyasyon uyarict roli
nedeniyle karsimiza ¢ikmaktadir. Bunun yaninda CDDP ve Tac’ta proliferasyon indeksinin
diisiik saptanmasi bu ajanlarin sitotoksik etkisi yaninda proliferasyonu azalttig1 yoniinde olumlu

bir bulgu olarak dikkatimizi ¢ekmistir.

PI3K'in aracilarinin, Akt dahil olmak iizere hiicre 6liimiinii inhibe ederken, proliferasyon,
metabolik silirecler veya anjiyogenezin uyarilmasiyla sagkalimi destekledigi bildirilmistir

(Vivanco and Sawyers 2002).

Doku mikrodizileme yontemi ile yapilan analizlerde, primer noroblastom vakalari
incelendiginde PI3K / Akt / mTOR yolaginin aktivasyonu serin 473 (S473) ve / veya treonin
308'in (T308) fosforile oldugu, ayrica S6 ribozomal proteinin fosforilasyonunun ve hiicre dis
sinyal-regiile kinaz (ERK)’in noroblastomda 6nemli rol oynadigi ve Akt fosforilasyonunun
noroblastomda genel sag kalimin azalmasiyla iligkili oldugu gosterilmistir (Opel, Poremba et
al. 2007).

Benzer sekilde, yapilan baska bir ¢alismada ise aktive olmus Akt ve mTOR ekspresyonu,
caligmadaki biitiin primer ndroblastom oOrneklerinde anlamli bulunurken, malign olmayan

adrenal mediiller i¢in anlamlilik géstermemistir (Johnsen, Segerstrom et al. 2008).

PI3K / Akt / mTOR'un anormal aktivasyonu anlasilabilir sekilde bir sagkalim sinyali
olusturdugundan, bu kaskada ait molekiillerin incelenmesi terapotik miidahale i¢in umut verici
hedefler saglamaktadir. In vitro ¢alismalarda PI3K / Akt / mTOR sinyal transdiiksiyon

inhibitdrlerinin, tek ajan olarak verildigi zaman sitostatik bir etki gosterdigi diistiniilmektedir.

Bununla birlikte, kombine terapiler 6zellikle daha efektif bir sonuca varilmasi igin bir
yontem olabilir. Bu sekildeki kombinasyonel yaklagimlar, hiicresel inhibisyonda maksimuma
ulagsmak yada negatif geri besleme dongiilerine miidahale etmek i¢in yukar1 akis ve asagi akis

yolundaki molekiillerin es zamanli olarak hedeflenmesi seklinde diisiintilmektedir.

54



KELLY ve LANS hiicre hatlarinda EGFR ekspresyonu degerlendirildiginde her iki hiicre
hatt1 i¢in de kontrol gruplarinda diisiik diizeyde ekspresyon gostermis, RA, CDDP ve Tac
gruplarinda ekspresyon izlenmemistir. NB patogenezinde EGFR reseptorleri ¢ok fazla dnem
tasitmamakla birlikte, bu c¢alismada hiicre kosullarint EGFR reseptorleri agisindan
degerlendirmemizin temel sebebi, RAS/MAPK yolag1 agisindan degerlendirmede bulunulmasi

sebebiyle, sinyal kaskadini hiicre yiizeyi agisindan kontrol etmektir.

Ras protein ekspresyonu her iki hiicre hattimizda yiiksek oranda ekspresyon gozlenmistir.
Her iki hiicre hatti da N-MY C pozitif olup, kotii diferansiye NB hiicrelerini yansitmaktadir. Her
iki NB hiicresinin kontrol kosullarinda Ras yolagi agisindan aktiflik oldugu goriilmiistiir.
RA’nin Ras yolagi ile iligkili proteinlerin ekspresyon seviyelerini etkileyip etkilemedigi sorusu
bu calismanin temel amaglarindan biridir. Her iki NB hiicresinde de RA uygulamasi sonrasi
Ras ekspresyonunda bariz sekilde azalma tespit edilmistir. Diferansiye edici ajan olan RA’nin
Ras protein ekspresyonunu azaltmast, ajanin bu yolak agisindan etkili oldugunun gostergesidir.

Calismamizin hipotezini 6nemli 6l¢lide dogrulayan bir bulgu olarak kabul edilmistir.

CDDP uygulamasi sonrasinda Ras protein ekspresyonu, ajanin uygulama sonrasinda canli
kalan hiicrelerde negatif olarak gozlenmistir. CDDP’nin etki mekanizmasi iginde DNA
iizerinde olusturdugu hasar sonucu hiicreye gelen sinyal yolaklarinda proliferasyonu
indiikleyen genlerin de negatif geri doniisiimle Ras protein ekspresyonunun azalmasi,
muhtemel mekanizmas1 arasinda yer alabilir. Mutasyon iliskili olmadan protein

ekspresyonlarindaki degisimler, kemoterapotik ajanlarin uygulanmasinda 6nem tagimaktadir.

Tac verilen grupta Ras protein ekspresyonu gézlenmemis olup, sinyal kaskadi agisindan
Tac ile inhibe olan mTOR, rolatif olarak bir sonraki basamakta Akt’in ekspresyonunu
arttirmasina karsin, kaskadin daha iist basamaginda yer alan Ras proteinindeki ekspresyonu
azaltmas1 Tac’in NB tedavisinde cok etkili bir ajan olamayabilecegi yolunda bir sinyal
vermektedir. Bu sinyal kaskadinda daha alt basamagin aktiflenmesi, niiklear proliferasyon
genlerinin aktiflenerek proliferasyonu indiiklemesi ile sonuglanmaktadir. Tiim bu sebeplerden
dolayr Ras yolagmin tek basmna inhibe edilmesi NB’de bir tedavi ajani olma olasiligin
disiindiirmemistir. Bu calismada yer verilmesinin sebebi ise RA’nin RAS/MAPK ve
Akt/mTOR yolagindaki etkisini sorgularken, mTOR inhibisyonuna neden olan bir ajan olmasi

sebebiyle Tac’in RA ile kiyaslanmasi amaglidir.
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P44 proteini, ERK1/2 yolagin1 yansitan bir proteindir ve RA ile Ras protein
ekspresyonunun diistligiinii gozlemledikten sonra, aslinda hiicrelerde eksprese olmayan ERK
proteini, RA uygulamasi sonrasinda her iki NB hiicre hattinda da diisiik diizeyde bir ekspresyon
artisina sebep olmustur. Bu sonuca gére ERK yolaginin rélatif olarak aktiflenmesi soz
konusudur. Sonu¢ olarak RA uygulamasi, RAS/RAF/MAPK/ERK proteinlerinin diizeylerini
degistirmektedir ancak tamamen bloke etmemektedir. Ras proteininin ekspresyonu diiserken

Akt ekspresyonu artmakta ve p44 ‘te daha diisiik oranda artis géstermektedir.

Proliferasyon ve apoptoz iligkili olarak Ki67 ve Bcl-2 protein ekspresyonlari
degerlendirmesi ile; her iki NB kontrol hiicresinde Bel-2 acisindan yiiksek seviyede ekspresyon
goriilmekte olup, Ki67 agisindan bakildiginda her iki NB hiicresinin kontrol kosulunda da yine
yiikksek ylizdede ekspresyon izlenmistir. RA wuygulamasi sonrasi doz bagimli olarak
proliferasyon indeksini diisiirmektedir, doz arttik¢a proliferasyon azalmaktadir. Bununla
birlikte, Bcl-2 yiizdelerini bariz sekilde azaltmakta olup, hiicreleri kemoterapdtiklere daha

duyarl hale getirme olasilig1 bulunmaktadir.

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

ekspresyon seviyelerinde istatistiksel anlamda degisiklik gozlenmemistir (p<0,05).

Patolojik immiin tepkimeleri kontrol altinda tutmak i¢in terapotik ajanlara gereklilik
oldugu bilinmektedir. Ila¢ piyasasinda sayilar1 giderek artan cesitli immiin baskilayic1 ajanlar
gelistirilmistir. Bununla birlikte, ilk uygulamalarindan itibaren immun baskilayicilarin
karsinogenezi tetikledigi yoniindeki kaygilar mevcudiyetini korumaktadir (Weischer, Rocken et
al. 2007).

Farelerde in vivo yapilan ¢aligmalarda bobrek tiimori, H3 hepatoselliiler karsinom, aktive
edilmis T hiicreleri, akciger adenokarsinom hiicreleri, periferik kan mononiiklear hiicreleri
incelendiginde, TGF-B diizeyinin takrolimusa bagli olarak arttig1 ve bu sebeple iliskili timor
progresyonu ve metastazinda artig goriildiigli saptanmistir. Etkinin doza bagli olarak anlamlilik

ifade etmekte oldugu bildirilmistir (Maluccio, Sharma et al. 2003).
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Immiin baskilayicilarin uzun siire kullanimi klinik acidan karsinojenezi destekleyen
kanitlar sunsa da, bunun tam tersini gostere raporlar mevcuttur. Bilinen immun baskilayicilar

olan Siklosporin A, Takrolimus ve rapamisin, bazi1 tiimor tiplerinde koruma gostermektedir

(Weischer, Rocken et al. 2007).

Yapilan in vitro bir ¢aligmada, insan karaciger kanser hiicrelerinde takrolimusun inhibitor
etkisi ortaya konmustur (Sakai, Miyake et al. 2004). Ayn1 zamanda CD-1 farelerinde 12-O-
tetradekanoilphorbol-13-asetat indiiklemesiyle deri papilloma olusumuna katkida bulundugu

gosterilmistir (Jiang, Yamamoto et al. 1993).

On calismalarda kalsindrin  inhibitorlerinin ~ kullaniminin ~ anti  kanser tedavi
mekanizmasindaki yeri aragtirilmaktadir. Lenfoma ve 16semi hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan
bir caligmada CsA ile muamele sonrasi hiicreler apoptoza siirliklenirken, T- hiicreli akut
lenfoblastik 16semi modeli olan farelere verilen CsA ve Tac ile farelerde sag kalimin arttig1 ve

hizli timor klirensi ile sonuglandigi bildirilmistir (Medyouf, Alcalde et al. 2007).

Ayni sekilde baska bir ¢alismada CsA ve Tac'm hem in vitro hem de in vivo ksenograft
modeller ile yapilan deneylerinde mesane ve prostat tiimdrlerinde hiicre proliferasyonunu ve
migrasyonunu azalttigi gosterilmistir (Kawahara, Kashiwagi et al. 2015). Bir bagka in vivo
caligmada fare meme kanseri modeli lizerinde takrolimus ile tedavide tiimor biiylimesini ve
timor i¢i anjiyogenezi azalttigi gosterilmis olup, in vitro kosullarda hem meme tiimoriinde hem
de endotelyal hiicrelerde hiicre gé¢iinii azalttigi bildirilmistir (Siamakpour-Reihani, Caster et al.
2011).

Her iki hiicre hattinda da blotlama teknigi ile degerlendirilen Akt protein ekspresyonu,
LANS hiicrelerinde kontrol kosulunda eksprese edilmedigi gdzlenmistir. Ayni sekilde RA
uygulamasi yapilan LANS5 hiicre grubunda Akt ekspresyonu goézlenmemistir. Bu durum,
immunsitokimyasal sonuglar ile koreledir ve Akt proteininin LANS5 hiicreleri tarafindan
eksprese edilmedigi diisiiniilmektedir. Ote yandan LANS5 hiicrelerinde, bir kalsindrin inhibitérii
olan Tac uygulanan gruplarda Akt protein ekspresyonunda artis saptanmasi, dolayli olarak
mTOR yolaginin inhibisyonunda negatif etki yaptiginin ve Akt yolagini bloke edemediginin bir

kanitidir.

Agresif Ozellikteki NB hiicre tipini yansitan KELLY hiicrelerinin Akt ekspresyonu

blotlama teknigi ile gdsterilmistir. Buna gore, Akt in kontrol kosulunda ekspresyon gostermesi,
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bu hiicreler tarafindan ifade edildiginin kanitidir. RA uygulanan grupta kontrole oranla Akt
ekspresyon seviyelerindeki belirgin azalma, bu ajanin yolak {izerinde etkili oldugunu
distindiirmtistiir. RA, diferansiye edici bir ajan oldugundan,ajan uygulandig1 zaman hiicreler
ortamda yasamakta ancak diferansiye olmaktadir. Bu diferansiyasyon siirecinde KELLY
hiicrelerinde Akt ekspresyon diizeylerindeki azalma, RA’nin yolak iizerine baskilayici bir etkisi

oldugu seklinde yorumlanmustir.

Ote yandan, konvansiyonel kemoterapide kullanilan CDDP uygulanan KELLY
hiicrelerinde bir¢ok hiicrede 6liim gerceklesmis olup, kalan canli hiicreler iizerinden Akt’in
protein ekspresyonunun Western Blot diizeyinde halen devam ettigi goriilmiistiir. Bu durum

CDDP’nin Akt yolagi lizerinden etkin olmadig1 seklinde yorumlanmastir.

Tac ajaninin, kalsindrin inhibisyonu ile mTOR yolagina etki edebilecegi diisiiniilmekte
ve bazi tiimor tiplerinde koruyuculugu ¢alismalarla gosterilmektedir (Jiang, Yamamoto et al.
1993). Baz1 tiimér tipleri igin hiicre proliferasyonunda ve migrasyonunda azalma gosterdigi
bilinen Tac’in NB hiicreleri olan KELLY’ye uygulandiginda Akt proteininin ekspresyon
seviyelerini kontrole gore arttirdigi gozlenmistir ve Akt yolagimi aktifleyebilecegi goriisiinii

ortaya ¢ikarmustir.
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6 SONUC VE ONERILER

Calismamizda, RA ve Tac’in, konvansiyonel tedavi edici ajan ile kiyaslanarak hiicre
canlilig1 iizerine etkileri ve PI3K/Akt ve RAS/MAPK yolaklarinda énemli gen iiriinleri olan
p44, Ras, Akt ve apoptozda dnemli bir protein olan Bcl-2 aktivasyonu incelenmistir. Bu amag
dogrultusunda KELLY ve LANS hiicre hatlarina RA ve Tac uygulanarak, canlilik iizerine
etkilerine bakilmistir. Oncelikle RA ve Tac’in degisik dozlar1 denenerek efektif doz
bulunmustur. Daha sonra RA ve Tac’in hiicre canliligina olan etkisi MTT testiyle analiz
edilmis ve RA ve Tac’1n hiicre canliligini azaltici etkisi gosterilmistir. Sonug olarak, RA ve Tac
kullanilarak olusturulan hiicre canliligt modeli ile KELLY ve LANS hiicre hatlarinda canliligin
azaldigi, her iki ajanin da KELLY hiicre hattinda, LANS hiicrelerinde oldugundan daha etkili

bir canlilik azaltic1 6zelligi oldugu gosterilmistir.

Immunsitokimyasal boyamalar ile degerlendirilen Akt proteini, dikkat ¢ekici bir bulgu
olarak Tac kosulunda hiicreler iizerinde proliferatif bir etki gostererek, NB hiicreleri i¢in bu
yolak iizerinde baskilayici bir 6zellikte olmadig1 kanitlanmistir. Ayni bulgular blot yontemi ile

de dogrulanmustir.

Bir baska yolak proteini olan Ras, kontrol hiicrelerinde yiiksek seviyede eksprese
edilirken RA kosullarinda ¢ok belirgin azalma gostermesi, ajanin yolak agisindan etkili
oldugunu gostermistir. RAS/MAPK(Erk1/2) yolagina dahil p44 ise RA uygulanan gruplarda

diistik diizeyde bir ekspresyon artig1 gostermistir.

Apoptoz belirteci olarak NB kontrol hiicrelerinde Bcl-2 seviyelerinin yiiksek olup,
uygulanan 0,2 uM’lik RA dozu sonrasit bu yiizdelerin belirgin sekilde azalmasi, RA’nin

hiicreleri apoptotik yoldan etkiledigini gostermektedir.

Immunblotlama teknigi olan Western Blot analizleri sonucunda immunsitokimya boyama
ile korele sonuglar alinmistir. Normal kosullarda Akt proteinini eksprese etmeyen LANS
hiicreleri CDDP’nin 0,5 uM’lik dozuyla ve Tac’in 500 nm’lik dozuyla kontrole oranla bariz
olarak ekspresyon seviyelerinde artig gostermistir. KELLY hiicrelerinde ise kontrole kiyasla

RA’nin 0,2 uM’lik dozu, belirgin sekilde ekspresyonu azaltmistir.
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