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ONsOz

“ABT-737 ve RAD-001(Everolimus) ilag Kombinasyonunun Bébrek Kanseri Uzerinde
Kemoteropatik Ozelliginin RenCA Hiicre Modeli ile Balb-c Fareleri Uzerinde incelenmesi”
baslikli projemizde Bcl-2 ifadesi gosteren ve Everolimus direncine sahip primer A-498 ve
metastatik Caki-1 BHK hatlari kullaniimistir. BHK kanseri tedavisi; PI3K (fosfotidilinositol-3-
kinaz)-AKT-mTOR (memelilerin rapamisin hedefi) yolaginin Everolimus gibi rapalog ilaglarla
inhibasyonuna yoneliktir. Ancak bu ilaglarla yapilan kemoterapétik tedaviler gelisen ilag direnci
yluzinden basariya ulasamamaktadir. Proje kapsaminda BHK’da gelisen Everolimus
direncinin Bcl-2 sagkalim yoladinin aktif olarak saglandidi hipotezimizi kurulmus ve BHK
tedavisinde Everolimus ile ABT-737 Bcl-2 inhibitéri kombinasyonunun daha etkili olabilecegi
o6ne surllmustar. Elde edilen sonuclarin 1siginda Everolimus ve ABT-737 ilag
kombinasyonunun BHK hicre hatlari Gzerinde etkin oldugu ve olusturulan Everolimus direncli
RenCa (erRenCa) Balb-c fare bdbrek kanseri modelinde basarili oldugu tespit edilmistir.
Molekiiler yolak calismalari Everolimus direncinde Bcl-2 sagkalim yolaginin FKBP38 proteinin
Uzerinden aktive edildigi ve ABT-737’nin bu birliktelige ket vurarak etkinligini sagladigini 6éne
surmustdr. Projemiz (114S332) Tubitak Saglik Bilimleri Arastirma Grubu tarafindan
desteklenmis ve calismalarmiz T.C. Yeditepe Universitesi Laboratuvarlar’nda

surdUrdimustar.
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OZET

Bobrek hacreli  karsinoma (BHK) vyetiskinlerdeki malignant tumorlerin = %2-3’Gnu
olusturmaktadir. BHK timédrlerinin %90’ninda von Hippel-Lindau (VHL) timoér baskilayici
geninde mutasyon bulunmasi bu timédrlerin hipoksik ortam kosullarini taklit ederek yogun
damarlasma, hizli blyume ve yuksek invasiv potansiyel gostermesine sebebiyet vermektedir.
VHL fonksiyon bozuklugu sonrasi HIF-a transkripsiyon faktorlerinin aktive olarak PI3K
(fosfotidilinositol-3-kinaz)-AKT-mTOR  (memelilerin  rapamisin hedefi) yolagi sagkalhm
mekanizmasini harekete gecirdigi ve hilcre transformasyonunu saglayan mutasyon
birikmesine sebebiyet verdigi bildiriimistir. Metastatik BHK tedavisinde kullanilan ilaglar bu
kinaz yolagini durdurarak hicre buylime/sagkalimini inhibe etmeye yoneliktir.

BHK tedavisinde mTOR serin/treonin kinazinin baskilanmasi hedef alinarak Temsirolimus,
Everolimus ve Deferolimus gibi rapamisin analoglarinin kullanimi yoluna gidilmistir. Ancak bu
ilaclarla yapilan kemoterapotik tedaviler ileri evre yada metastatik BHK sahip hastalarin
omdurlerini sadece uzatabilmekte hastalii tedavi ederek 6lim oranini azaltamamaktadir. Proje
kapsaminda BHK’da gelisen Everolimus direncinin Bcl-2 sagkalim yoladinin aktif olarak
saglandigi hipotezimizi kurulmus ve BHK tedavisinde Everolimus ile ABT-737 Bcl-2 inhibitoru
kombinasyonunun daha etkili olabilecegi 6ne surtimugstir. Deney dizenegdimizde Bcl-2 ifadesi
gbsteren ve Everolimus direncine sahip primer A498 ve metastatik Caki-1 BHK hatlari ile
Everolimus’a direncli hale getirilmis fare BHK hatti erRenCa kullanilmigtir. WST-1, Western
Emdirimi ve Annexin V deney sonuclarimiz, A498, Caki-1 ve erRenca BHK hatlarinda
Everolimus ile ABT-737 kombinasyonunun 24 saat igerisinde mTOR yolagini durdurarak hiicre
bdylmesine ket vurdugunu, hicre siklusunu G1 fazinda tutarak hicre bdélinmesini
engelledigini gosterirken ilerleyen saat inkibasyonlarinda bu hicrelerde apoptotik yolagin
Kaspaz 9 ve 3’lUin aktive ederek apoptotik hiicre élimindn tetiklendigi gésterilmistir. erRenca
hicreleri kullanilarak olusturulan xenograf kanser modelinde monoterapilerin timaér gelisimini
baskilamada 100’de 100 basari géstermezken Everolimus-ABT-737 ilag kombinasyonunun in-
vivo tumor gelisimini tamamiyla engelledigi ortaya konmustur. Literatirde FK506 protein aile
uyesi FKBP38 proteininin Bcl-2 ve Bcl-XL proteinlerine baglanarak aktivasyonunda rol aldigi
gOsterilmistir. Everolimus-ABT-737 ilag kombinasyonu etkinliginin molekuler mekanizmasini
aciga kavusturmak igin yaptigimiz es-immun ¢okeltme (co-IP), WST-1 ve Western Emdirimi

deneyleri Everolimus direncinde FKBP38 proteininin rol oynadigint ileri sirmusgtur.

Anahtar Kelimeler: Memelilerin rapamisin hedefi (nTOR), Bcl-2, Bobrek Hucreli Karsinoma
(BHK), FKBP38



ABSTRACT

The renal cell carcinoma (RCC) is the most common kidney cancer observed in adults (85%)
and 20-30% of patients were diagnosed with RCC at locally advanced or metastatic stage.
One out of 10 RCC tumors contain mutated von Hippel-Lindau (VHL) tumor suppressor protein
resulting in mimicry of hypoxic conditons nurturing enhanced angiogenesis, cell proliferation
and high metastaic potential. Primary consequence of a defect in VHL is the constitutive
activation of the transcription factor HIF-a which leads to the dysregulation of phoshoinositide-
3-kinase (PI3K)/AKT/ mammalian target of rapamycin (mTOR) pathway.

The PI3K/AKT/mTOR pathway plays the major role in the tumorigenesis and has been
targeted by rapologs Temsirolimus, Everolimus ve Deferolimus. However, tumors acquire
resistance to rapalogs that target the mTOR kinase activity. The overexpression of Bcl-2
protein is suggested to be responsible for the drug-resistance. In this regard, we aim in our
study to overcome the drug resistance by a combination therapy of everolimus with ABT-737,
a Bcl-2 inhibitor. In this study, ABT-737 was used either alone or in combination with
everolimus on primary site (A-498) and metastatic site (Caki-1) RCC cell lines. The use of
ABT-737 and its combination with everolimus led to a dramatic decrease cell viability by
indicing apoptotic cell death. The combination therapy further led to cell cycle arrest
concomitant with the abrogation of AKT/mTOR signaling. Administration of everolimus and
ABT-737 combination to BALB/c mice subcutaneously inoculated with the established
everolimus-resistant RenCa cell line (RenCares) resulted in complete suppression of tumor
growth without any notable toxicity. Given that FK506 protein family member FKBP38 protein
activates Bcl-2 and Bcl-XL through protein-protein interaction, molecular mechanism of action
for the combination therapy was investigated by considering FKBP38 at the centre stage. Co-
immunoprecipitation (co-IP), WST-1 and Western Blot experiments suggested that the
FKBP38 protein plays a role in Everolimus resistance.

Keywords: Mammalian target of rapamycin (mTOR), Bcl-2, Renal Cell Carcinoma (RCC),
FKBP38



1. GIRIS
Turkiye’de Halk Saglhgr Kurumu, Kanser Daire Bagkanligi'nin 2009 verilerine gore 6limlerin
%20,7’si kansere baghdir. Erkeklerde gorilen kanserlerin %5,1’ini de bdbrek kanseri
olusturmaktadir. Avrupa Birligi Ulkelerinde bdbrek kanseri gértilme sikligi erkeklerde
100.000’de 15,8 kadinlarda 100.000’de 7,1 olarak hesaplanmaktadir. Ayni veriler mortalite
hizinin erkeklerde 100.000°de 6,5 kadinlarda 100.000’de 2,7 oldugunu gostermektedir (Ferlay
vd. 2008). Yetigkinlerde bdbreklerde en yaygin gorilen kanser Bobrek hucreli karsinom
(BHK)Ydur. BHK’nin radyoterapiye ve kemoterapiye direncgli olmasi nedeni ile metastatik
BHK'de 5-yillik sagkalim %10’un altindadir (Yamamoto vd. 2014). Ginumuzde metastatik
BHK’de lisans almis 7 ila¢ bulunmaktadir. Bunlar Bevacizumab (anti-endotelin blytime faktori
monoklonal antikoru, interferon ile kombine olarak kullanilir), tirozin kinaz inhibitorleri olan
Sunitinib, Pazopanib, Axitinib, Sorafenib ve mTOR (mammalian target of rapamycin)
inhibitorleri olan Everolimus ve Temsirolimustur (Calvo vd. 2014). Faz lll klinik calismada
Everolimus placebo ile karsilastiriidijinda progresyonsuz sagkalimi istatistiksel olarak anlamli
sekilde uzattigi (4,9 ay vs 1,87 ay) saptanmistir. Buna karsin genel sagkalim avantaji
saptanmamistir. Metastatik BHK’de bahsi gecen 7 ilag tedavisine ragmen tiim hastalarda bu
ilaclara diren¢ gelismektedir. Su ana kadar Everolimus ile yapilan klinik ¢calismalarda birinci
sonlanim noktasi olarak progresyonsuz sagkalim ele alinmistir ve progresyonsuz sagkalim
1,1 ay ile 8,3 ay arasinda degistigi gozlemlenmigtir (Calvo vd. 2014). Metastatik BHK'de
istatistiksel olarak genel sagkalimda fark olusturacak ve hayat kurtarici bir ila¢ heniz
bulunmamaktadir. Literatirde BHK'da gorulen kemoterapi ilag direnci anti-apoptotik protein
Bcl-2 anlatiminin yiksek olmasi ile iliskilendiriimesine (Maruyama vd. 2006) ragmen Bcl-2
inhibitérleri  ile kombine ilag denemelerinin Everolimus direnci Uzerindeki etkisi
incelenmemistir. Promeizde BHK tedavisinde bu acgigi kapayarak Everolimus ilag direnci
gelistiren BHK timérlerinde Bcl-2 anti-apoptotik inhibitéri ABT-737 ile kombine tedavinin BHK

tedavisinde basarisi test edilmistir.

2. LITERATUR OZETI
Bobrek hicreli  karsinoma (BHK) yetiskinlerdeki malignant tumodrlerin %2-3’UGnu
olugsturmaktadir. Her yil 200.000 kisi bobrek kanserine yakalanirken 102.000 kisi ise hayatini
kaybetmektedir (Gupta vd. 2008). Bébrek hicreli karsinoma bébrekte en sik rastlanan (%85)
malignant tumérlerdendir (Ljungberg vd. 2010). Yapilan galismalarda VHL (Von Hippel-
Lindau) genindeki mutasyon, delesyon ve gen sessizlegsmesinin bobrek hucreli karsinomanin
%90’ina neden oldugu belirlenmistir (Kaelin 2009). VHL gen Urtnundeki azalma HIF (hipoksi-

indUklenir faktdr) anlatiminda artisa neden olmaktadir (Semenza vd. 2009, Hickey ve Simon



2006). HIF tarafindan indiklenen VEGF (vaskuler endotel blylime faktort) ve diger blyime
faktorleri yalnizca timér anjiyogenezini desteklemekle kalmaz ayni zamanda sentezlendikleri
hucrelerde otokrin olarak tirozin kinaz sinyal yolagini harekete gecirerek PI3K
(fosfotidilinositol-3-kinaz)-AKT-mTOR (memelilerin rapamisin hedefi) kinaz yolagini aktive
eder (Laptante vd. 2012). mTOR; hlcre buyumesini, hicrenin gogalmasini regile eden
kanserde anahtar rol oynayan bir serin/treonin kinazdir (Corradetti vd. 2006, Faivre vd. 2006).
Klinik galigmalarda bu sinyal yolaginin hedef alinarak baskilanmasi igin Sunitinib, Sorafenib,
Pazopanib gibi VEGF reseptor kinaz blokorleri ile Temsirolimus, Everolimus, Deferolimus gibi
rapamisin analoglarinin kullanimi yoluna gidilmistir (Banumathy vd. 2010). Ancak bu ilaglarla
yapilan kemoterapétik tedaviler ileri yada metastatik BHK sahip hastalarin dmdrlerini sadece
uzatabilmekte hastaligi tamamen eradike edememektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda
ileri BHK’da gorilen kemoterapdtik ilag direnci anti-apoptotik protein Bcl-2 anlatiminin yliksek
olmasi ile iligkilendirilmistir (Maruyama vd. 2006). Gunumuzde preklinik ve faz ¢calismalarinda
kullaniimakta olan Bcl-2 inhibitorleri bulunmakla beraber bu inhibitorlerin heniz BHK
tedavisinde denemesi yapilmamistir. Bu baglamda proje kapsaminda; Bcl-2 inhibitor
bilesikleriyle Bcl-2 proteinini ve Everolimus ile mTOR yolagini birlikte inhibe ederek metastatik
bdbrek kanserine karsi etkin bir tedavi yontemi gelistirmek amacglanmistir. Elde edilecek
bilgiler, kombine ilag denemelerinin BHK hicre hatlar ve geligtirilen BHK hayvan modeli
uzerindeki etkisini ilk defa gosterecek olup, BHK tedavisinde alternatif tedavi yontemi
geligtiriimesi icin gerekli preklinik calismayi tamamlayici nitelikte olacaktir.

BHK erkeklerde en ¢ok goérilen 7. kanser ve kadinlarda ise en ¢ok gorilen 9. kanser olarak
belirlenmistir (Gupta vd. 2008). Avrupa Birligi Ulkelerinde bdbrek kanseri mortalite hizinin
erkeklerde 100.000’de 6,5 kadinlarda 100.000’de 2,7 oldugunu gdstermektedir (Ferlay vd.
2008). Yetiskinlerde bdbreklerde en yaygin goérilen kanser BHK'dir. Radyoterapiye ve
kemoterapiye direngli olmasi nedeni ile metastatik BHK’de 5-yillik sagkalim %10’un altindadir.
BHK tedavisi igin gelistirilen molekuler yolak hedefli kemoterapdtik ilaglar bulunmasina karsin
metastatik BHK'de istatistiksel olarak genel sagkalimda fark olusturacak ve yan etkileri az olan
ilag henliz bulunmamaktadir (Calvo vd. 2014). Ginumuzde metastatik BHK’de lisans almig 7
ilag bulunmaktadir. Bunlar Bevacizumab (anti-endotelin bliyime faktérii monoklonal antikoru,
interferon ile kombine olarak kullanilir), tirozin kinaz inhibitérleri olan Sunitinib, Pazopanib,
Axitinib, Sorafenib ve mTOR inhibitérleri olan Everolimus, Temsirolimustur (Calvo vd. 2014).
BHK timorlerinin %90’ninda VHL geninde mutasyon bulunmasi bu timérlerin hipoksik ortam
kosullarini taklit ederek yogun damarlagsma, hizli buyume ve ylksek invasiv potansiyel
gostermesine sebebiyet vermektedir. VHL Elongin B-C ve Cullin ile Gbikitin ligaz kompleksi
olusturarak oksijen varliginda prolil hidroksilaz tarafindan hidroksillenen HIF-a transkripsiyon

faktorlerinin Gbikitinlenerek proteazomlarda pargalanmasindan sorumludur. Hipoksik sartlarda



aktivitesini kayip eden prolil hidroksilaz enzimi sayesinde hidroksilasyona ugramayan HIF-q,
VHL ubikitinlenmesine ugramaz ve c¢ekirdege girerek HIF-B proteiniyle heterodimerini
olusturarak aralarinda VEGF, PDGF (trombosit kdkenli blylime faktéri) ve EGFR (epidermal
blylime faktori reseptoér) gibi anjiyogenez ve hicre proliferasyonunda énemli rol oynayan 200
kadar genin aktivasyonunda yer alir. BHK’da VHL geninde gériilen mutasyon Uretilen proteinin
yapisini bozarak HIF proteinin modifikasyonunu dénlemekte ve artisina sebep olmaktadir
(Semenza vd. 2000; Hickey ve Simon 2006). HIF protein ifadesinin artmasi ile aktive olan
VEGF, PDGF ve EGF buylime faktoéri sinyal yolaklari PI3K-AKT-mTOR yolagini harekete
gegirir (Laplante vd. 2012). Buna tekabulen mTOR yolaklarinin aktif olmasi HIF transkripsiyon
faktorlerinin Gzerinde geri bildirim yolagini harakete gecirerek PI3BK-AKT-mTOR sinyal iletimi
sonrasi bu transkripsiyon faktérlerinin ifadelerinde artisa neden olur (Banumathy ve Cairns
2010). mTOR yolagi PI3BK-AKT-mTOR ayaginda bulunan, hicre bliytume faktorleri tarafindan
indUklenen ve hicre blyumesi, ¢cogalmasi, migrasyonu, yagsamasi ve anjiyogenez gibi hucre
icin 6nem arz eden olaylarin merkezinde yer alan bir hiicre-i¢i sinyal yolagidir (Gnarra vd.
1994, Sato vd. 2008). mTOR, hicre blylimesini ve ¢odalmasini regule eden ve ayrica
kanserde de anahtar rol oynayan bir serin/treonin kinazdir (Corradetti vd. 2006, Mamane vd.
2006, Faivre vd. 2006). mTOR serin/ treonin kinazi iki tane ayri kompleks olan ve mTORC1
ve mTORC2 olarak adlandirilan komplekslerin kalatizator gorevini gérmektedir. mTORC1
kompleksi mTOR serin/ treonin kinazi, raptor, pras40, mLST8, deptor ve Tti1/Tel2
proteinlerinden olusurken mTORC2 ise mTOR serin/ treonin kinazi, rictor, mSin1, protor1/2,
deptor, deptor ve Tti1/Tel2 proteininlerinin olusturdugu bir komplekstir (Laplante vd. 2012).
mTORC1 kompleksinin aktivitasyonu i¢cin GTP yukli Rheb GTPazinin mTORC1 kompleksine
baglanarak mTOR kinaz aktivitesini uyarmasi gerekir (Sekil 1). GTPaz-aktive edici protein
kompleksi TSC1/2 (tlberdz sklerosis 1/2 kompleksi) Rheb tzerindeki GTP’yi GDP’ye ¢evirerek
mTORC1 inaktivasyonunda yer alir (Inoki vd. 2003, Tee vd. 2003). mTORC2 aktivasyonu ile
ilgili literatirde daha az agiklama olmasina karsin mTORC2’nin de mTORC1 gibi bliyume
faktorlerinin aktive ettigi PI3K yolagi altinda aktive edildigi gésterilmistir (Figlin vd. 2013). Bu
nedenle mTOR’un uyarilma prensibini anlamak icin éncelikle mTOR’un regulasyonunda gorev
alan PI3K/AKT yolagini anlamak gerekir. Blyime hormonlarinin indiklemesi sonucu PI3K
hucre zarinda bulunan PIP2Yyi (fosfatidilinositol 4,5-bisfosfat) PIP3’e (tidilinositol 3,4,5-
tirifosfat) cevirir. PIP3 olusumu PDK1 (fosfatidilinositol bagimli kinaz 1) ve AKT kinazlarinin
sahip oldugu ve plektirin homologu olan PH bdlgesinin baglanmasi icin bir alan olugturur ve
her iki kinazda hucre geperindeki yerini alir. Aktif hale gelmis olan PDK1 kinazi AKT kinazini
treonin 308’de fosforlayarak onun aktif hale gelmesini saglar. T308’de aktive olan AKT kinazi
TSC1/2'yi fosfatlayarak inhibe eder ve bdylelikle mTORC1’'in GTP yukli Rheb tarafindan

aktive olmasina sebebiyet verir (Inoki vd. 2003). mTORC1 aktivasyonu sonucu mTOR



kinazinin serin 2448'de otofosforilasyonu gergeklesir (Ma vd. 2010). mTORC2 aktivasyonu i¢in
PI3K yolaginin aktivasyonu ile Rictor ve SIN1'in mTORC?2 ile etkilesime girerek mTORC2
kompleksi olusumuna katilimlarinin gerekli oldugu ve GTP-Rac?1’in plazma membranina
mTORC2 kompleksini yonelttigi yapilan calismalar ile gdsterilmigtir (Saci vd. 2011, Oh vd.
2011). Aktif mTORC1 okaryotik translasyon inisator faktor 4E (elF4E)’ye baglanan protein-1
(4E-BP1)’nin 4 amino asit bolgesinde (T36, T45, T70, S65) fosfatlanmasina neden olarak bu
proteinin elF4E Uzerindeki inhibitdr etkisini ortadan kaldirir. mTORC1 kompleksinin protein
sentenizi uyarici bir diger etkisi de p70 ribosomal S6 kinase 1 (S6K1)’'i T389’da fosfatlayarak
aktive etmesine dayanir (Ma vd. 2010). mTORC1 hiicre blyiumesini sterol regtlatoriine
baglanan protein 1/2 (SREBP1/2) transkripsiyon faktéri aktivasyonu sonucu lipogenez ve
pentoz fosfat yolagini calistirarak da indukler (Li vd. 2010). Ayrica mTORC1 otofajiyi
indUkleyici kinaz kompleksi “ULK1/Atg13/FIP200"yi fosfatlayarak otofajiyi stiprese eder ve
boylelikle hicre buylimesini destekler (Ganley vd. 2009). mTORC1 kompleksinin regllasyonu
geri bildirim yolaklari ile mTORC?T’in kendi aktivitesini inhibe etmesi ile gerceklesir. mMTORC1
oncelikle glikojen sentez kinazi (GSK3)'U aktive ederek adaptdr protein Grb10'un aktive
olmasini saglar. Aktive olan Grb10 ise kinaz inhibitori olarak davranir ve PI3K-AKT sinyalini
durdurur (Hsu vd. 2011, Yu vd. 2011). ikinci mekanizmada ise mTORC1 tarafindan aktive olan
S6K1 kinazi insdlin reseptdri substrati 1(IRS1)’i fosfatlayarak degredasyonuna neden olur Ki
bdylelikle insulin benzeri buyume faktoru (IGF) reseptdriinden kaynaklanan PI3K-AKT sinyali
durur (Harrington vd. 2004). En son olarak da mTORC1 indikli S6K1 kinazi mTORC2
represor proteini Rictor’'u fosfatlayarak (T1135) Rictorun mTORC2 yolagi tzerindeki inhibitor
etkisini arttirir ve bdylelikle mTORC2 indukli AKT kinaz aktivasyonunu inhibe eder (Dibble vd.
2009, Julien vd. 2010). mTORC2 yoladi hicre sagkalim/metabolizma ve sitoiskeleti
organizasyonunu AGC kinazlari AKT, SGK1 ve PKCa aktivasyonunu kontrol ederek
gerceklestirir (Oh vd. 2011). mTORC2 aktivasyonu sonrasi kompleksde bulunan mTOR kinazi
S2481’de otofosforilize olur ve AKT kinazi S473’de fosfatlayarak aktive eder (Copp vd. 2009).
S473'de fosfotlanan AKT maksimal aktivasyona ulasarak apoptozu tesvik eden prokaspaz-9,
BAD ve ASK1 (apoptoz sinyali reglilasyon kinazi 1) gibi pro-apoptotik proteinlerin fosfatlanarak
inhibe olmasini saglar ve boylelikle sagkalim yolagini harekete gecirir. mTORC2 tarafindan
aktive edilen AKT (S473) ve SGK1 (S422) kinazlarinin sagkalim yolagini indiklemelerinin bir
diger yolu da hiicre déngusunu durduran ve apoptozu indikleyen genlerin ifadesinden sorumlu
FoxO transkripsiyon faktortuinl fosfatlayarak etkisiz hale getirmesidir (Guertin vd. 2006, Garcia-
Martinez vd. 2006). Sitoiskelet regulasyonunda ise PKCa ve Rac GTPazlarin mTORC2
tarafindan aktive edilmesinin aktin dinamigini arttirarak hiicre migrasyon potansiyelini arttirdigi
gOsterilmistir (Oh vd. 2011, Laplante vd. 2012).



mTOR yolaklarinin hiicre sagkalim/biyime ve protein sentezinin uyarimindaki dnemli
gorevleri gézoénine alinarak mTOR yolagina bagimh BHK, over ve kemik kanseri tedavilerinde
rapamisin veya Everolimus, Temsirolimus gibi diger rapamisin analoglari (rapalog), mTOR
yolaginin inhibisyonunda kemoterdpatik ilaglar olarak kullaniimaktadirlar. Rapaloglar 12
kilodaltonluk FK506’ya baglanan protein FKBP12'ye baglanarak sadece mTORC1 kompleksi
icerisindeki mTOR kinazini inhibe eder (Brown vd. 1994). Bu ilaglara kargi timdrlerin direng
kazanmasinda mTORC2 vyolaginin aktif kalmasi sebep olarak gdsterilse de sonraki
calismalarda uzun sureli rapolog tedavisinin mTORC2 kompleksi ve bu komplekse bagimii
AKT sinyal yolaklarini inhibe edebildigi belirtiimistir (Oh vd. 2011, Laplante vd. 2012). Bu
durumda rapalog direnci gosteren timoérlerde mTORC1 tarafindan inhibe edilen PI3K, MAPK
ve IGKF kinaz geri bildirim yolaklarinin rapalog uygulamasi ile tekrar aktive olmasi ile
aciklanabilir (Santoni vd. 2014, Sekil1). Bir diger hipotez de rapolog direnci gosteren
kanserlerde Bcl-2 anti-apoptotik proteinlerinin aktive olmasi ile bu timorlerin apoptoz ismi
verilen programli hiicre élimunu baskilayip, sagkalim mekanizmalarini ¢alistirmasi olarak éne
surulebilir.

ik kez 1964 yilinda tanimlanan programli hiicre 6limi (diger adiyla apoptoz), cok hicreli
organizmalarda normal gelisimin ve dokular arasi dengenin saglanmasinda is goren bir hiicre
ici sinyal yolagidir (Israels vd. 1999, Danial vd. 2007, Chipuk, 2008). Doku ve organlarda
fonksiyonel olmayan, eski hiicreler ile yenilerinin olusumu arasindaki denge icin dnemli olan
hicre 6limu mekanizmasinin kanser ile ilgili baglantisinin anlasiimasi, kanser gelisimini
onlemek icin  bu mekanizmanin kemoterapide kullanilan ilaglar tarafindan hedef alindigini
gOstermistir (Bratton vd. 2001, Danial vd. 2004). Diger hicre i¢ci mekanizmalari gibi bir sinyal
yolagi olan apoptoz, DNA hasari, blyume faktorlerinin eksikligi ve viral enfeksiyonlar
araciligiyla indiklenebilmektedir (Danial vd. 2007, Chipuk vd. 2008, Billen vd. 2008, Kinnally
vd. 2007). i¢ etkenler tarafindan indiiklenen apoptoz kontroliinii Bcl-2 protein ailesi saglarken,
mekanizmanin esas amaci olan hiicre 6limUinu hicre igi sistin proteazlari olarak bilinen
kaspaz proteinleri gerceklestirir (Takeda vd. 2011). Kaspazlar pro-enzim olarak salgilanmakla
beraber bir araya geldiklerinde kendilerini sistin amino asitlerinden parcgalayarak aktive
edebilirler (Fan vd. 2005). Bcl-2 proteini ilk olarak 14. ve 18. kromozomlar arasindaki karsilikli
translokasyon sonucu olugsan B hucreli folikiler lenfomada (BCL) Uretimi artan 2. protein olarak
tanimlanmis ve isimlendirilmigtir (Tsujimoto vd. 1984). Buglne kadar tanimli yaklasik 20 tane
Bcl-2 dyesi bulunur ve (Oltvai vd. 1993) bu Uyelerden anti-apoptotik proteinler olarak olarak
adlandirilanlar apoptozun baslamasini engellerken, pro-apoptotik olarak adlandirilanlar ise
apoptozu tegvik etmektedirler. Boylelikle Bcl-2 protein ailesi Uyeleri arasindaki denge;
mitokondrinin saglamhgini ve gecirgenligini belirleyerek apoptotik yolagin baglangicina neden

olan proteinlerin mitokondriden salinmasini engellemektedir (Korsmeyer vd. 1993, Oltvai vd.



1993). Bcl-2 protein ailesinden apoptozu engelleyici 6zellik gosteren anti-apoptotik Uyeleri
“Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w, Mcl-1 ve A1” 4 tane BH (Bcl-2 homolog bélgesi) protein bolgesine
sahiptirler (Takeda vd. 2011). Bu aileden apoptozu tesvik eden pro-apoptotik Uyeler sahip
olduklari BH protein bdlgesine gore kendi aralarinda 2 gruba ayrilirlar. Birden fazla BH protein
bdlgesine sahip olan pro-apoptotik proteinler Bax, Bak, Bok’dan olusur ve bu proteinler bir
araya gelerek mitokondri ¢ceperinde kanal olusturarak apoptozun baslamasina neden olurlar.
Bu durumda Bcl-2 anti-apoptotik proteinlerinin baslica gérevi Bax/Bak proteinleri ile etkilesime
girerek onlarin oligomerize olup kanal kurmasini engellemektir (Cory vd. 2002). Tek bir BH3
kismina sahip olanlar Bcl-2 pro-apoptotik proteinleri “Bad, Bid, Bik/Nbk, Bim, Noxa ve
Puma™dan olusmaktadirlar (Chittenden vd. 1995, Kelekar vd. 1998, Letai vd. 2002, O'Connor
vd. 2000). Bad, Bik, Noxa, Puma proteinleri anti-apoptotik Bcl-2 protein Gyelerine baglanarak
onlarin Bax/Bak ile kompleks kurmalarina engel olurlar (Ghiotto vd. 2010, Bouillet vd. 2002).
Bid/ Bim proteinleri ise Bax/Bak efektor proteinlerine baglanarak onlarin aktive olup mitokondri
Uzerinde kanal kurmalarini mimkan kilarlar (Strasser vd. 2000, Billen vd. 2008). Hicreden
gelen apoptotic sinyale cevaben Bad ve Bik proteinleri ifadelerinde gergeklesen artis ile Bcl-2
anti-apoptotik proteinlerine baglanarak onlari bloke ederler. Bid/Bim ise efektér Bax/Bak
protein kompleksine baglanarak onlari mitokondri ¢eberinde konuslandirarak aktif hale
getirirler (Cory vd. 2002, Letai vd. 2002). Bax/Bak protein kompleksinin aktif hale gelerek
mitokondri ¢eperinde kanal olusturmasi elektron transport zinciri Gyesi sitokrom ¢ proteinin
sitoplazmaya salinimina yol agar (Westphal vd. 2011). Hicre d6limu esnasinda salgilanan
sitokrom c diger hicre 6limu proteinlerinden olan APAF1 (Apoptotik proteaz aktiflestirici faktor
1) ve prokaspaz-9 ile “apoptozom” ismi verilen bir kompleks kurarak pro-kaspaz 9’'un aktive
olmasini saglar. Aktif kaspaz-9 cellat kaspazlarini (pro-kaspaz-3, -6, 7) aktive eder ve
apoptozun hiicre cevabi olan sitoiskeletin parcalanmasi, DNA’nin Dnase enzimi tarafindan
kirilmasi, ¢ekirdek i¢i lamin proteinlerinin pargalanmasi gibi olaylarin ger¢eklesmesini saglarlar
(Corrano vd. 2003, Bratton vd. 2010).

ileri evre BHK tedavisinde Everolimus’'un 2009'da FDA tarafindan VEGF terapi basarisizligi
sonras! onay alarak Faz Ill klinik calismalarinda sagkalimi sadece 4.9 ay uzattidi tespit
edilmistir (Motzer vd. 2008). Yapilan in-vitro deneylerde de rapalog muamelesinin Caki-1,
KTC-26 ve A-498 BHK hucre hatlarinda %33-%57 oraninda hilicre buyiumesini azalttiy1 ancak
hucre 6lumlne sebebiyet vermedidi gdzlemlenmigtir (Juengel vd. 2009). Literatlrde yapilan
pek ¢ok calismada kanser hucrelerinde anti-apoptotik Bcl-2 proteininin ifade dizeyinde artig
oldugu ve bu artisin kemoterapi ve radyoterapide diren¢ gelismesine sebebiyet verdigi
gosterilmistir (Cory vd. 2005, Bajwa vd. 2012, Adams vd. 2007). Anti-apoptotik Bcl-2
proteininin ifadesindeki artisin apoptoz direncine sebep oldugu g6z éninine alinarak bu

proteinlerin etkisini bloke etmek i¢cin TW-37, obatoclax, ABT-737 gibi ilaglar gelistirilmistir. Bu



ilaclarin amaci Bcl-2 proteinlerinin BH3 bdlgesine baglanarak onlarin pro-apoptotik proteinlerle
etkilesime girmesini 6nlemektir (Azmi vd. 2009, Labi vd. 2008). Bagka bir degisle, anti-
apoptotik Bcl-2 protein ailesi Uyelerinin sahip olduklari BH3 bdlgesinin olusturdugu hidrofobik
oyuga baglanan bu inhibitor ilaglar pro-apoptotik proteinlerin Bcl-2 anti-apoptotik proteinlerine
baglanarak inaktif olmasina mani olurlar (Muchmore vd. 1996, Cory vd. 2002). ABT-737,
Abbott Laboratuarlari tarafindan gelistiriimis olan bir Bcl-2 inhibitéridir ve anti-apoptotik
proteinlerden Bcl-2, Bcl-XL ve Bcl-w'nin BH3 bolgesine baglanarak pro-apoptotik proteinlerin
bu bolgeye baglanmasini 6nler (Konopleva vd. 2006, Pellecchia vd. 2004, Vogler vd. 2009).
Anti-apoptotik Bcl-2 proteinin ifadesindeki artisin BHK da gézlemlenmis olmasi ve bu
hicrelerin kemoterapi tedavisine kargi direng kazanmasi (Tomita vd. 1996, Zheng vd. 2011)
literatlirde cesitli calismalarda kullanilan ABT-737’in bu hiicreler tizerinde de denenebilecegini
onermistir. Hipotezimizi destekleyici bir calismada RCC-21, RCC-26A, RCC-30, Caki-2 gibi
BHK hicre hatlarinda ABT-737 ile Taksol grubu ilag kombinasyonunun bu hicrelerin Taksol-
indUkli apoptoza karsi direncini dustrdugu gosterilmistir (Zall vd. 2010). ABT-737 preklinik
deneylerde lenfoma, multipl miyelom, gégus kanseri, kiigik hicreli akciger kanseri, skuamoz
hlcreli bas ve boyun kanseri ve gesitli [6semi kanseri modellerinde denenmis ve basarili
olmustur (Zheng vd. 2011) ancak ABT-737’nin BHK tedavisi icin kullanildiyi herhangi bir
preklinik yada in-vitro bir galisma bulunmamaktadir.

Literatirde FKBP38 proteini ile Bcl-2 ve Bcl-XL proteinlerinin etkilesiminin kemoresistant
sagladigi yéninde c¢alismalar olmasina karsin  (Choi vd. 2011) rapalog-direng
mekanizmasinda Bcl-2 ve Bcl-XL 6nemi henlz goésteriimemistir ve dnerilen projede bu
baglanti arastirilacaktir. FK506 protein ailesinin bir tyesi olan FKBP38 proteini FKBP12-
rapamisin kompleksine benzer bir sekilde mTORC1 kompleksine baglanarak mTORC1’in
kinaz aktivitesini baskilar (Bai vd. 2007). Ancak ve Bcl-2 ve Bcl-XL proteinlerini gokca ifade
eden hicrelerde FKBP38'in mTORC1 (zerindeki bu baskici etkisinin ortadan kalkmasi
FKBP38'in ayni zamanda Bcl-2 ve Bcl-XL proteinlerine de rekabetci bir sekilde baglandigi
ihtimalini dogurmustur (Ma vd. 2010). Nitekim yapilan takipgi ¢galismalarda mTORC1 ve Bcl-
2/Bcl-XL proteinlerinin FKBP38 proteinine baglanmak igin rekabet ettikleri gdsterilmistir (Zou
vd. 2013). FKBP38 mTORC?’in aktivitesini bloke ederken Bcl-2/Bcl-XL proteinlerinin
mitokondriyel membranda kosullanmalarina yardimci olur (Ma vd. 2010). Bcl-2/Bcl-XL
proteinlerinin oncelikle FKBP38'e baglanarak mitokondriye lokalize oldugu ve FKBP38 bagl
Bcl-2 ve Bcl-XL proteinlerinin daha sonrasinda Rheb GTPaz tarafindan serbest birakilarak
Bax ve Bak pro-apoptotik proteinlerine baglandiklari gosterilmigtir (Ma vd. 2010). Hipotezimizi
destekler sekilde Rheb GTPaz'inin Bcl-2 ve Bcl-XL proteinlerinin Bax/Bak pro-apoptotik
proteinlerine baglanmalarini etkinlestirmesinin rapamisin tarafindan bloke edilmedigi

gosterilmistir (Ma vd. 2010). Bu durumda rapalog uygulamasi mTORC1’in FK506



baglanarak FKBP38’i serbest birakmasina neden olacak ve serbest kalan FKBP38 ise
Bcl-2/Bcl-XL proteinlerini mitokondriye yonlendirerek apoptozun engellenmesini
tetikleyecektir. Bu bilgilerin 1siginda Everolimus ve diger rapalog-direnci goésteren BHK
tumorlerinin eradikasyonunda Everolimus ve ABT-737 kombine tedavisinin hayat kurtarici
olmasi mumkundur. Projemiz bu noktalardan yola g¢ikarak Bcl-2 inhibitdord ABT-737 ve
Everolimus’un bébrek hcreli karsinoma Uzerindeki etkisini in-vitro diizeyde apoptoz ve hiicre
sagkalim mekanizmasi Uzerindeki etkilerine bakarak agiklamayi hedef edinmigtir. In vitro
sonuclarimiz ABT-737 ve Everolius ilag kombinasyonun timér baskilayici etkisinin in vivo
deneylerle konfirme edilmesi ile preklinik platforma tasinmistir. Literatirde ABT-737 ya da
Everolimus-ABT-737 kombine ilag denemeleri yapilan bir ¢alisma bulunmamasi projemizi
literatlirde bu konuda arastirma yapan ilk proje konumuna koymus ve ABT-737 ve Everolius
ilagc kombinasyonunun BHK tedavisinde kullaniimasi i¢in patent basvurusu yapmamiza olanak

vermistir.



3. GEREG VE YONTEM

3.1 Hucre Kulturi

Projemiz bunyesinde kullanilan hiicre modelleri olan A-498 ve Caki-2 primer bdbrek kanseri
hicre hatlari, Caki-1 ve ACHN metastatik bdbrek kanseri hiicre hatlari ile fare bébrek kanseri
hicre hatti olan olan RenCa hicreleri American Type Culture Collection (ATCC, USA)'den
iIsmarlanmislardir. Doku kulturt kaplarina ekilen A-498 ve ACHN hucreleri %10 (hacim/hacim)
fetal sigir serumu, 100IU/ml penisilin, 100pug/ml streptomisin, %1 MEM non essential amino
asit iceren DMEM, Caki-1 ve Caki-2 hlcreleri ise %10 (hacim/hacim) fetal sigir serumu,
1001U/ml penisilin, 100ug/ml streptomisin, %1 MEM non essential amino asit iceren McCoy'’s,
RenCa ve erRenCa hucreleri %10 (hacim/hacim) fetal sigir serumu, 1001U/ml penisilin,
100ug/ml streptomisin, %1 MEM non essential amino asit iceren RPMI-1640 kultir ortaminda
37°C derecede %5 CO'li nemlendiriimis memeli hicre kultirt etivinde blyutiimuaglerdir.
Hucreler plastik ylzey alaninin %80 ini doldurana kadar inkiube edilmis ve %0.05
(hacim/hacim) 5 mM EDTA iceren tripsin enzimi sollisyonu ile pasajlanmistir. Hiicreler yaklasik
300.000 hicre/ml yogunlugunda olacak sekilde %10 (hacim/hacim) Dimetil Silfoksit iceren

fetal sigir serumu ile toplanarak kriyottplere konulmus ve sivi nitrojende stoklanmistir.

3.2 Antikor ve Materyaller

Everolimus ve ABT-737 ilaglari Selleck Chemicals firmasindan; Aphidicolin Calbiochem
firmasindan; hicre c¢ogalma belirteci WST-1 ve Annexin V-Fluos boyama kiti Roche
firmasindan temin edilmistir. Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1, PARP, kaspaz 9, parcalanmis kaspaz 3, Bcl-
2-S70-P, Puma, Noxa, Bax, Bim, BAD, BAD-S136-P, CDK4, Siklin D1, Siklin D3, CDK2, Siklin
E1, p27¥Pl AKT, AKT-S473P, AKT-T308P, mTOR-S2448-P, mTOR-S2481-P, mTOR, Rictor,
Rictor-T1135-P, p70S6K, p70S6K-T389-P, S6, S6-S240/244-P, S6-S235/236-P, 4E-BP1, 4E-
BP1-T37/45-P, 4E-BP1-S65-P, 4E-BP1-T70-P ve and pan-Aktin antikorlari Cell Signaling
Technology firmasindan satin alinmigtir. B-Aktin, Anti-tavsan IgG- Peroxidase, Anti-fare IgG-
Peroxidase antikorlari ile anti-tavsan ve anti-fare IgG’leri Sigma-Aldrich firmasindan temin
edilmistir. Western Emdirimi materyalleri olan Nitroseliildz membrani GE Healthcare, PVDF
membrani BioRad firmasinda ve ECL-HRP substrati Advansta firmasindan satin alinmistir.
p53 antikoru, Protein A veya G ile kapli Sefaroz bilyeleri, kontrol shRNA lentiviral partikdlleri
ile FKBP38'i hedefleyen shRNA lentiviral partiktlleri Santa Cruz firmasindan temin edilmistir.
Western Emdirimi ve immun-gékeltme protokollerinde kullaniimak (izere FKBP38 proteini igin

NovaBiotek ve Abcam firmalarindan antikorlar alinmistir.



3.3 WST-1 Hiicre Canhhigi Testi

A-498, Caki-1, RenCa ve erRenCa hucreleri 3.1'de belirtilen buyume ortamlarinda
blyatuldikten sonra A-498 hicreleri kuyucuk basina 2.000 hicre olacak sekilde, Caki-1
hicreleri kuyucuk basina 10.000 hiicre olacak sekilde ve RenCa hucreleri kuyucuk basina
5.000 olacak sekilde 96 kuyucuklu tabaklara ekilmislerdir. 24 saat inklbasyon siresinden
sonra hucreler farkli konsantrasyonlarindaki Everolimus veya ABT-737 ilacglarnn veya bu
ilaglarin kombinasyonlari ile 24, 48 ve 72 saat boyunca muamele edilmislerdir. inkiibasyon
surelerini takiben hucreler, WST-1 (Cell Proliferation kit) hicre canlilik testine tabii

tutulmuslardir.

34 Hiicre Dongiistiniin Belirlenmesi

Hucre déngusu (siklisu) deneyleri icin A-498 hiicreleri %10 (hacim/hacim) fetal sigir serumu,
1001U/ml penisilin, 100ug/ml streptomisin, %1 MEM non essential amino asit iceren DMEM
kaltdr ortaminda 37°C derecede %5 CO7’li nemlendiriimis ortamda buyGtildikten sonra
kuyucuk basina 500.000 hicre olacak sekilde 6 kuyucuklu tabaklara ekilmislerdir. 24 saat
inkbasyon suresinden sonra hucreler, 5uM Aphidicolin, 1uM Everolimus, 5uM ABT-737 veya
Everolimus ve ABT-737 kombinasyonu ile 24 saat boyunca muamele edilmislerdir. inkiibasyon
surelerinin sonunda hicreler tabaklardan toplanmis ve %70 etanol muamelesi yardimiyla
gegirgenlestiriimislerdir. Hiicreler daha sonra 250 pl igerisinde 10ul propidiyum iyodit (1mg/ml)
ile boyanmis ve akis sitometresinde hucre sikluslari tespit edilmistir. 24 saat Aphidicolin ile

muamele gérmus hucreler GO/G1 fazlarini gésteren referans olarak kullaniimiglardir.

3.5  Annexin-V Hiicre Oliimii Testi

A-498 hacreleri %10 (hacim/hacim) fetal sigir serumu, 100IU/ml penisilin, 100ug/ml
streptomisin, %1 MEM non essential amino asit igeren kultir ortaminda 37°C derecede %5
CO'li nemlendiriimis ortamda buyutuldukten sonra kuyucuk basina 300.000 hicre olacak
sekilde 6 kuyucuklu tabaklara ekilmiglerdir. 24 saat inkiibasyon suresinden sonra hucreler,
1uM Everolimus, 5SuM ABT-737 veya iki ilacin kombinasyonu ile 24, 48 ve 72 saat boyunca
muamele edilmislerdir.

Caki-1 hucreleri %10 (hacim/hacim) fetal sigir serumu, 100IU/ml penisilin, 100ug/ml
streptomisin igeren kiltir ortaminda 37°C derecede %5 COZ2’li nemlendiriimis ortamda
blyGtuldikten sonra kuyucuk basina 350.000 hticre olacak sekilde 6 kuyucuklu tabaklara
ekilmiglerdir. 24 saat inkiibasyon siuresinden sonra hicreler, 1uM Everolimus, 10uM ABT-737
veya iki ilacin kombinasyonu ile 24, 48 ve 72 saat boyunca muamele edilmiglerdir.
inkiibasyon siirelerinin sonunda hiicrelerin biiytidigii kiiltiir ortami ve tripsine edilmis hiicreler

santrifij edilerek ¢oktirtlmustir. Coéktirdlen hicreler sayllmis ve deney igin 100.000 hiicre
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hazirlanmigtir. Hlcre Olumi Annexin-V-propidiyum iyodit igeren kit yardimi ile akig

sitometrisinde 30.000 hiicre baz alinarak analiz edilmigtir.

3.6 Western Emdirimi

A-498, Caki-2, Caki-1, ACHN ve RenCa hicrelerindeki hiicre déngusi yolaginda, mTOR
yolaginda, ve Bcl-2 gudumlu apoptotik hiucre 6lumu yolaginda rol alan proteinlerin seviyeleri
Western Emdirimi metodu ile tespit edilmistir. Bu amacla 4 saat serum deprivasyonuna tabii
tutulan A-498, Caki-2 ve RenCa hucreleri kuyucuk basina 300.000 hicre olacak sekilde, Caki-
1 ve ACHN hcreleri ise kuyucuk basina 350.000 hlcre olacak sekilde 6 kuyucuklu tabaklara
ekilmiglerdir. 24 saat inklbasyon suresinden sonra hucreler deney dizenegine bagli olarak 24
saat boyunca ilag muamelesine tabi tutulmuslardir. 24 saat inklibasyon slresini takiben
hicrelerin Uzerine 30ul RIPA buffer (ImM PMSF, 0.5% Non-idet, 0.1% SDS, 1ImMNaF, 1mM
Na3VO4 ve proteaz inhibitor kokteyli) eklenerek hicrelerin membranlari par¢alanarak hicre
lizatlar1 elde edilmis ve protein miktari Lowry yontemi ile belirlenmistir. Hicre homojenatinda
bulunan proteinler (50ug/kuyucuk) sodyum dodesil stlfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE) teknigi ile yodunlugu %6 ila %15 arasinda degisen jellerde ayristiriimiglardir. Molekuler
agirhg ufak olan proteinler islak transfer (wet-transfer) adi verilen yéntemle 250mA akimda 1
saat boyunca nitroseliloz veya PVDF membrana aktariimislardir. Molekiler agirhgi bayuk
olan proteinler ise yari kuru denilen (Semi-dry) transfer yontemiyle 2,5A akiminda 15 dakika
boyunca PVDF membranina aktariimiglardir. Transfer sonrasinda membranlar 1 saat boyunca
%5 sut tozu iceren Tris-Tween (100mM Tris-HCI, 0.9% (agirlik/hacim) NaCl ve 0.05%
(agirhk/hacim), pH 7.4) solusyonunda bekletiimis ve 16 saat boyunca 4°C derecede uygun
antikorlar (bknz. 3.2) ile inkibe edilmiglerdir. Western Emdiriminde kullanilan antikorlarin
konsantrasyonlari satin alinan firmanin dnerisine gore ya %5 st tozu igeren Tris-Tween ya da
%5 si1gir serumu albimini iceren Tris-Tween sollisyonu hazirlanmisglardir. 16 saat inkiibasyon
suresini takiben membranlar Uger kez 5 dakika Tris-Tween sollisyonu ile yikanmiglar ve %5
sut tozu igeren Tris-Tween sollyonunda 1:5000 oraninda seyreltiimis olan HRP ile etiketlenmis
anti-fare veya anti-tavsan antikoru oda sicakhiginda 2 saat boyunca isaretlenmiglerdir. 2 saat
sonunda Uger kez 5 dakika Tris-Tween solisyonu ile yikanan membranlar ECL-HRP substrat

solusyonunda bekletildikten sonra ChemiDoc XRS+ (BioRad) cihazinda fotograflanmiglardir.

3.7  immiin ¢dkeltme Metodu

6 kuyucuklu tabaklara ekilen A-498 hucreleri (300.000 hucre/ kuyucuk) 24 saat inkibasyon
suresinden sonra 1uM Everolimus, 5uM ABT-737 veya iki ilacin kombinasyonu ile 24 saat
boyunca muamele edilmislerdir. 2 saat inklibasyondan sonra, hlicrelerin tabaklardan immuno-
¢okeltme tampon ¢ozeltisi icerisinde (%0,25 (a/h) sodyum deoksikolat, 150 mM NacCl, 0.1 mM
PMSF, %1 (h/h) proteaz onleyici koktey ve 50 mM Tri-HCI, pH 7.4) siyrilarak patlatiimasiyla
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protein lizatlari elde edilmigtir. Protein konsantrasyonu Lowry yontemiyle belirlenmis ve
immuno-gdkeltme icin 200 ile 300ug protein kullaniimistir. Ornekler 1 saat boyunca 4°C’de
spesifik olmayan Mouse antikoru (0,5ug/ml) ile inklbe edilmigler ve daha sonra 3 kez immuno-
¢okeltme solisyonu ile yikanmis ¢okeltme metodu igin 6zel hazirlanmig protein A veya G ile
kaph Sefaroz bilyeleri ile 90 dakika boyunca 4°C’de inkiibe edilmislerdir. inkiibasyon
sonrasinda sefaroz bilyeler 600 x g’de 1 dakika slresince ¢okturilmuas ve sivi fazda kalan
ornekler anti-FKBP38, anti-Bcl-2, anti-Bcl-xL veya anti-mTOR antikorlariyla 90 dakika
siiresince 4°C’de inklibe edilmislerdir. inkiibasyon sonunda érnekler, 3 kez immuno-gokeltme
solisyonu ile yikanan protein A veya G ile kaplh Sefaroz bilyeleri ile 2 saat 4°C’de inkibe
edilmislerdir. Immuno-¢dkeltme solitisyonu ile yikandiktan sonra 600 x g’de 1 dakika boyunca
¢oktirilen sefaroz bilyeleri 30 yl 2x Laemelli solusyonunda coézilmis ve 95°C’de 5 dakika
kaynatildiktan sonra yogunlugu %6 ila %15 arasindan degisen SDS-PAGE jeline yuklenerek

yukarida anlatildigi Gzere (bknz. 3.6) Western Emdirimi yontemine tabi tutulmuslardir.

3.8 shRNA Aktarimi

A-498 hucreleri kuyucuk basina 20.000 hicre olacak sekilde 24 kuyucuklu tabaklara ekilmigler
ve kultir ortamda 24 saat buyutuldikten sonra %2 (hacim/hacim) fetal sigir serumu, 1001U/ml
penisilin, 100ug/ml streptomisin ve 8ug/ml polybren igeren kiltir ortaminda 12 saat boyunca
inkibe edilmiglerdir. Hicreler daha sonra enfeksiyonun derecesi (MOI) 1 veya 2 olacak sekilde
%2 (hacim/hacim) fetal sigir serumu, 1001U/ml penisilin, 100pug/ml streptomisin igeren kaltir
ortaminda hazirlanmis olan shFKBP38 iceren lentiviral partikiilleri ile 24 saat boyunca enfekte
edilmiglerdir. Enfeksiyon sonrasinda hicreler 1xPBS ,ile yikanmig ve %12 (hacim/hacim) fetal
sigir serumu, 1001U/ml penisilin, 100ug/ml streptomisin ve 2,5ug/ml puromisin igeren kulttr
ortaminda 6 ila 9 glin boyunca seleksiyona tabi tutulmuslardir. Puromisin seleksiyonu sonunda
sag kalarak ¢ogalan hicreler 6 kuyucuklu tabaklara alinarak biyGtiimeye devam edilmiglerdir.
Belirli bir yogunluga ulasan hucreler %10 (hacim/hacim) Dimetil Sulfoksit iceren fetal sigir

serumu ile toplanarak kriyotliplere konulmus ve sivi nitrojende stoklanmigtir.

3.9 ilag Direngli RenCa Hiicrelerinin Gelistirilmesi

Everolimus direncli RenCa (erRenCa) hicrelerini gelistirmek amaci dogrultusunda, deney
dizeneginde RenCa hucreleri %10 (hacim/hacim) fetal sigir serumu, 1001U/ml penisilin,
100ug/ml streptomisin, %1 MEM non essential amino asit iceren RPMI-1640 kiltir ortaminda
37°C derecede %5 CO?’ li nemlendirilmis ortamda blyuttldikten sonra kuyucuk basina 5.000
hicre olacak sekilde 96 kuyucuklu tabaklara ekilmislerdir. 24 saat inkibasyon sturesinden
sonra hticreler 1uM Everolimus ile 72 saat boyunca 37°C derecede %5 CO?'li nemlendirilmis

ortamda inkube edilmiglerdir. 72 saatin sonunda 6len hucreler 1 x PBS yardimi ile ortamdan
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uzaklastiriimis ve kalan hicreler ikinci kez 10uM Everolimus ile 72 saat boyunca muamele
edilmiglerdir. 10uM Everolimus’a diren¢ gostererek yasamayi ve ¢ogalmayi basaran hicreler
96 kuyucuklu tabaklardan alinarak 6 kuyucuklu tabaklara aktarilarak c¢ogaltiimiglardir.
Sonrasinda T-75 doku kdlturd kabina aktarilan htcreler 1uM Everolimus igceren blylime
ortaminda 2 ay slresince kultire edilerek Everolimus direng mekanizmasinin gelismesi
saglanmistir. Hicrelerin Everolimus’a karsi direng gelistirip gelistirmedigi WST-1 hiicre canlilik
testi ile tespit edilmigtir. Deney duzeneginde RenCa hucreleri 1uM Everolimus iceren RPMI-
1640 kiltir ortaminda 72 saat boyunca buyutildikten sonra kuyucuk basina 5.000 hicre
olacak sekilde 96 kuyucuklu tabaklara ekilmigler ve 24, 48 ve 72 saatlerinin sonunda WST-1

hicre canlilik testine (Bolim 3.3) tabii tutulmusglardir.

3.10 erRenCa Hiicreleri ile Balb-c Farelerde Bobrek Kanseri Modeli Olusturulmasi

Deney dizeneginde erRenCa hicreleri %10 (hacim/hacim) fetal sigir serumu, 1001U/ml
penisilin, 100ug/ml streptomisin iceren RPMI-1640 kuiltir ortaminda 37°C derecede %5 CO2li
nemlendirilmis ortamda buyatilmuaslerdir. Hucre kaltirt ortaminda belirtilen sekilde buyutilen
erRenCa hicreleri, hayvan basina 15x10° hiicre olacak sekilde, dort grubun her birinde
bulunan 8 adet 6-10 haftalik erkek balb-c farelerinin sirt bolgesine subkiitan olarak enjekte
edilmiglerdir. erRenCa hicre enjeksiyonunu takip eden doérdiinct ginidn sonunda, balb-c
fareleri Uzerinde yapilan 6ncul deneylerde belirlenmis olan ve toksik olmayan miktarlardaki
Everolimus (Yang vd. 2010) ve ABT-737 (Van Delft vd. 2008) ila¢ uygulamalarina
baslanmistir. Bu baglamda kontrol grubu olan birinci gruptaki balb-c farelerine ilaglarin
hazirlandigi DMSO, PBS igerisinde verilmektedir. ikinci gruptaki farelere miktari 2mg/kg olacak
sekilde PBS igerisinde hazirlanan Everolimus ilaci ve Gglncu gruptaki farelere miktari 75mg/kg
olacak sekilde su icerisinde hazirlanan ABT-737 ilaci veriimektedir. Dérdiinct ve son gruptaki
balb-c farelerine ise Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonu uygulanmaktadir. Bahsi gegen
ilac uygulamasi gun asiri olmak (zere farelerin periton bodlgesine enjekte edilmesiyle
yapilmistir. 11 enjeksiyonun sonunda hayvanlar sakrifiye edilerek deney sonlandiriimistir.
Deney sonunda her bir gruptaki hayvandan timuas, kalp, mide, bagirsak, bobrek, dalak, testis,
akciger, karaciger ve beyin alinarak patolojik incelemeye gonderilmiglerdir. Ayni sekilde timor
olusumu gdézlemlenmis olan hayvanlardan timaor dokulari izole edilmis ve patolojik incelemeye

gonderilmiglerdir.
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4. BULGULAR

4.1 Primer ve metastatik bobrek hiicreli karsinoma (BHK) hiicre hatlarinda Bcl-2 ve
Bcl-xL ifade tespiti
Bcl-2 ve Bcl-xL proteinlerinin baslica gorevi, ¢cok hicreli organizmalarda normal gelisimin ve
dokular arasi dengenin saglanmasinda is géren bir hiicre i¢i sinyal yolagi olan programli hiicre
olimu diger adiyla apoptozu bloklamaktir (Israels vd. 1999, Danial vd. 2007, Chipuk, 2008).
Literatiirde yapilan birgok ¢alismada Bcl-2 ifade diizeyinin kanser hiicrelerinde yiiksek oldugu
g6zlenmis olup (Villunger vd. 2003), bébrek hicreli karsinomada goérilen kemoterapi ilag
direncinin de anti-apoptotik protein Bcl-2 anlatiminin yiksek olmasi ile iligskilendirilmistir
(Maruyama vd. 2006). Proje amacimiz Everolimus direnci gosteren ve Bcl-2 proteinini yliksek
ifade eden BHK hicre hatlarinda Everolimus ve ABT-737 ila¢c kombinasyonunun terapétik
potansiyelini belirlemektir. Bu nedenle proje kapsaminda kullanilacak model hticrelerin ABT-
737'nin hedef aldigi Bcl-2 ve Bcl-xL proteinini normal sartlarda (apoptoz veya stres sartlari
yoklugunda) yuksekce ifade etmesi gerekmektedir. Boylelikle primer A-498 ve Caki-2 ve
metastatik Caki-1 ve ACHN BHK hcre hatlari ile RenCa hilicre hattinda Bcl-2 ve Bcl-xL ifadesi
karakterizasyonunun Western Emdirimi yontemi ile yapilmasi projemizin ilk basamagini

olusturmustur.

r’-— W Bcl-2 (26kDa)

—— — — — — B-Actin (42kDa)

Bel-2/ B-Actin

0.2
. R == S

A498 Caki-2 Caki-1 ACHN RenCa

Sekil 1. Bébrek kanseri hucre hatlarinda Bcl-2 ifadesinin Western Emdirimi yoluyla tespit
edilmesi. Orneklerdeki Bcl-2 ifade seviyesini temsil eden protein bandi B-actin protein

bandina gére normalize edilmigtir.
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Caki-2 ve ACHN hiucrelerinde Bcl-2 ifadesi tespit edilmezken A-498, Caki-1 ve RenCa
hucrelerinin Bcl-2 proteinini degisik miktarlarda ifade ettikleri yaptigimiz Western Emdirimi
deneyleri ile tespit edilmigstir (Sekil 1). Densitometrik analizler sonucu RenCa hcrelerinin A-
498 hicrelerine oranla 7 kat daha fazla Bcl-2 icerdigi tespit edilirken, A-498 hicreleri Caki-1
hucrelerine oranla 2 kat daha fazla Bcl-2 ifadesi gostermektedirler.

Projemizde kullanilacak ABT-737 ilaci ayni zamanda Bcl-xL protein fonksiyonu Uzerinde de
baskilayici bir etki gostermekte oldugu icin BHK hiicre panelimizi olusturan hicrelerde Bcl-xL
ifade analizi Western Emdirimi yontemi ile yapilmistir. Sekil 2'den gortlebilecedi Gzere tim 5
BHK hicre hatti Bcl-xL proteinini degisik oranlarda ifade etmektedirler. B-Actin proteini ile
normalize ettigimiz densitometrik analiz sonucunda Caki-2 hicreleri en yiksek Bcl-xL
ifadesine sahip oldugu ve Caki-1, A-498 ve ACHN hicrelerinde Bcl-xL ifadesinin benzer

oldugu tespit edilirken en az Bcl-xL ifadesinin RenCa hicrelerinde oldugu gézlemlenmistir.

Bel-xL (30kDa)

——— — — — o [}-Actin (42KDa)
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|
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A498 Caki-2 Caki-l1  ACHN RenCa

BekxL/ f-Actin

Sekil 2. Bébrek kanseri hilicre hatlarinda Bcl-xL ifadesinin Western Emdirimi yoluyla tespit
edilmesi. Orneklerdeki Bcl-xL ifade seviyesini temsil eden protein bandi B-actin protein

bandina gére normalize edilmistir.

Western Emdirimi deneylerimizin sonucunda, Everolimus ve ABT-737 kombinasyon
muamelesi uygulanacak ve Bcl-2 ve Bcl-xL proteinini gokga ifade eden hiicre modelleri olarak
primer A-498 ve metastatik Caki-1 insan BHK hucre hatlarinin segilmesine karar verilmis ve

bundan sonraki deneylerimizde bu iki hticre hatti kullaniimistir.
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4.2 A-498 ve Caki-1 BHK’de mTOR aktivasyonu karakterizasyonu

BHK tedavisinde hlicre sagkalim yoladi kontroliinde anahtar gérev géren mTOR serin/treonin
kinazinin baskilanmasi hedef alinarak Temsirolimus, Everolimus ve Deferolimus gibi
rapamisin analoglarinin kullanimi yoluna gidilmigtir (Baunumathy vd. 2010). Ancak bu ilaglarla
yapilan kemoterapétik tedaviler ileri evre yada metastatik BHK’ya sahip hastalarin dmdarlerini
sadece uzatabilmekte hastaligi tedavi ederek Olum oranini azaltamamaktadirlar. Proje
binyesinde kullanilacak mTOR yoladi inhibitér ilaci Everolimus’un segilen hicre hatlar
uzerindeki etkisini tespit etmeden 6nce bu hicrelerdeki mTOR aktivasyonu karakterizasyonu
yapilmasi yoluna gidilmigtir. Bu amac ile mTOR yolaginda rol oynayan proteinlerin ifadeleri A-
498 ve Caki-1 hucre hatlarinda Western Emdirimi teknigiyle tespit edilmiglerdir (Bolum 3.6).
Deney dizenedinde hicre buyikligindeki farktan 6tart A-498 hicreleri yogunlugu 300.000
olacak sekilde Caki-1 htcreleri ise yogunlugu 350.000 olacak sekilde 6 kuyucuklu tabaklara

ekilmislerdir. 24 saat inkiibasyon suresini takiben hlicreler 20 saat boyunca serumdan yoksun

kultur ortaminda bekletildikten sonra serum iceren kultlir ortaminda 1 saat inktbe edilmiglerdir.

Boylelikle mTOR vyolaginin aktivasyonu saglanmistir (Raught vd. 2000). mTOR yolaginda
bulunan mTORC1 kompleksinin karakterizasyonu icin hiicrelerden izole edilen proteinler AKT-
T308P, mTOR-S2448P, 4E-BP1, ve 4E-BP1-S65P, 4E-BP1-T36/45-P, 4E-BP1-T70-P,
p70S6K1, p70S6K1-T389-P, S6, S6-S235/236-P ve S6-S240/244-P’a 6zel antikorlari ile analiz
edilmislerdir. mMTORC2 kompleksinin karakterizasyonu igin ise 6rnekler mTOR-S2481-P,
Rictor, Rictor-T1135-P, AKT-S473-P’a 0Ozel antikorlariyla analiz edilmiglerdir. Western
Emdirimi deneylerinde -actin protein miktar tayini yikleme kontroll olarak kullaniimigtir.

AKT kinazi PI3BK/AKT/mTOR yolaginda bulunur ve mTOR’un regtilasyonunda rol oynar. Hlcre
biyime faktorleri tarafindan indiklenen ve hiicre bulylmesi, ¢ogalmasi, migrasyonu,
yasamasl ve anjiyogenez gibi hlcre igin dnem arz eden olaylarin merkezinde yer alan
PI3BK/AKT/mTOR yolaginin (Gnarra vd. 1994, Sato vd. 2008), biylime faktérleri tarafindan
indUklenmesi sonucunda treonin 308'de fosfatlanan AKT, aktive olarak Rheb proteini
aracihgiyla mTORC1 kompleksinde yer alan mTOR kinazini aktif hale getirir. Buna bagli
olarak AKT kinazinin treonin 308’de fosfatlanmis tlirevinin ifadesinde goérilen artis, mTORCA1
yolaginin aktif olabilecegine isaret eder. A-498 ve Caki-1 BHK hicre hatlarinda mTOR yolagi
dizleminde AKT’nin aktive olup olmadigina AKT’ nin treonin 308’de fosfatlanmis tlrevinin

ifadesinin Western Emdirimi yontemiyle 6lgilmesiyle bakilmigtir (Sekil 3).
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Sekil 3. A-498 ve Caki-1 hiicrelerinde AKT aktivasyonunun Western Emdirimi yontemi ile tespit
edilmesi. Orneklerdeki AKT ve AKT-T308-P ifade seviyesini temsil eden protein bandi B-actin

protein bandina gére normalize edilmigtir.

Sekli 3'de goéruldugu Uzere Caki-1 hicreleri AKT proteinini A-498 hiicrelerine kiyasla 3 kat
daha fazla ifade etmiglerdir. AKT’nin T308de fosfatlanmis tlirevi ise A-498 hicrelerinde ¢ok
dusuk duzeyde ifade edilirken Caki-1 hicrelerinde deney dizenedimize bagh olarak AKT-
T308-P formuna rastlanmamistir. A-498 hucrelerinde ifade edilen AKT proteininin %25’i
T308'de fosfatlanmistir. Bu sonugclarin 1siginda uyguladigimiz serum indiksiyonunun A-498
hicrelerinde AKT Uzerinden mTOR yoladini dusikte olsa aktive ederken Caki-1 hicreleri igin
1 saatlik serum induksiyonunun mTOR yolagdi aktivasyonu igin yeterli olmadigi ya da bu

hicrelerde mTOR yolaginin farkl bir sekilde aktive edilebilecegdi kanisina variimigtir.
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Sekil 4. A-498 ve Caki-1 hicrelerinde Rheb protein ifadesinin Western Emdirimi yontemi ile
tespit edilmesi. Orneklerdeki Rheb ifade seviyesini temsil eden protein bandi B-actin protein

bandina gére normalize edilmistir.

mMTOR yolaginin sinyal iletimi sirasi izlendiginde T308’de fosfatlanan AKT’nin, aktive olarak
Rheb proteini araciliyiyla mTORC1 kompleksinde yer alan mTOR kinazini aktif hale getirdigi
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gbzlemlenir. Bu nedenle takipgi yapilan deneylerde A-498 ve Caki-1 hiicrelerinde Rheb protein
ifadesi tayini yapiimistir (Sekil 4). A-498 hucrelerinin Rheb proteinini Caki-1 hlcrelerine oranla
8 kat daha fazla ifade ettigi Sekil 4’te gosterilmigtir. A-498 hucrelerinde Rheb ifadesinde
gorilen artisin, yine ayni hiicrelerde AKT ifadesinde gorilen artigla paralel gitmesi (Sekil 4),

A-498 hicrelerinde mTORC1 kompleksinin aktif olabilecegine isaret etmektedir.
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Sekil 5. A-498 ve Caki-1 hicrelerinde mTOR’un S2448’de fosfatlanmis tirevinin ifadesinin
Western Emdirimi yontemi ile tespit edilmesi. Orneklerdeki mTOR-S2448-P ifade seviyesini

temsil eden protein bandi B-actin protein bandina gére normalize edilmistir.

Rheb proteininin yardimiyla mTORC1 kompleksi blinyesinde serin 2448’de otofosforilasyonu
gerceklesen mTOR kinazinin A-498 ve Caki-1 hiicrelerindeki ifadeleri Sekil 5’de gosterilmistir.
Deney sonucumuzda mTOR’un S2448'de fosfatlanmis tirevi Caki-1 hicrelerinde daha fazla
ifade edildigi tespit edilmistir. Bu sonug¢ deney dizenegimizde uyguladigimiz 1 saatlik serum
indUksiyonunun Caki-1 hicrelerinde mTOR aktivasyonuna neden oldugunu dogrulamakla
beraber Caki-1 hicrelerinde gergeklesen mTOR-S2448 aktivasyonunun AKT ve Rheb Ust bas
(upstream) molekillerinden bagimsiz olarak gelistigi disinilmektedir.

Aktif hale gelen mTOR kinazi, hedef proteini olan &karyotik translasyon inisator faktor 4E
(elF4E)'ye baglanan protein-1 (4E-BP1)'i 4 amino asit bolgesinde (T36, T45, T70, S65)
fosfatlar. 4E-BP1 proteininin T36, T45, T70, S65 bodlgelerinde fosfatianmasi bu proteinin elF4E
Uzerindeki inhibitor etkisini ortadan kaldirir. Boylelikle elF4E protein sentezini baslatir. Sekil
6'da 4E-BP1 ve onun S65, T37/45 ve T70'de fosfatlanmis turevlerinin A-498 ve Caki-1 BHK
hucrelerindeki ifadeleri Western Emdirimi yontemi ile gosterilmistir. 4E-BP1 proteininin Caki-1
hucrelerinde A-498 hiicrelerine kiyasla daha fazla ifade edildigi; ancak 4E-BP1 proteininin S65
ve T37/45'de fosfatlamis turevlerinin A-498 hicrelerinde Caki-1 hicrelerine oranla daha fazla

ifade edildigi g6zlemlenmistir.
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Sekil 6. A-498 ve Caki-1 hicrelerinde 4E-BP1 ve fosfatlanmig tlrevlerinin protein ifadelerinin
Western Emdirimi yontemi ile tespit edilmesi. Orneklerdeki 4E-BP1, 4E-BP1-S65-P, 4E-BP1-
T37/45-P VE 4E-BP1-T70-P ifade seviyesini temsil eden protein bandi 3-actin protein bandina

gore normalize edilmistir.

4E-BP1 proteini gibi p70S6K proteini de mTORC1 kompleksinin hedef proteinidir. mTORC1
kompleksinin protein sentezini uyarici bir diger etkisi de p70 ribosomal S6 kinase 1 (S6K1)’ i
T389'da fosfatlayarak aktive etmesine dayanir (Ma vd. 2009). Sekil 7’de A-498 ve Caki-1
hlcrelerindeki p70S6K ve onun T389da fosfatlanmis tirevinin ifadesi Western Emdirimi
sonucu ile incelenmis ve p70S6K ve onun T389’da fosfatlanmig tirevi Caki-1 hiicrelerinde A-

498 hucrelerine oranla daha c¢ok ifade edildigi tespit edilmigtir.
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Sekil 7. A-498 ve Caki-1 hicrelerinde p70S6K ve fosfatlanmis tirevlerinin protein ifadelerinin
Western Emdirimi ydntemi ile tespit edilmesi. Orneklerdeki p70S6K ve p70S6K-T389-P ifade
seviyesini temsil eden protein bandi B-actin protein bandina gére normalize edilmistir.
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Sekil 8. A-498 ve Caki-1 hicrelerinde S6 ve fosfatlanmis tlrevlerinin protein ifadelerinin
Western Emdirimi yontemi ile tespit edilmesi. Orneklerdeki S6, S6-S235/236-P ve S6-
S240/244-P ifade seviyesini temsil eden protein bandi -actin protein bandina gére normalize

edilmigtir.

p70S6K kinazinin hedef proteini olan ribozomal S6 (S6) proteinin bu kinaz tarafindan 235/236
ve S240/244 bolgesinde fosfatlanmasi protein translasyonunun baslamasini saglar. Sekil 8’'de
S6 ve onun fosfatlanmis tlrevleri olan S235/236 ve S240/244 formlarinin A-498 ve Caki-1
hicrelerindeki ifadeleri gosterilmistir. A-498 hicrelerinin S6 proteinini Caki-1 hlicrelerine gére
daha az ifade ettigi, ancak S6 proteininin S235/236’da fosfatlanmis tirevinin iki hiicre hattinda
da ayni oranda ifade edildigi gdzlemlenmigtir. S6 proteininin S240/244’de fosfatlanmis formu
ise Caki-1 hicrelerinde A-498 hicrelerine oranla 2 kat daha fazla ifade edilmistir.

Everolimus direnci gosteren hicrelerde mTORC2 yolaginin aktive oldugu literatirde yapilan
diger deneyler ile gdsterilmigtir (Santoni vd. 2014). Projemizin bundan sonraki kisminda
yaptigimiz deneyler ile A-498 ve Caki-1 hicrelerinde serum indiksiyonunun mTORC2
yolaginin aktivasyonuna neden olup olmadiginin saptanmasi hedeflenmigsti. mTORC1
kompleksi regllasyonunda birtakim geribildirim yolaklari rol oynamaktadir. Bu yolaklardan bir
tanesi mMTORC1 kompleksinin mTORC2 yolagini dolayl olarak inaktive etmesidir. mTORC1
kompleksi icerisinde bulunan mTOR kinazi mTORC2 kompleksi inhibitéri Rictor proteinini
treonin 1135'de fosfatlayarak aktive eder. T1135'de fosfatlanarak aktive olan Rictor, mnTORC2
kompleksinde bulunan mTOR kinazi ile interaksiyona girerek mTORC2 kompleksinin inaktive
olmasina neden olur. Bu baglamda Rictor-T1135-P proteini inaktive olmus mTORC2
kompleksine isaret eder.

Sekil 9'da A-498 ve Caki-1 hicrelerinde Rictor ve Rictor'un T1135'de fosfatlanmis formunun
ifadeleri gosterilmistir. Rictor proteinin Caki-1 hicrelerinde A-498 hiicrelerine kiyasla daha

fazla ifade edilirken, Rictor'un T1135'de fosfatlanmis tirevinde her iki hiicre hattinda paralel
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olarak artis gézlemlenmistir. Her iki hiicre hattinda da mTORC1 ve alt bas (downstream)
molekullerinin de aktive oldugu g6z 6nline alindidinda Sekil 9'da gosterilen bulgularimiz

kendini dogrular niteliktedir.
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Sekil 9. A-498 ve Caki-1 hicrelerinde Rictor ve fosfatlanmig tlrevinin protein ifadelerinin
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Western Emdirimi ydntemi ile tespit edilmesi. Orneklerdeki Rictor ve Rictor-T1135-P seviyesini

temsil eden protein bandi B-actin protein bandina gére normalize edilmigtir.

mTORC2 yolaginin aktivasyon statlisu belirteci olarak kullanilan bir diger yontem ise mTORC2
tarafindan serin 473’de fosfatlanarak aktive edilen AKT kinazi seviyesinin tespit edilmesidir.
MTORCZL’in mTORC2 kompleksini inaktive etmesi AKT-S473-P seviyesinde bir digtse neden
olacaktir. Bu nedenle A-498 ve Caki-1 hicrelerinde AKT ve AKT-S473-P seviye tespiti
Western Emdirimi yontemi ile yapilmigtir (Sekil 10).
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Sekil 10. A-498 ve Caki-1 hlcrelerinde AKT aktivasyonunun Western Emdirimi yontemi ile
tespit edilmesi. Orneklerdeki AKT ve AKT-S473-P ifade seviyesini temsil eden protein bandi

B-actin protein bandina goére normalize edilmistir.

AKT’ nin S473’de fosfatlanan formu her iki hiicre hattinda da tespit edilebilecek miktardadir.

A-498 hicrelerinde Caki-1 hicrelerine goére daha az ihtiva edilen AKT proteininin blyuk
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cogunlugunun (2,5 kat) S473'de fosfatlandigi da Sekil 10’da gdsterilmistir. Ancak Caki-1
hicrelerinde bulunan AKT proteininin %80’ i S473’de fosfatlanmistir. Sonuglarimizi agiklamak
icin yaptigimiz literattr taramasinda mTORC2’nin mTORC1 kompleksinin inaktivasyonundan
bagimsiz olarak da aktive edildigi ve hicrelerin bu nedenle Everolimus direnci gelistirebildigi
belirtilmistir (Oh ve Jacinto 2011). mTORC2 yolaginda yer alan ve bu kompleks biinyesinde
serin 2481’de otofosforile olan mTOR kinazi aktif mMTORC2 yolaginin belirteglerinden biridir.
Bu nedenle A-498 ve Caki-1 hucrelerinde mTORC2 yolaginin mTORC1 yolagindan bagimsiz
olarak aktive olup olmadiginin anlasilmasi icin yaptigimiz deneylerde mTORC2
aktivasyonunun indikatori olan mTOR-S2481-P tirevinin ifadesinin Western Emdirimi tespiti
yoluna gidilmistir. mTOR’un fosfatlanmis tirevinin ifadeleri Western Emdirimi yéntemi ile tespit
edilmistir (Sekil 11). Deney sonucuna gére mTORC2 kompleksinde bulunan mTOR kinazinin
S2481'de otofosforilasyonu her iki hiicre hattinda da tespit edilmistir. mMTOR-S2481
otofosforilasyonunun Caki-1 hiicrelerinde A-498 hiicreleriyle karsilastirildiinda 2,5 kat daha
fazla ifade edildigi goéralmustar.

Western Emdirimi deneylerimizin sonucunda A-498 ve Caki-1 hucrelerinde serum
indUksiyonunun AKT-T308-P’nin aktive olmasina ve dolayisi ile mTORC1 yolaginin (mTOR-
S2448-P) aktive edilmesine sebebiyet verdigi gézlemlenmistir. mTORC1 yolagi aktivasyonu
A-498 ve Caki-1 hlcrelerinde alt bas sinyal molekillerinin sirasi ile aktive olmasi (Sekil 6-8)
ve geri bildirim yolagi ile Rictor'un fosfatlanarak (Sekil 9) aktive olmasi ile sonuglanmistir.
Ancak A-498 ve Caki-1 hicrelerinde Rictorun mTORC1 tarafindan aktive edilmesinin

mTORC2 yolaginin inhibe edilmesi igin yeterli olmadigi géralmuastar (Sekil 10 ve 11).
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Sekil 11. A-498 ve Caki-1 hicrelerinde mTOR’un S2481’de tlrevlerinin protein ifadelerinin
Western Emdirimi yontemi ile tespit edilmesi. Orneklerdeki mTOR-S2481-P ifade seviyesini

temsil eden protein bandi B-actin protein bandina gére normalize edilmistir.

4.3 Everolimus ve ABT-737 kemoterapotik ilaglarinin A-498 hiicre canlihgi
uzerindeki etkileri
Everolimus direnci gosteren ve Bcl-2 proteinini yuksek ifade eden BHK hucre hatlarinda

Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun terapétik potansiyelini belirleyebilmek icin BHK
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hiicre modellerimizden biri olan A-498 hicrelerinde Everolimus ve ABT-737 ilaglarinin hicre
sag kalimi Gzerindeki en disuk efektif dozlarini belirleme galismalart WST-1 hiicre canlilik testi
ile yapiimistir. Deney dizenedi “Gereg¢ ve Yontemler’ kisminda Bélim 3.3'de WST-1 hiicre
canlihgi testi basliklari altinda detayh olarak anlatiimistir.

WST-1 hicre canlilik testi sonunda elde edilen absorbans degerleri, deneylere paralel yapilan
ve 1.000, 2.000, 3.000, 4.000 ve 5.000 hicre ekilmis standart tabaklardan elde edilen
absorbans degerleri ile gizilen standart egri yardimi ile hiicre sayisina gevrilmistir. Boylelikle
ilac muamelesi sonucunda gorilen absorbansdaki diislisin sitostatik ya da sitotoksik etkiden

olup olmadigi analiz edilmek istenmigtir.
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Sekil 12. A-489 BHK'da farkli dozlardaki Everolimus’un hucre canliligina etkisinin WST-1

hicre canlilik testi ile belirlenmesi. Deney 4 kez tekrarlanmistir.

1, 5 ve 10uM Everolimus ile 24, 48 ve 72 saat muamelesinin A-498 hicre canlihdi Gzerine
etkisi Sekil 12'de gosterilmigtir. Kuyucuk basina yogunlugu 2.000 olarak ekilen A-498 hucreleri
72 saat sonucunda sayilarini 2.400’ e yikseltmislerken bu hicrelerin 1uM Everolimus ile
muamelesi sonunda 24 ve 48 saatlik dilimler i¢cin canhhidini yitirmedigi ve bu hucrelerin 72
saatin sonunda ise muamele gérmemis hicreler (kontrol hicreler) kadar ¢ogaldiklari tespit
edilmistir. Hucreler uygulanan 5 ve 10uM Everolimus’a kargi 24 saatten baslayarak 72 saat
boyunca direng gbstermis ve canli hiicre sayisinda herhangi bir dusus kayit edilmemistir. A-
498 BHK hicrelerinde uygulanan WST-1 htcre canliigi testi, 1, 5 ve 10uM dozlarindaki
Everolimus’a karsi hucrelerin 24, 48 ve 72 saat boyunca direng gosterdigini ortaya koymustur.
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Sekil 13. A-489 BHK’da farkli dozlardaki ABT-737’nin hucre canliligina etkisinin WST-1 hucre

canlilik testi ile belirlenmesi.

A-498 hicreleri 1, 5 ve 10uM konsantrasyonlarindaki Bcl-2 inhibitérii ABT-737 ile 24, 48 ve 72
saat muamele edilmiglerdir (Sekil 13). 1uM ABT-737, A-498 hucrelerinin canliliinda 24 ve 48
sonunda istatiksel olarak anlamli bir disuse yol agmazken, 72 saatin sonunda kuyucuk basina
2.000 olarak ekilen hicrelerin sayisi 1.200’ e kadar gerilemistir. 5uM ABT-737 dozu ise 24
saatin sonunda hucre canhhiginda %60 disuse yol agarken, bu oran 48 saat muamele
sonrasinda hicre canhliginda %80, 72 saat muamele sonundaysa %90 disise neden
olmustur. Deney diizeneginde kullanilan en ytksek ABT-737 dozu (10uM) 24 saat inklibasyon
sonunda hiicre canlihdinda %80 disUse yol agarken, 48 saat sonunda hicre canhliginda %90
dusus gbzlemlenmistir. 10uM ABT-737, 72 saat muamele sonrasinda hicre canliigini %98
oraninda dusUrmustir. A-498 BHK hicrelerinde uygulanan WST-1 hlicre canhhdi testi
sonunda 10uM ABT-737 konsantrasyonunun hicreler Gzerinde sitotoksik etkiye sebep
olduguna karar verilmistir.

Bir ¢ok kanserin tedavisinde anti-apoptotik Bcl-2 protein ailesini inhibe edecek ilag gelistiriimesi
ve kanser hucrelerinin kemoterapi ve radyoterapiye olan direncini azaltmaya ydnelik
c¢alismalar yapilmasina ragmen Bcl-2 inhibitérlerinin BHK tedavisinde henlz denenmemis
olmasi (Santoni vd. 2014) proje hipotezimi olusturmustur. Bu hipotez dogrultusunda
Everolimus direnci gosteren ve Bcl-2 proteinini gokga ifade eden ve hiicre modellerimizden biri
olan A-498 BHK hicre hattinda Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun hcre
canhihgina etkisi WST-1 hicre canlihid testi ile belirlenmistir (bknz. 3.3). Sekil 12 ve 13’deki
sonuglarimiz dogrultusunda 1uM Everolimus ve 5uM ABT-737 dozlarinin A-498 hucrelerinde

kombinasyon i¢in kullanilmasina karar verilmigstir.

24



2,5 1

2 .
151 N 24s
W 48s
1 .
2s
N ' L
0 .

Ev-1pM ABT-5pM Ev+ABT

Hiicre Sayis1 x1000

Sekil 14. A-498 BHK’da Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun hicre canliligina

etkisinin WST-1 hicre canlilik testi ile tespit edilmesi.

Sekil 14'de 1uM Everolimus, 5uM ABT-737 ve iki ilacin kombinasyonuyla 24, 48 ve 72 saat
dilimlerinde muamele edilmis A-498 hucrelerinin bu muameleye verdigi yanit gosterilmigtir.
1uM Everolimus ile muamele edilen A-498 hiicreleri 24, 48 ve 72 saatin sonunda OuM ile ifade
edilen ve hicbir ilag muamelesi gérmeyen kontrol hicrelerine oranla herhangi bir degisiklik
géstermemislerdir. ilag kombinasyonunda kullaniimak tizere 5uM olarak hiicrelere tatbik edilen
ABT-737, 24 saat inklibasyon sonunda hicre canliliginda %50 disise neden olurken, bu
disus 48 saat suren muamele sonunda %60’a yukselmistir. Hlicre canhliginda tespit edilen
%80’ lik disus ise hicrelerin 5uM ABT-737 ile 72 saat muamele edilmesi sonucunda
g6zlemlenmistir. Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun hucrelere uygulanmasi 24
saat sonunda hucre canliliginda %50 disuse neden olmustur. Hicre canlihginda gérilen bu
disls 48 ve 72 saatin sonunda daha da artis géstermistir. Oyle ki Everolimus ve ABT-737 ilag
kombinasyonuyla 48 saat muamele canli hicre sayisinda %80 oraninda dusise neden

olurken 72 saatin sonunda canli hiicre sayisinda %95 azalma tespit edilmigtir.

4.4 Everolimus ve ABT-737 kemoterapétik ilaglarinin Caki-1 hiicre canlihgi
tizerindeki etkileri

Everolimus ve ABT-737 ilaglarinin hiicre sag kalimi Gzerindeki en duslik efektif dozlarini

bulmak i¢in BHK hiicre modellerimizden biri olan Caki-1 hlcrelerinde doz belirleme ¢aligmalari

diger bir hiicre modelimiz olan A-498 BHK hucre hattinda oldugu gibi WST-1 hicre canlilik

testi ile yapilmigtir (bknz. 3.3).
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Sekil 15. Caki-1 BHK'da farkli dozlardaki Everolimus’un hicre canlihgina etkisinin WST-1
hucre canlilik testi ile belirlenmesi.

Caki-1 hucreleri 1, 5 ve 10uM Everolimus ile 24, 48 ve 72 saat muamele edilmis ve
Everolimus’'un hiicre canlihdi Gzerindeki etkisi Sekil 15’de gosterilmistir. Kuyucuk basina
10.000 ekilen ve 1uM Everolimus ile muamele edilen hlcreler 24 saatten baglayarak 72 saatin
sonuna kadar ¢ogalarak sayilarini 17.000’e c¢ikarttiklari ve ilag muamelesi gérmemis kontrol
hucrelerinde oldugu gibi cogalmaya devam ettikleri tespit edilmistir. 5 ve 10uM Everolimus,
tipki 1uM Everolimus’da gézlemlendigi gibi 24, 48 ve 72 saat dilimlerinde hicre canliiginda
herhangi bir dislse yol agmazken hicrelerin gogalarak sayilarini artirdiklari tespit edilmistir.
1, 5 ve 10uM dozlarindaki Everolimus’un uygulanan Caki-1 hicre canhliginda disuse yol

acmadigi ve bu hicrelerin Everolimus’a karsi direngli oldugu yapilan WST-1 hicre canlihigi
testi ile gosterilmistir.
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Sekil 16. Caki-1 BHK’da farkli dozlardaki ABT-737’nin hucre canlihdina etkisinin WST-1 hucre
canlilik testi ile belirlenmesi.
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Caki-1 hicrelerinin Bcl-2 inhibitori ABT-737’ ye cevabinin test edilmesi i¢in hucreler 1, 5 ve
10uM ABT-737 ile 24, 48 ve 72 saat muamele edilmislerdir. 1uM ABT-737 ile 24 ve 72 saat
muamele edilen hicreler ¢ogalarak sayilarini artirmiglardir. 48 saat sonunda ise hicre
canhliginda go6zlemlenen disUsin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu Sekil 16'da
gorilmektedir. 5uM ABT-737, 24 ve 48 saat inkUbasyon slrelerinin sonunda Caki-1 hicre
canhligint %15 oraninda artirmig, 72 saat sonunda ise hicre canliiginda %10 duslse yol
acmistir. 5uM ABT-737 konsantrasyonuna paralel olarak 10yM ABT-737 dozu da 24 ve 48
saatin sonunda hiicre canhliinda artisa yol acarken, 72 saat inkibasyon sonunda hicre
canlihginda %20 civarinda dusus kayit edilmistir. Burada sergilenen WST-1 hicre canlilik testi
sonucuna goére 1, 5 ve 10uM ABT-737 hucre canliiginda sitostatik ve sitotoksik bir etkiye yol
acmamistir ve hicreler ABT-737’ye karsi direng gostermislerdir.

Yukarida anlatilan deneyler icin 4 yil dnce Tubitak projemizden alinan yuksek pasaijli hicreler
kullaniimis olup sonuglarin verifikasyonu icin ATCC’den yeniden Caki-1 hiicreleri ismarlanmis
ve deneyler ayni dizenek korunarak tekrarlanmigtir. Literatirde yapilan ¢alismalara paralel
olarak yeni ismarlanan Caki-1 hicrelerinde Everolimus muamelesi sonucunda canli hlicre
sayisinda herhangi bir dists saptanmamistir. Ancak yeni ismarlanan hicreler ABT-737 ile
muamele edildiklerinde 10uM konsantrasyonunda hicre canhliinda bir diststn gerceklestigi

tespit edilmistir.
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Sekil 17. Erken pasajli Caki-1 BHK’da farkli dozlardaki Everolimus’un hucre canliligina

etkisinin WST-1 hucre canlilik testi ile belirlenmesi.
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Sekil 17°den gorulebilecegi gibi 1, 5 ve 10uM Everolimus, 24 saat inkibasyon sonunda hlcre
canhliginda dusitse yol agmamistir. Ayni dozlar i¢in 48 ve 72 saat sonunda Everolimus’un

Caki-1 hicreleri Gzerinde sitotoksik etkiye sahip olmadigi tespit edilmistir.
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Sekil 18. Erken pasaj Caki-1 BHK’da farkl dozlardaki ABT-737’nin hiicre canlilifina etkisinin
WST-1 hiicre canlilik testi ile belirlenmesi.

Sekil 18'de gorulecedi Uzere 24, 48 ve 72 saat dilimlerinde 1uM ABT-737, ilag muamelesi
gérmemis kontrol (OuM) hicreleri ile benzer hiicre sayisinda kalmistir. Hucrelerin 24 ve 48
saat boyunca 5uM ABT-737 ile muamelesi canliliklarina etki etmezken, 72 saat inklibasyon
sonunda 5uM ABT-737 hicre canlihdinda %10 dusise yol agmistir. Deney dizeneginde
uygulanan en yiksek ABT-737 dozu (10uM) 24 ve 48 saat inkibasyon sonunda hicre
canhliginda istatistiksel olarak anlamli bir disise sebebiyet vermemigtir; ancak 72 saat
sonunda 10uM ABT-737 muamelesi hiicre canliiginda %40 oraninda dusise neden olmustur.
Deney sonuglarimiz isiginda 1uM Everolimus ve 10uM ABT-737 dozlarinin Caki-1

hicrelerinde kombinasyon i¢in kullaniimasina karar verilmistir
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Sekil 19. Caki-1 BHK’da Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun hicre canliligina

etkisinin WST-1 hicre canlilik testi ile tespit edilmesi.

Sekil 19°da 1uM Everolimus, 10uyM ABT-737 ve iki ilacin kombinasyonuyla 24, 48 ve 72 saat
dilimlerinde muamele edilmig Caki-1 hucrelerinin bu muameleye verdigi yanit gosterilmistir.
1uM Everolimus ilag muamelesinin 24, 48 ve 72 saatin sonunda Caki-1 hlcre canliliginda
higcbir ilag muamelesi gérmeyen kontrol hicrelerine (OuM) kiyasla istatistiksel olarak bir
degisiklige yol agmadigi gorulmustur. 10uM ABT-737, 72 saat inkiibasyon sonunda hucre
canliiginda %50 dusise neden olmustur. Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonu 48
saatin sonunda htcre canliiginda %35 oraninda disuse yol agmistir. Hicre canliliginda
gorilen bu dusus 72 saatin sonunda daha da artis gostererek canli hicre sayisinin %80

oraninda azalmasina sebebiyet vermistir.

4.5 Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun A-498 BHK hiicre dongiisi
tizerine etkisinin belirlenmesi

WST-1 hicre canhlik testi ile A-498 hucrelerinde Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonu

sonucunda tespit ettigimiz canhliktaki dusisin hicre dongusu Uzerindeki etkisi Akig

Sitometrisi (B6lim 3.4) ve Western Emdirimi (Bolim 3.6) deneyleri yapilarak belirlenmigtir.
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Sekil 20. A-498 hicrelerinde Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun hicre siklisU
tizerine etkisinin Akis Sitometresi yontemi ile tespit edilmesi. Orneklerdeki DNA propidiyum

iyodit boyamasi ile etiketlenmis ve Aphidicolin (Aphi) ile muamele gérmus hucreler GO/G1
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fazlarini gésteren referans olarak kullaniimigtir.

Akis sitometrisi sonuglarimiz degerlendirildiginde ilag muamelesiz kontrol hiicrelerimizin (OuM)
24 saat serum indiksiyonunu takiben sadece %16’ sinn S fazina girdigi ve hicrelerin %7’ sinin
G2/M fazinda oldugu tespit edilmistir (Sekil 20). Bu durumda 24 saat serum igeren blylime
ortaminda bulunan hucrelerin %77’ lik gogunlugu halen GO/G1 fazinda bulunmaktadir. 24
saatlik Aphidicolin muamelesi GO/G1 fazinda bulunan hucreleri %89’a ¢ikarirken S ve G2/M

fazinda bulunan hicrelerin ylzdesi sadece 6 olarak tespit edilmistir. Everolimus tatbiki
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sonucunda G0/G1 fazinda bulunan hiicreler %86 olarak tespit edilmisken hicrelerin %7’ si S
ve G2/M fazina ge¢mislerdir. ABT-737 muamelesi sonucunda %83 G0/G1, %7 S ve %10 G2/M
fazinda hicre tespit edilmistir. Kombine ila¢g muamelesi GO/G1 fazindaki hicreleri %92’ ye
¢lkartirken, S fazinda bulunan hicreleri %3’ e diustrmustir, G2/M fazinda bulunan hicreler
populasyonun %5’ini olusturmaktadir. Sonuglarimiz bir bdtin olarak ele alindiginda
Everolimus veya ABT-737 muamelesinin S ve G2/M fazinda bulunan hucre ylUzdesinde
kontrole oranla istatiksel olarak anlamli bir disise neden olmadigi tespit edilirken kombine
tedavinin S ve G2/M fazinda bulunan hiicre ylzdesini anlamli bir sekilde dusurdugu
g6zlemlenmisgtir.

Akis sitometresinden elde edilen sonuglarin tasdik edilmesi icin, G1 fazi siklin D1/D3 ve de
siklin p27/Kip1 kinaz inhibitér protein ifade anlatimi Western Emdirimi ile tespit edilmistir. Bu
amacla A-498 hucreleri yukarida belirtilen deney kosullarinda 6 kuyucuklu tabaklara ekilmis
ve ajanlarla muamele gordikleri 24 saatin sonunda hucrelerden protein izolasyonu
gercgeklestirilmigtir. Konsantrasyonlari 30ug olacak sekilde hazirlanan proteinler %12’lik SDS-
poliakrilamid jeline ylklenerek elektroforez yoluyla ayristiriimistir. Ayristirilan proteinler
Western Emdirimi teknigiyle nitroseliloz membrana aktarilmis ve érnekler Siklin D1, Siklin D3
ve p27/Kip1 antikorlari ile analiz edilmiglerdir. Western Emdirimi deneylerinde (-actin protein

miktar tayini yikleme kontroll olarak kullaniimigtir.
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Sekil 21. Everolimus ve ABT-737 ila¢c kombinasyonu uygulanan A-498 BHK hucrelerinde Siklin

D1 ifadesinin Western Emdirimi yoluyla tespit edilmesi. Orneklerdeki Siklin D1 ifade seviyesini

temsil eden protein bandi B-actin protein bandina gére normalize edilmigtir.
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Sekil 21°den gorulecegdi Uzere Everolimus muamelesi kontrol hucrelerine kiyasla (OpyM) Siklin
D1 ifadesi Uzerinde herhangi bir degigiklige neden olmazken hucrelerin Aphidicolin ile
muamele edilmesi Siklin D1 ifadesinde %20 oraninda disise neden olmustur. Bu sonuglar
WST-1 deneylerimizi dogrular nitelikte olup A-498 hlcrelerinin Everolimus’a kargi direng
goOsterdigini ve c¢ogalmaya devam ettiklerini gdstermistir. ABT-737 ve kombine ilag
muamelesinin A-498 hicrelerinde Siklin D1 ifadesinde digtsine neden olmasi (ABT-737 igin
%45, kombine ilag muamelesi i¢in %95) 24 saatin sonunda bu hlcrelerin apoptoza girerek

protein yikimina basladiklarina isaret etmektedir.
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Sekil 22. Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonu uygulanan A-498 BHK hucrelerinde Siklin
D3 ifadesinin Western Emdirimi yoluyla tespit edilmesi. Orneklerdeki Siklin D3 ifade seviyesini

temsil eden protein bandi B-actin protein bandina gére normalize edilmistir.

G1 fazinda gorev alan diger bir Siklin D3’ Un A-498 hucrelerinin Everolimus ile muamele
gormesini takiben %18 azaldigi Aphidicolin tatbikinin ise Siklin D3 ifadesinde %52 dususe
neden oldugu tespit edilmistir (Sekil 22). Beklenir sekilde ABT-737 ve kombine ilag ile 24 saat
muamele A-498 hucrelerinin apoptotik stirece girmelerinden dolayi Siklin D3 ifadesinde sirasi
ile %46 ve %84 dususe sebebiyet vermistir.
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Sekil 23. Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonu uygulanan A-498 BHK hiicrelerinde
p27/Kipl ifadesinin Western Emdirimi yoluyla tespit edilmesi. Orneklerdeki p27/Kip1 ifade

seviyesini temsil eden protein bandi 3-actin protein bandina gére normalize edilmistir.

Sekil 23'te gdsterilen siklin kinaz inhibitér p27/Kip1 protein seviyesi Aphidicolin tatbiki
sonrasinda %61 artis géstermistir. Everolimus direncli A-498 hiicrelerinin bu ilag ile muamele
gbrmeleri beklenildigi gibi p27/Kip1 protein seviyesinde sadece %29’luk bir artisa sebebiyet
vermemigtir. ABT-737 ve kombine ilag tedavisi géren A-498 hicrelerinde apoptotik yikimdan

mutevellit p27/Kip1 protein seviyesi dusus gostermistir.

4.6 Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonun A-498 ve Caki-1 hiicre dongusii
tizerindeki etkisinin detayl olarak incelenmesi

Yukarida gosterilen sonuglara ek olarak (bknz. 4.5) Everolimus ve ABT-737 ilag
kombinasyonunun A-498 hiicre donglstine olan etkisi bu kisimda daha kapsamli olarak
arastinimistir. A-498 hucrelerine ek olarak Bcl-2 proteinini gokga ifade eden ve Everolimus
direnci gosteren Caki-1 hucrelerinde de Everolimus ve ABT-737 ila¢g kombinasyonunun hucre
dongusune etkisi detayl olarak arastiriimigtir.

Deney duzeneginde A-498 hicreleri 1uM Everolimus ve/veya 5uM ABT-737 ilaclari ile 24 saat
boyunca muamele edilirken Caki-1 hlcreleri 24 saat boyunca 1uM Everolimus ve/veya 10uM

ABT-737 ilaglarina tabi tutulmuglardir. Kontrol olarak ise hicreler 48 saat boyunca 5uM
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Aphidicolin ile muamele edilmiglerdir. ilag kombinasyonunun hiicre déngiisiine etkisi bu
dongude rol alan protein ifadelerine Western Emdirimi (bknz 3.6) yontemiyle bakiimasiyla
analiz edilmigtir. Western Emdirimi deneylerinde 3-Aktin proteini miktar tayini yikleme kontroli

olarak kullanilmigtir.
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Sekil 24. A-498 hiucrelerinde Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun hucre
doéngusunde rol oynayan proteinlerin tUzerinde olan etkisinin Western Emdirimi yontemi ile

tespit edilmesi.

Siklin proteinlerden D1, D3 ve E1 hlicre déngusinde G1 fazinda rol oynarlar. G1 fazinda, siklin
proteinleri hiicre i¢i ve disindaki durumu kontrol ederek hilcrelere DNA replikasyonuna
baslayip baslayamayacaklari emrini verirler. Siklin D1 ve D3 proteinlerinin hedef kinazlari olan
CDK4’ e baglanarak olusturduklari kompleks diger siklin proteinlerinden olan Siklin E1’in ifade
edilmesine sebep olur. Hiicre donglisiinde G1/S fazi gegisinden sorumlu olan siklin E1 ise
CDK2 enzimine baglanarak aktif G1/S kinaz kompleksini olusturur. Bu siklin-CDK
komplekslerinin inhibisyonunda sorumlu olan p21 ailesi tUyesi p27Kip1 proteini Siklin E1-CDK2
kompleksine baglanarak kinaz enzim aktivitesini bloke eder. mTOR kinazi hlicre blylimesi ve
¢ogalmasindan sorumlu oldudu igin hicre dénguslinde yer alan proteinlerin ifadelerinde
gorilen artis veya azalis mTOR yolaginin aktivitesi ile yakindan iligkilidir. Bu baglamda $ekil
24’de gosterildigi Uzere kontrol hicrelerine kiyasla (OuM) Everolimus ile muamele edilen A-
498 hducrelerinde siklin D1 ve D3 protein seviyelerinde herhangi bir degisikligin
gbzlemlenmemis olmasi bu hicrelerin Everolimus’a direngli olmalarindan kaynaklanmaktadir.

ABT-737 ve kombine ilag muamelesinin A-498 hucrelerinde Siklin D1 ifade digsusune neden
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olmasi (ABT-737 igin %45, kombine ilag muamelesi igin %95) 24 saatin sonunda bu hticrelerin
apoptoza girerek protein yikimina basladiklarina isaret etmektedir. Buna karsin, ilag
kombinasyonu CDK4 proteini (izerinde herhangi bir etkiye yol agmamustir. ilag kombinasyonu
24 saatin sonunda siklin E1 seviyesinde %25 dususe yol agarken bu distis CDK2 proteini
ifadesinde %60 oranindadir. Bu dislts G1 fazinda goérilen hiicre déngusuntn inhibisyonu ile
iligkilidir. ABT-737 ve kombine ila¢ tedavisi géren A-498 hicrelerinde apoptotik yikimdan
mutevellit p27K?! protein seviyesinde ise %60 oraninda dusils goriulmistir. Bu sonuglar
Isiginda Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonu 24 saat muamelenin sonunda A-498

hlcre dongustnu G1 fazinda durdurmaktadir.
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Sekil 25. Caki-1 hacrelerinde Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun hucre

doéngusinde rol oynayan proteinlerin Gzerinde olan etkisinin Western Emdirimi yontemi ile

tespit edilmesi.

Sekil 25 incelendiginde ise Everolimus ve kombinasyon ila¢ uygulamasinda Caki-1
hicrelerinde CDK4 ifadesi %30 oraninda azalmasi Siklin D1 ve Siklin D3 de gézlemlenen ifade
dususlne paralel olarak gergceklesmistir. Ayrica mono- ve kombin-ilag tedavisi azalan
yuzdelerde Siklin E1 ifadesinde de dislise neden olmustur. Beklenildigi gibi Everolimus ve

kombine tedavi p27X** proteininin ifadesinde artisa neden olmustur.
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4.7 Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun mTOR yolagi tizerindeki
etkisinin tespit edilmesi
Projemizin bir sonraki asamasinda Everolimus ve ABT-737 kombinasyonunun A-498 BHK
hicrelerindeki molekller mekanizmalar Gzerindeki etkisi arastiriimigtir. Bu baglamda BHK’da
anahtar gorev goren mTOR sagkalim yolagi, incelenen ilk molekiler mekanizma yolagi
olmustur. Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun mTOR yolaginin iki ayri kompleksi
olan mTORC1 ve mTORC2 Uzerindeki etkisi, bu yolakta rol alan proteinlerin ifadelerinin
Western Emdirimi teknigi (Bknz. 3.6) ile tespit edilmesiyle saglanmistir. Western Emdirimi
tekniginde mTORC1 kompleksinin karakterizasyonu icin AKT, AKT-T308-P, mTOR, mTOR-
2448-P, p70S6K, p70S6K-T389-P, S6, S6-S235/236-P, S6-S240/244-P, 4E-BP1, 4E-BP1-
S65-P, 4E-BP1-T37/45-P, 4E-BP1-T70-P'a 06zel antikorlar kullaniimisti. mTORC2
kompleksinin karakterizasyonu icin ise AKT, AKT-S473-P, mTOR, mTOR-S2481-P, Rictor,
Rictor-T1135-P’a 6zel antikorlar kullaniimistir. B-Aktin proteini miktar tayini ylikleme kontrol{
olarak kullaniimistir.
MTOR’un regulasyonunda rol alan AKT kinazi PI3BK/AKT/mTOR yolagi aktivasyonu sirasinda
treonin 308'de fosfatlanarak mTORC1 kompleksinde yer alan mTOR kinazinin aktivasyonun
gerceklestirir ve bu sayede aktif hale gelen mTOR kinazinin serin 2448'de otofosforilasyonu
gerceklesir (Ma vd. 2010).
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Sekil 26. A-498 hucrelerinde Everolimus ve ABT-737 ila¢c kombinasyonunun AKT ve mTORC1
kompleksinde bulunan mTOR kinazi aktivasyonu Uzerinde olan etkisinin Western Emdirimi

yontemi ile tespit edilmesi.

Sekil 26’'da goruldugl uzere Bcl-2 inhibitdri olan ABT-737, AKT'nin treonin 308'de

fosfatlanmig turevinin ifadesinde kontrol hiicrelerine kiyasla 4 kat artisa yol agmis ve bu artig



Everolimus ve ABT-737 ilag muamelesi sonunda da tespit edilmistir. Buna ragmen treonin
308’de fosfatlanan ve aktif olan AKT mTOR kinazi Gizerinde herhangi bir etkiye yol agmamistir.
Deney sonucumuzdan yaptigimiz ¢ikarim Everolimus ilacinin AKT kinazinin treonin 308’'de
fosfatlanmasindan sonraki alt bas molekiillerde inhibasyona etki ettigi yolundadir. Literatir
incelendiginde, ABT-737 muamelesinin AKT’ nin T308'de fosfatlanmasinda bir artisa
sebebiyet vermesi ABT-737’nin hicresel oksidatif stresi arttirmasina baglanabilir (Howard vd.
2009). Nitekim yapilan ¢caligmalar oksidatif stresin fosfatidilinositol 3-kinaz yolagini aktive ettigi
ve dolayisi ile AKT-T308 fosfatlanmasini arttirdigini goéstermistir (Edelstein vd. 2012, Santoni
vd. 2014).

Bununla birlikte uygulanan 1uM Everolimus’un mTOR kinazinin serin 2448'de gerceklesen
otofosforilasyonunu ilag muamelesi gérmeyen kontrol hucrelerine kiyasla %40 oraninda
dislrdigu ve bu distsin 5uM ABT-737 muamelesi sonucunda %80’e indigi gortlmustir. iki
ilacin kombinasyonunun ise mTOR kinazinin serin 2448’de fosfatlanmasini tamamen 6nledigi

tespit edilmistir.
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Sekil 27. A-498 hicrelerinde Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun protein
sentezinden sorumlu p70S6 kinazi ile alt yolak S6 proteini Gzerinde olan etkisinin Western

Emdirimi yontemi ile tespit edilmesi.

mTOR yolagi akis mekanizmasinda aktif hale gelen mTOR kinazi, p70S6K proteinini treonin
389’da fosfatlayarak aktive eder. Aktif hale gelen p70S6 kinazi tarafindan ribozomal S6
proteininin serin 235/236 ve S240/244 bolgelerinde fosfatlanmasi protein translasyonunun
baslamasini saglar (Rosner vd. 2010). Sekil 27°de, uygulanan Everolimus muamelesinin,
bazal p70S6K protein ifadesini kontrol hiicrelerine kiyasla %80 oraninda dusurdugu ve ayni
disltsun p70S6K proteinin treonin 389’da fosfatlanmis tlrevinde de gorildigu gosterilmistir.
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Everolimus muamelesine kiyasla ABT-737 ve iki ilacin kombinasyonunun p70S6K protein
ifadesinde bir ve iki kat kadar bir artisa yol agtigi tespit edilmigtir.

ABT-737 ilacinin tek bagina uygulanmasiyla treonin 389'da fosfatlanan p70S6K protein
ifadesinde 3 kat kadar artis gézlemlenirken, Everolimus ve ABT-737 kombinasyonun p70S6K
proteinin bu tlrevinde tamamen dususe yol agmistir. p70S6 kinazinin hedef proteini olan S6
proteininin ifadesi ilag muameleleri sonunda hemen hemen ayni kalirken, ayni proteinin serin
235/236 ve serin 240/244’de fosfatlanmis tlrevlerinin ifadesinde Everolimus muamelesi
sonunda sirasiyla %90 ve %50 oraninda duslis goértulmustir. Everolimus ve ABT-737 ilag
kombinasyonu sonunda ise S6-S235/236-P ve S6-S240/244 seviyelerinde sirasiyla %100’ e

ve %20’ ye kadar dugus gozlemlenmigtir.

+

IpnM Everolimus - + -
SuM ABT-737

- - + +

4E-BP1 (15-20KkDa)

4E-BP1-S65-P (15-20kDa)

4E-BP1-T37/45-P (15-20kDa)

‘ 4E-BP1-T70-P (15-20KkDa)

A e e [-AKtin (42KDa)

Sekil 28. A-498 hucrelerinde Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun protein sentezi
regulatoér proteini 4E-BP1 ifadesi Uzerinde olan etkisinin Western Emdirimi yéntemi ile tespit

edilmesi.

Aktif hale gelen mTOR kinazi 4E-BP1 T37/T45, T70 ve S65 bolgelerinde fosfatlayarak, 4E-
BP1 proteininin elF4E Uzerindeki inhibitér etkisini ortadan kaldirir ve bu sayede protein
sentezinin baslar (Gingras vd. 2001). Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun 4E-BP1
ve onun fosfatlanmis tirevlerinin ifadesine olan etkisi Sekil 28’de Western Emdirimi ydntemiyle
gOsterilmistir. Everolimus muamelesi sonunda bazal 4E-BP1 protein ifadesinde %2100
oraninda artig gorulurken, tek basina uygulanan ABT-737 ilaci protein ifadesini %20 oraninda
disirmustir. ilag kombinasyonu bazal 4E-BP1 seviyesinde %50 oraninda dislise yol
acmistir. 4E-BP1 proteininin serin 65 ve treonin 70’de fosfatlanmis turevleri ayri olarak

uygulanan Everolimus ve ABT-737 ilag muamelesine protein seviyelerinde %50 oraninda



dusus gdstererek cevap verirken, iki ilacin kombinasyonu bu proteinlerin ifadelerini sirasiyla
%80 ve %90 oraninda dusUrmustir. 4E-BP1’ in treonin 37/45’de fosfatlanan tlrevinin protein

seviyesi ise tUm ilag muameleleri sonunda artis géstermigtir.

1uM Everolimus - + - +
SuM ABT-737 - w +

Rictor (200kDa)

mTOR (289kDa)

mTOR-S2481-P (289kDa)

B rictor-rin3s-p oo

R - s AKT-S473-P (60kDa)

S e e e [i-Aktin (42KkDa)

Sekil 29. A-498 hiicrelerinde Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun mTORC2

kompleksi Uzerinde olan etkisinin Western Emdirimi yontemi ile tespit edilmesi.

Everolimus direnci gosteren hicrelerde mTORC2 yolaginin aktive oldugu literatirde yapilan
diger deneyler ile gosterilmistir (Santoni vd. 2014). Everolimus ve ABT-737 ilag
kombinasyonunun mTORC2 kompleksi Uzerindeki etkisi, bu komplekste yer alan proteinlerin
ifadelerine Western Emdirimi teknigi ile bakilarak Sekil 29’da gosterilmigtir.

Hatirlanacagi gibi mTORC2 kompleksinin mTORC1 kompleksi araciligiyla dolayli olarak
inaktive edilmesi mTORC1 kompleksi regulasyonunda yol alan geribildirim yolaklardan bir
tanesidir (Santoni vd. 2014). Bu geribildirim yolaginda mTORC1 kompleksi blnyesinde yer
alan mTOR kinazi Rictor proteinini treonin 1135 bdlgesinde fosfatlanarak aktive eder ve bu
aktivasyon sonucunda Rictor mTORC2 kompleksinde bulunan mTOR kinazini inhibe eder.
Bu baglamda Rictor-T1135-P proteini inakvite olmus mTORC2 kompleksine isaret eder. Sekil
29'da gOsterildigi Uzere Everolimus ve ABT-737 ilaglarinin tek basina veya birlikte
uygulanmasi bazal Rictor protein ifadesinde herhangi bir degisime yol agmamistir. Rictor’'un
treonin 1135’de fosfatlanan turevinin protein ifadesi incelendiginde ise tek basina uygulanan
Everolimus’'un Rictor-T1135-P protein seviyesinde %80 oraninda disise yol actigi
go6rulmustir. ABT-737 tek basina Rictor-T1135-P seviyesine etki etmezken, Everolimus ile

birlikte uygulandiginda protein seviyesinde %70 dislse yol acmistir. Sekil 26'da gdsterilen
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MTOR-S2448-P seviyesindeki disus dolayh olarak Rictor proteininin treonin 1135 bdlgesinde
fosfatlanmasini engelleyerek mTORC2 Uzerindeki inhibitér etkisinin kalkmasina yol agmistir.

mTORC2'nin mTORC1 kompleksinin inaktivasyonundan bagimsiz olarak da aktive edildigi ve
hucrelerin bu nedenle Everolimus direnci gelistirebildigi belirtiimigtir (Oh ve Jacinto 2011).
MTORC?2 yolaginda yer alan ve bu kompleks blnyesinde serin 2481’de otofosforile olan
mTOR kinazi aktif mTORC2 yolaginin belirteclerinden biridir. mTOR kinazinin serin 2481’de
fosfatlanan tlrevinin protein ifadesi Sekil 29’da gdsterilmistir. Everolimus hiicrelere tek basina
uygulandiginda mTOR-S2481-P protein ifadesini %70 oraninda dusurirken. ABT-737’nin tek
bagina uygulanmasi protein seviyesinde %60 oraninda artiga yol agmistir. iki ilacin

kombinasyonu ise protein ifadesinin %30 oraninda azalmasina neden olmustur.

4.8 Caki-1 hiicrelerinde Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun mTOR
sagkalim yolagina etkisinin tespit edilmesi

Primer bdbrek kanseri hiicre hatti A-498 icin elde ettigimiz sonuglarin saglamasi metastatik
bébrek kanseri hiicre hatti Caki-1 kullanilarak yapilmistir. Bu baglamda Everolimus ve ABT-
737 kombinasyonunun mTORC1 kompleksi tzerindeki etkisi 4.7’de bahsedildigi sekilde Caki-
1 hicre hatlarinda Western Emdirimi teknigiyle tespit edilmistir. mMTORC1 kompleksinin
karakterizasyonu igin érnekler mTOR-S2448P, mTOR, p70S6K1, p70S6K1-T389-P, S6, S6-
S235/236-P ve S6-S240/244-P, 4E-BP1, ve 4E-BP1-S65P’e 0Ozel antikorlari ile analiz
edilmislerdir. Western Emdirimi deneylerinde (-aktin protein miktar tayini yukleme kontrolu

olarak kullaniimistir.
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Sekil 30. Caki-1 hucrelerinde Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun mTOR yolagi

Uzerindeki etkisinin Western Emdirimi yontemi le tespit edilmesi.

Caki-1 (Sekil 30) hucrelerinde 1uM Everolimus’un mTOR kinazinin serin 2448’de gercgeklesen
otofosforilasyonunu dugtrdigu ilag muamelesi géren hucrelerde ise ilag muamelesi gérmeyen
kontrol hilcrelerine (OuM) kiyasla artirdigi gérulmugstir. Everolimus muamelesine ek olarak
Everolimus ve ABT-737 kombinasyonunun, bazal p70S6K protein ifadesini kontrol hiicrelerine
kiyasla disurdugu ve bu dusistn p70S6K proteininin treonin 389°da fosfatlanmis tirevinde
de goruldugu saptanmigtir. p70S6 kinazinin hedef proteini olan S6 proteininin ifadesi ilag
muameleleri sonucunda Caki-1 hlcrelerinde artisa yol agmistir (Sekil 30). Ayni proteinin serin
235/236 ve 240/244’de fosfatlanmis aktif tlrevinin ifadesinde Everolimus veya ilag
kombinasyonu muamelesi sonunda anlamli bir diisis gérilmustir. mTOR sagkalim yolaginin
diger bir hedef proteini olan 4E-BP1 proteinin serin 65 bdlgesinde fosfatlanan tirevinin ifadesi
Everolimus muamelesi sonunda azalirken, ilag kombinasyonunun artisa yol actidi
g6zlemlenmisgtir.
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4.9 Everolimus ve ABT-737’nin hiicre olimiine etkisinin A-498 hilicrelerinde tespit
edilmesi

Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun A-498 BHK hiicre canliijinda disise yol agtigi

WST-1 hucre canlilik yontemiyle deneylerimizde gosterilmigtir. Everolimus ve ABT-737 ilag

kombinasyonun hiicre canhliginda sebep oldugu bu distsin hicre 6limine bagli olup

olmadigi Annexin-V hiicre élim Kkiti kullanilarak tespit edilmistir. Deney dizenegi “Gereg ve

Yéntem” kisminda Bolum 3.5’de Annexin-V hicre 6lum testi bashgi altinda agiklanmistir.
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Sekil 31. Everolimus ve ABT-737 kombinasyonunun hicre 6lima Gzerine etkisinin Annexin-
V hicre 6lum kitiyle tespit edilmesi. Pl ve Annexin V muamele gérmemis kontrol hiicrelerinde
sirasli ile ge¢ ve erken apoptozu tespit edilmesi icin kullaniimistir. A-498 hicreleri 24 saat sure
ile TuM Everolimus ve 5uM ABT-737 ilag kombinasyonuna maruz birakilmiglardir.

Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonun 24 saatin sonunda A-498 hucre olimunu
tetikleyici etkisi Sekil 31’de gdsterilmistir. 1uM Everolimus ve 5uM ABT-737 konsantrasyonlari
tek basina A-498 hiicrelerine 24 saat uygulandiginda, erken ve ge¢ apoptoza yol agmaktadir.
Geg apoptoz orani 1uM Everolimus uygulanan hiicrelerde %16 oraninda tespite edilirken, bu
oran 5uM ABT-737 ile muamele edilen hiicrelerde %20 civarindadir. Everolimus ve ABT-737
ilaglari birlikte uygulandiginda hicrelerin %40’ 1 ge¢ apoptozda bulunurken, yaklagik olarak

%60’ 1 erken apoptoz devresindedir. Bu sonuglar g6z 6nine alindiginda, Everolimus ve ABT-
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737 ilag kombinasyonun

goOzlemlenmistir.
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Sekil 32. Everolimus ve ABT-737 kombinasyonunun hicre 6lima Gzerine etkisinin Annexin-

V hicre 6lum kitiyle tespit edilmesi. Pl ve Annexin V muamele gérmemis kontrol hicrelerinde

sirasli ile ge¢ ve erken apoptozu tespit edilmesi icin kullaniimistir. A-498 hicreleri 48 saat sure

ile 1TuM Everolimus ve 5uM ABT-737 ilag kombinasyonuna maruz birakilmiglardir.

Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonu A-498 hucrelerinde 48 saat uygulandiginda

hicrelerin %60’ erken apoptoz evresinde bulunurken, %40’inin ge¢ apoptoz evresinde

bulundugu Sekil 32’de gdésterilmistir. 48 saat muamele sonunda Everolimus ve ABT-737'nin

tek baslarina uygulandiklarinda ise birbirleriyle paralel sonuglar verdikleri gézlemlenmis ve %6

erken apoptoz gézlemlenirken ge¢ apoptoz safhasina gegen hiicre ylzdesi 2 ila 4 olarak

belirlenmigtir.
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Sekil 33. Everolimus ve ABT-737 kombinasyonunun hiicre 6limu Gzerine etkisinin Annexin-V
hicre 6lim kitiyle tespit edilmesi. Pl ve Annexin V muamele gérmemis kontrol hiicrelerinde
sirasli ile ge¢ ve erken apoptozu tespit edilmesi icin kullaniimistir. A-498 hiicreleri 72 saat sire

ile 1uM Everolimus ve 5uM ABT-737 ilag kombinasyonuna maruz birakilmiglardir.

Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonun A-498 hucre Olumu Uzerine etkisi 72 saat
sonunda yukarida bahsi gecen diger zaman dilimlerine oranla farkllik gésterdigi Sekil 33’te
gOsterilmistir. 72 saat sonunda hilcre popullasyonunun blylk bir kismi erken apoptoz
evresinden ge¢ apoptoz evresine gecis yapmistir. Kombine tedavi sonrasinda tespit edilen
erken apoptoz safhasinda %31 hicre tespit edilirken ge¢ apoptoz safhasinda %55 hucre
bulunmaktadir. Everolimus tatbiki A-498 hiicre erken 6limunde %15 olarak tespit edilirken ge¢
apoptoza ugrayan hicre yuzdesi 11’ dir. ABT-737 muamelesi sonucunda erken apoptotik

fazda %20 ve geg apoptotik fazda %53 hlicre bulunmaktadir.

4.10 Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonun metastatik Caki-1 hiicre 6limu
tizerine etkisi

Primer bolge bobrek kanseri hicre hatti A-498 igin elde ettiimiz sonuclarin saglamasi

metastatik bobrek kanseri hiicre hatti Caki-1 kullanilarak yapilmistir. Caki-1 hicreleri izerinde
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kullanilan ilag kombinasyonunun hicre canliiinda yol agtigi dusidstn hdcre 6liminden

kaynaklanip kaynaklanmadigi Annexin-V metodu ile tespit edilmistir (bknz. 3.5).
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Sekil 34. Everolimus ve ABT-737 kombinasyonunun hicre élimu Uzerine etkisinin Annexin-
V hicre 6lum kitiyle tespit edilmesi. Pl ve Annexin V muamele gérmemis kontrol hiicrelerinde
sirasi ile ge¢ ve erken apoptozu tespit edilmesi i¢in kullanilmistir. Caki-1 hicreleri 24 saat

sure ile 1uM Everolimus ve 10uM ABT-737 ilag kombinasyonuna maruz birakilmiglardir.

1uM Everolimus ve 10uM ABT-737 ile muamele edilen metastatik Caki-1 htcrelerinde
kombinasyonun 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon sonunda htcre dlimune yol actigi tespit
edilirken (Sekil 34, 35, 36), ABT-737'nin tek basina uygulandiginda hicre élumunde daha
anlamli artisa yol agtigi gézlemlenmistir. Analiz sonucunda ilag kombinasyonunun Caki-1
hicre hattinda apoptoza bagh hicre 6limune sebebiyet verdigi tespit edilmisken metastatik

BHK tedavisinde ABT-737 monoterapisinin de basarili sonug verebilecedi kanisi dogmustur.
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Sekil 35. Everolimus ve ABT-737 kombinasyonunun hicre 6lima Gzerine etkisinin Annexin-

V hucre 6lum kitiyle tespit edilmesi. Pl ve Annexin V muamele gérmemis kontrol hicrelerinde

sirasl ile geg ve erken apoptozu tespit edilmesi icin kullaniimistir. Caki-1 hucreleri 48 saat

sure ile 1uM Everolimus ve 10uM ABT-737 ila¢ kombinasyonuna maruz birakiimiglardir.
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Sekil 36. Everolimus ve ABT-737 kombinasyonunun hicre 6lima Gzerine etkisinin Annexin-
V hicre olum kitiyle tespit edilmesi. Pl ve Annexin V muamele gérmemis kontrol hicrelerinde
sirasi ile ge¢ ve erken apoptozu tespit edilmesi icin kullanilmistir. Caki-1 hicreleri 72 saat

sure ile 1uM Everolimus ve 10uM ABT-737 ila¢ kombinasyonuna maruz birakiimislardir.

411 Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun A-498 ve Caki-1 apoptoz
molekiiler mekanizmasina etkisinin tespit edilmesi

Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun A-498 ve Caki-1 hucrelerinde yol agtigi 6lumun

molekller mekanizmasini anlamak igin apoptoz yolaginda rol alan kaspaz proteinlerinin

ifadelerine Western Emdirimi  (bknz. 3.6) ile bakilmistir. Western Emdirimi teknigi ile ilag

muamelesi sonucunda aktif kaspaz 9, pargalanmis kaspaz 3 ve PARP protein seviyelerindeki

degdisim tespit edilmistir. Western Emdirimi deneylerinde -Aktin ve pan-aktin proteinleri miktar

tayini igin ylikleme kontroll olarak kullaniimiglardir.
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1uM Everolimus - K . +
SuM ABT-737 - - - +

Pro-kaspaz 9 (47kDa)

Aktif kaspaz 9 (37kDa)
Aktif kaspaz 9 (35kDa)

Aktif kaspaz 3 (35kDa)
PARP (116kDa)
Parcalanmis PARP (89kDa)

Pan-Aktin (45kDa)

Sekil 37. A-498 hicrelerinde Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun kaspaz yolagi

Uzerindeki etkisinin Western Emdirimi yontemi ile tespit edilmesi.

Raporumuzun literatir 6zetinde agiklandigi Gzere hicre 6lumu esnasinda pro-apoptotik
Bax/Bak proteinleri mitokondri ¢eperinde bir kanal olustururlar. Bu kanaldan sitoplazmaya
salgilanan sitokrom c ile etkilesime giren APAF1 ve pro-kaspaz 9 proteinleri “apoptozom”
kompleksini olusturarak pro-kaspaz 9’ u aktive ederler. Bu sayede aktive olan kaspaz-9
tarafindan aktivasyonu gergeklestirilen cellat kaspazlari (pro-kaspaz 3, 6, 7) apoptozu
gerceklestirir (Corrano vd. 2003, Bratton vd. 2010). Annexin yontemi ile hicre 6lumunu
gosterdigimiz sonuglara istinaden ABT-737'nin tek bagina ve Everolimus ile kombinasyonunun
aktif kaspaz 9 proteininin ifadesinde artisa yol actigi Sekil 37°de gdsterilmistir. Everolimus ve
ABT-737 ilag kombinasyonu, aktif kaspaz 9un efektdr proteini olan pro-kaspaz 3’Un
aktivasyonunu saglamis ve aktif kaspaz 3 seviyesinde artis gézlemlenmistir. PARP proteinin
parcalanmis hali aktif apoptoz mekanizmasinin bir diger indikatéradur. ABT-737 ve ilag
kombinasyonunun PARP proteinin pargalanmasina da yol actiginin gézlemlenmesi Uzerine

kombinasyon tedavisinin hicre 6lumune sebebiyet verdigi kanitlanmistir (Sekil 37).



1uM Everolimus - K . +
SuM ABT-737 - - - +

Pro-kaspaz 9 (47kDa)

Aktif kaspaz 9 (37kDa)
Aktif kaspaz 9 (35kDa)

Aktif kaspaz 3 (35kDa)
PARP (116kDa)
Parcalanmis PARP (89kDa)

Sekil 38. Caki-1 hucrelerinde Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun kaspaz yolagi

Uzerindeki etkisinin Western Emdirimi yontemi ile tespit edilmesi.

Benzer sekilde Caki-1 hucrelerinde ABT-737 ve kombine uygulamanin sonucunda aktif kaspaz

9 ve kaspaz 3 seviyeleri artmis ve PARP parcalanmasi tespit edilmigtir (Sekil 38).

4.12 Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun Bcl-2 gudumlii apoptoz yolagi
tzerindeki etkisinin analiz edilmesi

Proje basvurumuzda belirtildigi Gzere Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun etki
mekanizmasi en ylksek Bcl-2 ifadesi gdsteren ve ilag muamelesine en iyi cevap veren bir BHK
hicre hatti model segilerek arastiriimistir. A-498 hucreleri Caki-1 hicrelerine kiyasla daha
yuksek Bcl-2 protein seviyesine sahip oldugu ve kombinasyon uygulamasinda monoterapilere
kiyasla daha yuksek apoptoza bagl hucre oOluminu destekledigi icin molekuler yolak
calismalarinda model hiicre hatti olarak secilmistir. ila¢ kombinasyonunun 24 saat sonunda A-
498 hicrelerinde Bcl-2 protein ailesi Uyelerinin Bcl-2, Bcl-2-S70-P, Bax, Bim, Bcl-xL, Mcl-1,
Puma ve Noxa protein ifadeleri Gzerindeki etkisi Western Emdirimi teknigi ile analiz edilmistir
(Boélum 3.6). Deneylerde B-Aktin ve pan-Aktin proteinleri miktar tayini icin yukleme kontrolu

olarak kullaniimiglardir.
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Sekil 39. A-498 hicrelerinde Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun Bcl-2 protein

ailesi Uzerinde olan etkisinin Western Emdirimi yontemi ile tespit edilmesi.

Sekil 39'da A-498 hiicrelerine uygulanan ilag kombinasyonu sonucunda anti- ve pro-apoptotik
Bcl-2 protein ifadelerindeki degisim Western Emdirimi ydntemiyle gésterilmistir. Everolimus
uygulamasi sonuncunda Bcl-2 protein ifadesinde %40 oraninda artis gdzlemlenmistir. Bcl-
2’nin BH3 bdlgesini hedef alarak pro-apoptotik Bcl-2 protein ailesine mensup diger Uyelerle
etkilesime gecmesini engelleyen ABT-737 ilaci tek basina uygulandiginda; A-498
hicrelerindeki Bcl-2 protein seviyesinde %75 oraninda dusts gorulmustur. Her iki ilag beraber
uygulandiginda ise Bcl-2 ifadesinde %80 oraninda azalma tespit edilmistir. Bcl-2’de gorilen
bu dusus ABT-737 muamelesi sonrasi hicre igerisinde meydana gelen oksidatif stresin Bcl-2
proteininin proteozomlarda yikimina neden olmasi ile agiklanabilir (Azad vd. 2008). Bu yikima
paralel olarak ayni sekilde ABT-737 veya kombinasyon muamelesi sonunda Bcl-2 proteininin
esnek dongusunde (flexible loop) bulunan serin 70’de fosfatlanan tirevinin ifadesinde de
dusus gozlemlenmigtir. Bcl-2 proteininin esnek  ddngustunde bulunan amino asitlerinde

gerceklesen fosfatlanmanin, Bcl-2'nin ayni ailedeki diger proteinlerden olan Bax ve Bim ile
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etkilesimi azalttigi ve bu sayede apoptoz mekanizmasini 6nleyemedidi bilinmektedir
(Shitashige vd. 2001, Bassik vd. 2004). Serin 70’de fosfatlanan Bcl-2 turevinde gorulen dusluse
ragmen apoptoz mekanizmasinin aktif olmasi, FKBP38 proteininin fosfatlanmanin
gerceklestigi esnek bdlgeye baglanarak fosfatlanmayi engellenmesi ile aciklanabilir (Kang vd.
2005).

Bcl-2 ailesinin bir diger Uyesi olan ve sadece BH3 bodlgesine sahip olan Bim proteini, Bax/Bak
proteinlerine baglanarak onlarin mitokondri Gzerinde kanal olugturmalarini mimkan kilar ve bu
sayede apoptozu indikler (Cory vd. 2002, Letai vd. 2002). Bu sebeple Bim protein ifadesinde
goérilen artis aktif apoptozla iliskilendirilebilmektedir. Everolimus ilaci tek basina
uygulandiginda Bim proteininin ifadesine etki etmezken, ABT-737 ile birlikte A-498 hiicrelerine
verildiginde Bim protein ifadesinde kontrol hicrelerine oranla %100’ Ik bir artis goérdlmastar
(Sekil 39). Bu sonugta ABT-737 ve kombinasyon muamelesi sonucunda gorilen hicre
olumunu anlamli kilmaktadir.

MTORC2 kompleksi icinde yer alan mTOR kinazinin AKT’yi serin 473’de fosfatlamasi, AKT nin
apoptozu tesvik eden BAD proteinini serin 136 bdlgesinde fosfatlamasina neden olur (Datte
vd. 1997, Copp vd. 2009). Bu sayede apoptotik yolagin inhibasyonu gerceklesirken sagkalim
yolagi harekete gecer. ilag kombinasyonu sonucunda AKT’nin serin 473'de fosfatlanmis
tirevinde gorulen distse ragmen (Sekil 29) AKT’nin BAD proteinini serin 136’da fosfatladigi
goOrulmustur. Everolimus ve ABT-737 ila¢ kombinasyonunun hucre dlumuine yol agmasi, serin
136’da fosfatlanan BAD proteininin apoptoz mekanizmasini durdurmak icin yeterli olmadigini

g6stermektedir.

I1uM Everolimus - + - +
SuM ABT-737 - 2 4

+
(B S e e Bel-xL (30kDa)

o Mcl-1 (40kDa)

S L (42KkDa)

Sekil 40. A-498 hucrelerinde Everolimus ve ABT-737 ila¢ kombinasyonunun anti-apoptotik

Bcl-2 protein ailesi Uzerinde olan etkisinin Western Emdirimi ydntemi ile tespit edilmesi.

Everolimus ve ABT-737 ila¢c kombinasyonunun Bcl-2 protein ailesinin diger tUyelerinden olan
anti-apoptotik Bcl-xL ve Mcl-1 proteinlerinin ifadelerinde degisime yol acip agmadigi Western
Emdirimi yontemiyle tespit edilmis ve Sekil 40’da gosterilmistir. A-498 hicrelerinde Everolimus

ilag uygulamasinin Bcl-xL ve Mcl-1 proteinlerinin ifadelerinde bir degisime yol agmadigi
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gorulmustur. ABT-737 tek basina veya Everolimus ile birlikte uygulandiginda Bcl-xL protein
seviyesinde sirasiyla %30 ve %10’ luk bir distse yol acarken, bu ilag uygulamalari Mcl-1

protein seviyesini etkilememigtir.

Everolimus - + - +
ABT-737 - - - +

SR 753 (590

e

Sekil 41. A-498 hiicrelerinde Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun p53, Puma ve

Noxa proteinleri Uzerinde olan etkisinin Western Emdirimi yontemi ile tespit edilmesi.

Tek bir BH3 kismina sahip Bcl-2 pro-apoptotik proteinlerinden olan Puma ve Noxa proteinleri
anti-apoptotik Bcl-2 protein Uyelerine baglanarak onlarin Bax/Bak ile kompleks kurmalarina
engel olurlar (Ghiotto vd. 2010, Bouillet vd. 2002). Bu sayede 6zgur kalan Bax/Bak proteinleri
apoptozun baslamasini saglarlar. Bir transkripsiyon faktori olan p53 proteini, Puma ve
Noxa’'nin transkripsiyonunu regule ederek apoptozun baslamasina yardimci olur (Johnstone
vd.). Ozellikle sitoplazmada bulunan p53 proteinin tek bir BH3 kismina sahip Bcl-2 ailesi lyesi
gibi davranarak Bax ve/ veya Bak’i aktive edebildigi ve bu sayede mitokondri dig geperindeki
gecirgenlige katki sagladigi literatlirde gosterilmistir (Green ve Kroemer, 2009). Bu baglamda
p53, Puma ve Noxa proteinlerinin ifadelerindeki degisim apoptoz mekanizmasinin
aktivasyonuyla iligkilendirilebilir.

Sekil 41°de gorilecegi Uzere, ABT-737 tek basina ve Everolimus ile birlikte uygulandiginda
kontrol hucrelerine ve Everolimus’un tek basina uygulandidi hicrelere kiyasla p53 proteininin
ifadesinde %60’k bir digtise yol agmistir. Everolimus ilag uygulamasinin Puma seviyesinde
%70 duguse yol acarken, Everolimus ilaci ABT-737 ile birlikte uygulandiginda ise protein
seviyesi %85 oraninda azalmistir. ABT-737 ilacinin tek basina kullaniimasi ise protein
seviyesinde sadece %50’lik bir distise yol agmistir. Puma protein seviyesinde gorulen disus,
ABT-737 varliginda ifadesi diisen p53 proteini ile paralellik géstermektedir.

Yine Sekil 41'de gorulecedi Uzere ilag muamelesine maruz kalmayan hicreler ile Everolimus

ile muamele edilen hicrelerde rastlanan Noxa protein ifadesi, ABT-737 tek basina ya da
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Everolimus ile beraber uygulandiginda artig gostermistir. Noxa’nin da transkripsiyonunun
regllasyonundan sorumlu olan p53 proteininde gdézlemlenen dusids Noxa'nin protein
ifadesinde bir degisiklie yol agmamistir. Noxa’nin Bcl-2 ailesi proteinlerinden sadece Mcl-1
ile etkilesime girmesi ve ABT-737 ilacinin Mcl-1 proteinini baskilamamasini elde edilen sonucu
anlamli kilmaktadir (Chen vd. 2005, Kuwana vd. 2005).

4,13  Everolimus ve ABT-737 kemoterap®étik ilaglarinin RenCa hiicre canliligi iizerindeki

etkileri
Projemiz kapsaminda, Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonu igin preklinik deneyleri
yapabilmek icin Bcl-2 proteinini cokca ifade RenCa hucreleri kullanilarak yapilacak bébrek
kanseri in-vivo modeli olusturulmadan énce RenCa hicrelerinde Everolimus ve ABT-737
ilaclarinin en dusik efektif dozlarini bulmak icin WST-1 hlicre canhlik testi yapilmistir .
Deney dizenegi “Gere¢ ve Yontem” kisminda Bolim 3.3'de WST-1 Hicre Canliligi Testi

basligi altinda anlatiimistir.
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Sekil 42. RenCa hucre modelindeki farkli dozlardaki Everolimus’un hicre canhiliyina etkisinin

WST-1 hucre canlilik testi ile belirlenmesi.

1, 5 ve 10uM Everolimus ile 24, 48 ve 72 saat inklibe edilen RenCa hicrelerinin WST-1 hlicre
canlilik testi sonucunda izledigi profil Sekil 42’de gosterilmigtir. 1, 5 ve 10uM Everolimus
muamelesi, kontrol hlicrelerine kiyasla (OpM) hicre canhliliinda istatistiksel olarak disus
gOstermislerdir. 1uM Everolimus muamelesi 24 ve 48 saatlik zaman dilimlerinde hucre
canhliginda %60 disuse sebep olmustur. Bu sonuca paralel olarak 72 saat inkiibasyon
sonucunda hicreler canliliklarini ayni oranda dusirmuslerdir. 5um Everolimus muamelesi

sonunda 24, 48 ve 72 saat dilimlerinde, 1uM Everolimus muamelesi sonucuna kiyasla, hiicre
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canhliginda istatiksel olarak anlam ifade etmeyen bir artis gézlemlenmis ve bu sonucun 10uM

Everolimus igin de hemen hemen ayni kaldigi tespit edilmigtir.
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Sekil 43. RenCa hicre modelindeki farkli dozlardaki ABT-737’nin hicre canliigina etkisinin

WST-1 hucre canlilik testi ile belirlenmesi.

Sekil 43’'de RenCa hiicrelerinin 1, 5, ve 10uM ABT-737’ e karsi 24, 48 ve 72 saat muamelesine
verdigi cevap gosterilmigtir. 1uM ABT-737 ile 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilmis RenCa hucreleri
ila¢ muamelesi gérmemis kontrol (OuM) hiicrelerine benzer sekilde canliliklarini korumuslardir.
1uM ABT-737’nin hicre canliigina etkisine paralel olarak 5uM ABT-737 konsantrasyonu da
hicre canliiginda herhangi bir degisiklige yol acmamigtir. Hicre canliiginda goérulen deney
dizeneginde kullanilan en yuksek doz olan 10uM ABT-737’nin 24 saat muamele sonucunda
hucre canhhgini dugirmezken, 48 saat inkibasyon sonunda hlicre sayisinda %20 azalma
tespit edilmigtir. %80 dusus hucrelerin 10uM ABT-737 ile 72 saat muamele edilmesinin

sonucunda gozlemlenmistir.

4.14 Everolimus’a direngli RenCa hiicrelerinin gelistirilmesi

RenCa hicrelerinin 1, 5 ve 10uM Everolimus ile 24, 48 ve 72 saat muamelesinin sonunda
uygulanan WST-1 hucre canlilik testi sonucuna gore, bu hicrelerin Everolimus’a karsi direng
goOstermedigi tespit edilmigtir. Everolimus’a diren¢ gosteren BHK hicre modelinde, anti-
apoptotik Bcl-2 proteininin  ABT-737 ile kombinasyonunun hucrelerin kemoterapi ve
radyoterapiye olan direncini kirmak amaci ile kullanilmasi projemizin hipotezini
olusturmaktadir. Bu hipotezimi arastirabilmek igin in-vivo modelde kullaniimak Gzere RenCa
hicrelerinin Everolimus’a karsi direng gostermesi gerekmektedir. Bu sebeple RenCa

hicrelerinin in-vivo deneylerinde kullaniimak Uzere uygun hale getiriimesi icin Everolimus
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direngli RenCa hicrelerinin geligtirilmistir (Bolim 3.9). Hucrelerin Everolimus’a karsi direng

geligtirip gelistirmedigi WST-1 hiicre canlilik testi ile tespit edilmistir (bknz. 3.3).
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Sekil 44. erRenCa hicrelerin Everolimus’a direng kazanmasinin WST-1 hlicre canlilik testi ile
belirlenmesi. erRenCa hicreleri farkli dozlardaki Everolimus ile muamele gérmus ve hicre

canhhigi 24, 48 ve 72 saat zaman dilimlerinde WST-1 testi kullanilarak dl¢ulmuastr.

Sekil 44’de gozlemlenecegi Uzere 1,5 ve 10uM Everolimus ile 24, 48 ve 72 saat muamele
edilen RenCa hucreleri, ilag muamelesi gdrmeyen (OuM) kontrol hicreleriyle paralel olarak
¢ogalmaya devam etmislerdir. Uygulanan Everolimus dozlarinin Sekil 44’de gosterilen
sonuglarla karsilastirildiginda hicre canliiginda herhangi bir degisiklige yol agmamasi, RenCa

hicrelerinin Everolimus’a karsi direng kazandigini gdstermektedir.

4.15 Everolimus ve ABT-737 kemoterapotik ilaglarinin erRenCa hiicre canlihgi
tizerindeki etkisinin belirlenmesi

Bir dnceki deneyde Everolimus’a karsi direng kazandigi gosterilen RenCa hucrelerini in-vivo

deneylerde kullanmadan 6nce bu hicreler tzerinde kullanilabilecek en uygun Everolimus ve

ABT-737 ilag kombinasyonu icin gerekli olan doz belirlenmistir. Bu amag¢ dogrultusunda

Everolimus’a direngli RenCa (erRenCa) hicreleri farkli ABT-737 konsantrasyonlari ile 24, 48

ve 72 saat suresince muamele edilmisler ve bu muamelelerin erRenCa hicre canliligina etkisi

WST-1 hucre canhlik testi (Bolum 3.3) ile gosterilmigtir.
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Sekil 45. erRenCa hicrelerin ABT-737 muamelesi sonucunda hiicre canhliginin WST-1 testi

ile belirlenmesi.

ilag muamelesi gdérmeyen (Ev-1uM) kontrol hiicrelerine paralel olarak 1uM Everolimus
beraberinde 1uM ABT-737 ila¢c kombinasyonu 24 ve 48 saat dilimleri igin hicre canliliginda
herhangi bir dedisiklie yol acmazken, 72 saat sonunda uygulanan bu ila¢g kombinasyonu
hiicre proliferasyonunda sadece %25 dususe sebebiyet vermistir (Sekil 45). Everolimus ile
beraber uygulanan ABT-737 konsantrasyonunun 5 ve 10uM’a kadar c¢ikariimasi hicre
canhliginda bir dususe sebebiyet vermemigtir.

RenCa hicrelerinin diger BHK hatlarina oranla daha yuksek Bcl-2 ifade ettigi goéz 6ninde
bulundurularak ($ekil 1) erRenCa hacrelerinin 10uM’dan daha yuksek ABT-737
konsantrasyonu ile muamele edilmelerine karar verilmistir. Literatiirde ABT-737 icin kullanilan
maksimum konsantrasyonun 50uM oldugu tespit edilmis (Zall vd., 2010), ancak bu ylksek
dozajin hayvan deneylerinde toksisiteye mahal verecedi ¢ekincesi ile erRenCa hicrelerinin
24, 48 ve 72 saat dilimlerinde 10, 15 ve 20 uM ABT-737 ile muamele edilmelerine karar

verilmistir.
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Sekil 46. erRenCa hiicrelerin ylksek konsantrasyonlarda ABT-737 muamelesi sonucunda

hicre canlihginin WST-1 testi ile belirlenmesi.

ilag muamelesi gdérmeyen (Ev-1uM) kontrol hiicrelerine paralel olarak 1uM Everolimus
beraberinde 1uM, 5 uM ve 10 yM ABT-737 ila¢ kombinasyonu 24, 48 ve 72 saat dilimleri i¢in
hicre canliiginda herhangi bir degisiklige yol agmazken, 15 ve 20 uM ABT-737 ilag
kombinasyonu 72 saat sonunda hiicre canliiginda sirayla ile %40 ve %70 diuglse sebebiyet
vermigtir (Sekil 46). Yapilan bu 6ncul deneylerimizin 1s1ginda erRenCa hucrelerinin Balb-c

modelinde kullanilabilecekleri kanisina varilmistir.

4.16 RenCa ve erRenCa hiicre modellerinde mTOR yolaginin incelenmesi

in vivo deneylerde kullaniimak (izere tarafimizdan Everolimus’a karsi direncli hale getirilen
RenCa (erRenCa) hicrelerinde, ilag direncinin mTOR sagkalim yolagina olan etkisi bu yolakta
gorev alan proteinlerin ifadelerine Western Emdirimi yontemi (Bolum 3.6) kullanilarak
bakiimistir. mTOR yolagi mTOR, mTOR-2448-P, p70S6K, p70S6K-T389-P, S6, S6-S235/236-
P, S6-S240/244-P, 4E-BP1, 4E-BP1-S65-P’'a 6zel antikorlar ile analiz edilmistir. Western

Emdirimi deneylerinde B-Aktin proteini miktar tayini igin yukleme kontrolu olarak kullaniimigtir.
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Sekil 47. RenCa ve erRenCa hucrelerinde mTOR yolaginda goérev alan protein ifadelerinin

Western Emdirimi yontemi ile tespit edilmesi.

RenCa hucreleriyle kiyaslandiginda erRenCa htcrelerinde mTOR kinazinin serin 2448’de
gerceklesen otofosforilasyonunda anlamli bir degigiklik gézlemlenmemistir (Sekil 47). Buna
karsin erRenCa hicrelerinde mTOR kinazi hedef proteini olan p70S6K’nin treonin 389'da
fosfatlanmasinda goérilen dusus p70S6 kinazinin kendi hedef proteini olan S6 protein kinazini
serin 235/236 ve serin 240/244 bolgelerinde fosfatlayamamasina sebebiyet vermistir. Ayni
sekilde erRenCa hiicrelerinde RenCa hucreleri ile kiyaslandiginda mTOR kinazinin bir diger
hedef proteini olan 4E-BP1 proteinin serin 65 bdlgesinde gerceklesen fosfatlanmasinda diisis
g6zlemlenmistir. Sekil 47°de gdsterilen veriler gdéz 6niine alindiginda hticre canlilik testleri ile
Everolimus’a karsi direncgli oldugu kanitlanan erRenCa hicrelerinde (bknz. 4.14) mTOR
yolaginin baskilandigi goérilmustir. Hicrelerin bu durumdan kagmak igin alternatif hicre

sagkalim ve hucre buyume yolaklarina yoneldikleri dugunulmustur.
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4.17 RenCa ve erRenCa hiicre modellerinde anti-apoptotik Bcl-2 ailesinin
incelenmesi

erRenCa hicrelerinin mTOR yolaginin baskilandigi halde ¢ogalabilmesinin anti-apoptotik Bcl-

2 ailesi Uyelerinin ifadelerindeki artis ile aciklanabilecegi disunilmustir. Bu baglamda RenCa

ve erRenCa hicrelerinde Everolimus ilag direncinin etkisini incelemek igin bu ailede yer alan

Bcl-2, Bcl-xL ve Mcl-1 proteinlerinin ifadelerine Western Emdirimi yontemi ile bakilmigtir.

Western Emdirimi deneylerinde B-Aktin proteini miktar tayini icin yukleme kontroll olarak

kullaniimiglardir.

RenCa erRenCa

- - Bel-2 (26kDa)
M e Bcl-xL (30kDa)

RN Mok (35KkDa)
e e [i-Aktin (42kDa)

Sekil 48. Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerinin ifade dlzeylerinin Western Emdirimi yontemi

ile tespit edilmesi.

RenCa ve erRenCa hiicreleri, anti-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerinin ifadeleri agisindan
karsilastiriimistir (Sekil 48). Bcl-2 protein ifadesi erRenCa hucrelerinde RenCa hucrelerine
kiyasla %20 oraninda artis gdstermistir. Bcl-xL protein ifadesinde ise %40 oraninda artig
g6zlemlenmistir. Everolimus direnci anti-apoptotik Bcl-2 ailesinin bir diger Gyesi olan Mcl-1
protein ifadesinde ise %40 oraninda dususe yol agmigtir. Bu veriler dogrultusunda erRenCa
hicrelerinin anti-apoptotik Bcl-2 ve Bcl-xL protein seviyelerinde tespit edilen artis bu hiicrelerin

mTOR yolagi baskilanmis olmasina ragmen ¢ogalabilmelerini géstermektedir.

4.18 Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun BHK hiicre hatti lizerindeki
etkisinin in-vivo deneyler ile dogrulanmasi

Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun kemoterap6tik 6zelliginin tespiti icin yapilan in-

vitro deneylerinin, in-vivo hayvan deneyleri ile desteklenebilmesi icin proje blnyesinde

geligtirilen Everolimus direngli RenCa (erRenCa) hiicre modeli kullanilarak balb-c farelerde

bdbrek kanseri olusturuimus ve Everolimus ve ABT-737 ilag enjeksiyonu basariyla

tamamlanmistir. Deney dizenegi “Gere¢ ve Yontem” kisminda Bolim 3.10'da “erRenCa
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Hucreleri ile Balb-c Farelerde Bobrek Kanseri Modeli Olusturulmasi” baglidi altinda detayli

olarak aciklanmistir.

Sekil 49. Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun timér olusumuna etkisinin in-vivo
deneyleri ile tespit edilmesi. a. Kontrol, b. Everolimus, c. ABT-737, d. Everolimus-ABT-737
kombinasyonu ile tedavi edilen. Balb-c farelerinde olugan tumor benzeri dokular, resimlerde

siyah ok ile gdsterilmiglerdir.

ilac muamelesine maruz kalmayan kontrol grubundaki sekiz hayvanda timér olusumu
g6zlemlenmistir (Sekil 49a). Kontrol hayvanlarina kiyasla sadece Everolimus ile muamele
edilen hayvanlarin sekizinden dérdinde timor olusumu gézlemlenirken (Sekil 49b), ABT-737
ile muamele edilen hayvanlarin sekizinden tgtinde timér olustugu tespit edilmistir (Sekil 49c).
llag kombinasyonu ile tedavi edilen hayvan grubunda ise sekiz hayvanin higbirinde timér
olusumu gozlemlenmemigtir (Sekil 49d).

Patolojik inceleme sirasinda hayvanlardan izole edilen organlar (timus, kalp, mide, bagirsak,
bdbrek, dalak, testis, akciger, karaciger ve beyin) Uzerinde ila¢ tedavisinin neden oldugu
herhangi bir toksik etkiye rastlanmamigtir. Yine patolojik inceleme sonucunda hayvanlarda
olusan tumor dokusunun bébrek hiicreli karsinom oldugu belirlenmistir (Sekil 50). Hayvanlarda
olusan timdrlerin dérdincl veya besinci evrelerde bulundugu tespit edilmistir (Tablo 1, 2, 3
ve 4). Ayrica hayvanlardan alinan organlardan olan timus, kalp, mide, bagirsak, bébrek, dalak,
testis, akciger, karaciger ve beyinde metastatik timér bulgusuna rastlanmamistir. Tablo 1’den
gérilecegi Uzere kontrol grubunda olusan timédrlerin evresi ¢ogunlukla 4 olarak tespit
edilmistir. Everolimus grubundaki 8 hayvandan 4’ inde timor gelisimi gdézlenmis ve gelisen

timorlerden ikisinin evresi 5 olarak tespit edilirken diger ikisi 2. ve 4. evre olarak
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tanimlanmistir. ABT-737 tedavisini alan hayvanlarin sadece 3’ Ginde 5. evre tumdr gelisimi
tespit edilmistir. Bu durum Everolimus’a direngli bdbrek kanser tedavisinde ABT-737 mono
terapisinin de basarili olabilecegine isaret etmektedir. Kombine tedavi géren fare grubumuzda
hi¢ timor olusumu gérmememiz in-vitro deneylerimizi dogrular nitelikte olup Everolimus-ABT-
737 kombinasyon tedavisinin ila¢ direngli bébrek kanserinde dogru bir yaklasim oldugu

izlenimini vermektedir.

Tablo 1. Kontrol grubu hayvanlarindan alinan timdrlerin patolojik inceleme sonuglari

Kontrol | Timor Evre/nekroz
H1 Bobrek hucreli karsinom | 4/+
H2 Bdbrek hicreli karsinom | 5/+
H3 Bobrek hicreli karsinom | 4/+
H4 Bobrek hicreli karsinom | 5/+
H5 Bobrek hicreli karsinom | 4/+
H6 Bobrek hicreli karsinom | 4/+
H7 Bdbrek hicreli karsinom | 4/+
H8 Bobrek hucreli karsinom | 4/+

Tablo 2. Everolimus grubu hayvanlarindan alinan timdrlerin patolojik inceleme sonuglari

Everolimus Tlimor Evre/nekroz
H1 Bdbrek hicreli karsinom 5/+

H2 Tumor yok -

H3 Tamor yok -

H4 Tamor yok -

H5 Bdbrek hicreli karsinom 4/-

H6 Bdbrek hicreli karsinom 2/-

H7 Tamor yok -

H8 Bdbrek hicreli karsinom 5/+

Tablo 3. ABT-737 grubu hayvanlarindan alinan timérlerin patolojik inceleme sonuglari

ABT-737 Timor Evre/nekroz

H1 Bobrek hucreli karsinom 5/-
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H2 Bobrek hicreli karsinom 5/-
H3 Tamor yok -
H4 Tamér yok -
H5 Tamor yok -
H6 Tamor yok -
H7 Tamor yok -
H8 Bobrek hucreli karsinom 5/-

Tablo 4. Kombinasyon grubu hayvanlarindan alinan timarlerin patolojik inceleme sonuglari

Kombinasyon Timoér | Evre/nekroz
H1 Tumor yok -
H2 TUumor yok -
H3 TUumor yok -
H4 TUumor yok -
H5 Tamér yok -
H6 Tamor yok -
H7 Tamor yok -
H8 Tamor yok -
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Kontrol

Everolimus

ABT-737

Sekil 50. Hayvanlardan elde edilen tumoér dokularinin histopatolojik olarak incelenmesi. a.
Yumusak dokuda genis nekroza sahip timor; b. Pleomorfizim ve genis mitoz igeren timor; c.
Yumusak dokuda solit timoér; d. Eozinofilik ve agik¢a gérinir nikleolide sahip pleomorf timor
hlcreleri; e. Asiri nikleer pleomorfizm gésteren timér, nekrozlu dev hicreler; f. Sarkomatoid

dedifferentiation gdsteren timadr dokusu.

4.19 FKBP38 proteini ile Bcl-2 proteininin etkilesiminin incelemesi

Projemizin son is paketi kapsaminda, kombinasyon tedavide kullandigimiz Everolimus ve
ABT-737 ilaclarinin hedef aldigi molekiler yolaklar arasindaki baglantida FKBP38 proteinin
roli arastirilmistir. FK506 protein ailesinin bir Gyesi olan FKBP38 proteini hem mTORC1
kompleksine hem de anti-apoptotik Bcl-2 ve Bcl-xL proteinlerine baglanabilmektedir (Bai vd.
2007, Choi vd. 2011). Literatlrdeki bu bilgiye dayanarak, projemiz binyesinde o6ncelikle
FKBP38 ile Bcl-2 veya mTOR proteinlerinin etkilesimi es-immiin ¢okeltme yéntemi kullanilarak

incelenmistir (Bélim 3.7).

63



Kontrol  [.G.: FKBP38 Kontrol  [.C.: Bel-2

Sekil 51. A-498 hicrelerinde immun ¢dkeltme yontemi kullanilarak proteinlerinin (a) FKBP38

FKBP38 (40kDa)

antikoru ya da (b) Bcl-2 antikoru ile ¢oktirilmesi sonrasinda FKBP38-Bcl-2 protein-protein

etkilesiminin Western Emdirimi yontemi kullanilarak belirlenmesi.

A-498 protein lizatlarindan anti-FKBP38 antikoru kullanilarak ¢okeltilien FKBP38 proteinin Bcl-
2 ile etkilesiminn belirlendigi Sekil-51A Ust blotunda gorilecegi Uzere A-498 hiicrelerinde az
da olsa FKBP38-Bcl-2 protein etkilesimi mevcuttur. Deney sonuglarimizin saglanmasi igin
hicre lizatlari bu kez anti-Bcl-2 antikoru ile bekletiimis ve membrana aktarilan proteinler anti-
FKBP38 antikoru ile etiketlenmistir (Sekil 51B, alt blot). Deney sonucunda herhangi bir ilag
muamelesi gormemis A-498 hicrelerinde FKBP38 proteininin  de es-immin ¢dkelmesinin
gerceklendigi kanitlanmistir (Sekil 52). Sonuclarimiz higbir ilag muamalesine maruz kalmayan

A-498 hucrelerinde FKBP38 ile Bcl-2 proteininin etkilesime girdigini gostermektedir.

Kontrol  [.G.: FKBP38 Kontrol  1.C.: mTOR

- mTOR (289kDa) _ mTOR (289kDa)

FKBP38 (40kDa)

FKBP38 (40kDa)

Sekil 52. A-498 hicrelerinde immun ¢okeltme ydntemi kullanilarak proteinlerinin (a) FKBP38
antikoru ya da (b) mTOR antikoru ile ¢okturilmesi sonrasinda FKBP38-mTOR protein-protein

etkilesiminin Western Emdirimi yontemi kullanilarak belirlenmesi.

Bcl-2 proteini ile etkilesime girdigini gosterdigimiz FKBP38 proteininin mTOR proteini ile de
etkilesime girdigi higbir ilag muamelesi uygulanmamig A-498 hucrelerinde yukarida izlenilen
yaklagimla iki yonlu olarak yapilan es-immun ¢okeltme yontemi ile kanitlanmistir (Sekil 52A ve
B).
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4.20 ilag uygulanan A-498 hiicrelerinde FKBP38 proteinin Bcl-2 ve mTOR proteinleri
ile etkilesiminin incelemesi

Projemizin bir sonraki asamasinda Everolimus ve ABT-737 kombinasyon muamelesinin

FKBP38 proteininin Bcl-2 proteini ile olan etkilesimine nasil etki ettidi es-immun ¢okeltme

yontemi kullanilarak incelenmigtir (Bolum 3.7). Yapilan denyelerde A-498 hucreleri

kullaniimistir.

Kontrol I.C.: Bcl-2

Everolimus - . -
ABT-737 .

| r $ > 3
1T e

Sekil 53. A-498 hicrelerinin ilag muamelesi sonrasinda proteinlerinin Bcl-2 antikoru ile
¢okturulmesi sonrasinda FKBP38 ile olan iligkisinin Western Emdirimi yontemi kullanilarak

belirlenmesi.

Sekil 53'te gorilecegi Uzere kontrol ve Everolimus uygulanan A-498 hicrelerinde Bcl-2-
FKBP38 protein-protein etkilesimi ABT-737 mono ve kombine muamelesine gore daha ylkzek
bulunmustur. Bu sonug, Everolimus mTOR kinazina baglandidi icin serbest kalan FKBP38’in
Bcl-2'yu segmesiyle acgiklanabilir.

ilac muamelesi gérmeyen A-498 hiicrelerinde gdsterilen FKBP38 ve mTOR etkilesimine,
kombinasyon tedavisinin nasil etki ettigi es-immin ¢okeltme ydntemi yapilarak incelenmigtir
(Bolim 3.7).

Kontrol I.C.: FKBP38

Everolimus - 4 N } 5

ABT-737
. §  preres
e

Sekil 54. A-498 hiicrelerinin ilag muamelesi sonrasinda proteinlerinin FKBP38 antikoru ile

cOkturulmesi sonrasinda mTOR ile olan iligkisinin Western Emdirimi yontemi kullanilarak
belirlenmesi.

A-498 hucrelerinde everolimus ve ABT-737 tek basina uygulandiginda FKBP38-mTOR protein
etkilesimini arttitmistir (Sekil 54). En fazla es-¢cokelmesi gergeklesen mTOR proteini ise

kombinasyon muamalesi sonucunda goérilmustar.
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4.21 A-498 hicrelerinde FKBP38 proteininin susturulmasi

FKBP38 proteinin Bcl-2/Bcl-xL gudumli apoptotik direng mekanizmasindaki roliind anlamak
icin FKBP38 proteini A-498 hilcrelerinde shRNA yontemi ile sessizlestirilmigtir. FKBP38
proteinin sessizlestirip sessizlestirilemedigini A-498 hucrelerinden elde edilen protein
lizatlarinda FKBP38 proteininin miktarinin tayini ile teyit edilmigtir. Bunun icin Western

Emdirimi yontemi kullaniimigtir (Bélum 3.6).

1 2 3 <

QT-
AR . s eta-Aktin (38kDa)

Sekil 55. A-498 hicrelerinde shFKBP38 aktarimi sonrasinda FKBP38 protein ifadesinin

Western Emdirimi ile tespit edilmesi. (1) shRNA aktarimi yapilmamis kontrol hicreleri; (2)

Kontrol shRNA aktarimi yapilmis htcreler; (3) MOI=1 ile shFKBP38 aktarimi yapilmis hicreler;
(4) MOI=2 ile shFKBP38 aktarimi yapilmis hlicreler.

Sekil 55'de shFKBP38 aktarimi sonrasinda FKBP38 protein miktarinin (4. serit) kontrol (1.
Serit) ve kontrol shRNA (2. Serit) ile enfekte edilen hiicrelere kiyasla ciddi oranda azaldigi
gOsterilmistir. Bu sonug FKBP38’in A-498 hucrelerinde basarili bir sekilde susturuldugunu
kanitlamaktadir.

4.22 Susturulmus FKBP38 proteininin Everolimus muamelesi sonucunda hticre
canlhihgina etkisinin incelenmesi

FKBP38 proteininin Everolimus direng mekanizmasindaki rolini tespit etmek icin A-498-

shFKBP38 hicrelerine farkli dozlarda Everolimus muamelesi uygulanmis ve FKBP38

proteininin eksikliginin Everolimus diren¢ mekanizmasindaki roli hdcre canlilik testi

kullanilarak incelenmigtir (Bélum 3.3).
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Sekil 56. Farkli dozlardaki Everolimus’un 24 saat boyunca muamelesinin, (a) kontrol shRNA

ve (b) shFKBP38 aktarimi yapiimis A-498 hicre canhhigina etkisinin WST-1 testi ile

belirlenmesi.

Sekil 56’da 24, saat boyunca uygulanan farkl dozlardaki Everolimus’un hiicre canliligina etkisi
g6sterilmistir. Onceki sonuglarimizi destekler sekilde FKBP38'i susturulmamis kontrol
hicrelerinde ve kontrol shRNA ile enfekte edilmis hlicrelerde Everolimus sitotoksik bir diistise

yol agmamis olup FKBP38'in hicre canhligi tzerinde bir etki gostermedigi gozlemlenmistir.
shFKBP38 aktarimi yapilmig A-498 hicrelerinin bakteriyel kontaminasyona daha hassas hale

gelmelerinden dolayi deney bir kez tekrar edilebilmig olup yayin agamasi igin 3 tekrar daha
yapilmasi planlanmaktadir.
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5. TARTISMA/SONUC

HIF ve PI3K/AKT/mTOR yolaklari Bobrek Hucreli Karsinomanin olusumu ve gelisimde dnemli
rol oynamaktadirlar. Bu sebeple ileri evre BHK hastalarinin tedavilerinde bu yolaklari
molekuler olarak hedef alan ilaglar kullaniimaktadir (Lieberthal ve Levine 2009, Banumathy ve
Cairns 2010). Bu ilaglardan biri olan Everolimus’un metastatik BHK tedavisinde ikinci basamak
olarak kullanimi FDA tarafindan onaylanmistir. Everolimus tedavisinde progresyonsuz
sagkalim oraninin dusidk olmasi ve tumoérlerin Everolimus’a diren¢g géstermeleri BHK
tedavisinde uygulanmak tzere yeni stratejilerin gelistirilmesini zaruri kilmistir (Voss vd. 2011).
Pek cok kanser tipinde gérilen ilag direnci anti-apoptotik Bcl-2 protein seviyesindeki artigla
baglantilidir. Ayni sekilde BHK timoérlerinin de Everolimus’a karsl kazandigi direncin bir geri
bildirim yolu olarak Bcl-2 protein seviyesiyle iliskilendirilebilecegi 6ne surtlmustir (Santoni vd.
2014, Giaccone ve Pinedo 1996). Bcl-2 proteininin anti-apoptotik etkisini baskilamak igin
kullanilan ve BH3 boélgesi taklidi olan ABT-737 kuglk hicreli akciger kanseri ve tiroid kanseri
gibi bazi kanser turlerinin tedavisinde kullaniimis ve umut verici sonuglar dogurmustur (Hann
vd. 2008, Broecker-Preuss vd. 2016). Bu bilgilerin 1s1§inda, projemiz binyesinde yeni bir BHK
tedavisi stratejisi olarak Everolimus ile ABT-737 kombinasyonu kullaniimis ve bu ilag
kombinasyonunun BHK uUzerindeki etkisi in-vitro ve in-vivo deneyler araciliiyla incelenmistir.
Proje kapsaminda elde ettigimiz sonucglar Everolimus’a karsi gelisen ilag direncinin
kombinasyon tedavisi ile Ustesinden gelinebilecegini gostermislerdir. Bu sebeple, literatirde
ilk defa bu proje blinyesinde uygulanan kombinasyon muamelesinin BHK tedavisinde yeni bir
terapdétik fayda saglayabilecegi soylenebilir.

Projemizde ilk olarak doért fakli BHK hicre hattindaki anti-apoptotik Bcl-2 ailesi Uyelerinin
protein seviyelerini bakilmistir. Bu BHK hlcre hatlar arasindan primer boélge A-498 ve
metastatik bolge Caki-1 hiicreleri Bcl-2 proteinini en ylksek seviyede ihtiva ettikleri igin proje
kapsamindaki diger deneylerde de bu iki hiicre hatti kullaniimistir. Oncelikle bahsi gegen hiicre
hatlarinda Everolimus ve ABT-737 ilaclarinin sitostatik dozlari belirlenmistir. Elde edilen
sonugclara istinaden A-498 hicreleri igin 1uM Everolimus ve 5uM ABT-737, Caki-1 hucreleri
icin ise 1uM Everolimus ve 10uM ABT-737 konsantrasyonlari kombinasyon muamelesi icin
uygun dozlar olarak belirlenmislerdir. Hlcre canlilik testi sonunda her iki hiicre hattinda da
Everolimus tek bagina uygulandiginda ilag direnci gozlemlenmistir. Bu sonug literatur ile uyum
gostermektedir (Juengel vd. 2014). Everolimus muamelesine kiyasla ABT-737 tek bagina 72
saat boyunca uygulandiginda primer A-498 hicre canliiginda istatistiksel olarak anlamli bir
dususe yol acarken, ABT-737 muamelesi sonunda Caki-1 hiicre canlihginda anlamli bir disis
gozlenmemigstir. Ni ve digerlerinin hepatoselluler karsinomada gosterdikleri gibi, bunun sebebi
olarak yuksek miktarda ifade edilen Bcl-2 proteininin ABT-737 direncine sebep olabilecegi

soylenebilir (Ni vd. 2014). ilaglarin tek bagina kullanima kiyasla, kombinasyon muamelesi 48
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ve 72 saatin sonunda hem A-498 hem de Caki-1 hlcre canliliginda anlamli bir distse yol
acmigtir.

Hucre canliiginda gézlemlenen bu dusistn Everolimus ve ABT-737 ila¢ kombinasyonunun
hicre donglsu Uzerindeki etkisinden kaynaklanip kaynaklanmadigi arastiriimigtir.
Kombinasyon muamelesi sonucunda her iki hicre hattinda da hiicre dongusunin G1 fazindan
rol oynayan ve DNA replikasyonunun baglamasindan sorumlu olan siklin proteinlerinin
ifadelerinde duslise yol agmasi, uygulanan ila¢g kombinasyonunun hiicre doéngusunid G1
fazinda durdugunu gostermektedir.

mTOR kinazi hiicre blylimesi ve ¢ogalmasindan sorumlu oldugu icin hicre donglsunde yer
alan proteinlerin ifadelerinde gorilen artis veya azalis mTOR yolaginin aktivitesi ile yakindan
iliskilidir. Nitekim mTOR kinazinin hicre dongusu proteinlerinden biri olan siklin D1’in
translasyonunda rol oynadigi literatirde gosterilmistir (Averous vd. 2008). Bu sebeple, ilag
kombinasyonu sonucunda hiicre déngusuinde gorilen duraklamanin, kombinasyonun mTOR
yolagina olan etkisinden kaynaklanip kaynaklanmadigi arastirilmistir. Elde edilen sonuglar
iIsiginda Everolimus muamelesinin mTOR kinazinin serin 2448’de fosfatlanarak aktive
olmasini engelledigi ve bundan miutevellit olarak mTOR kinazi hedef proteini olan p70S6K’nin
treonin 389’da fosfatlanmasinda bir diisus gerceklestigi gbzlemlenmistir. Bu durumda p70S6
kinazi kendi hedef proteini olan S6 protein kinazini serin 235/236 ve serin 240/244 bolgelerinde
fosfatlayamayarak protein sentezini baglatamamaktadir. Ote yandan mTOR kinazinda
Everolimus muamelesi sonunda goérilen otofosforilasyonun baskilanmasi, bir diger mTOR
hedef proteini olan 4E-BP1 ve 4E-BP1 fosfatlanmis tlrevlerinin ifadelerinde de dislse yol
acmigtir. ABT-737 ilacinin tek basina uygulandidinda mTORC1 kompleksi Uzerinde
Everolimus tarafindan gorilen etkiye yol ag¢madidi, hedef proteinlerin fosfatlanmis
turevlerindeki ifadeleri incelendiginde gorulmustiur. Ancak, iki ilacin kombinasyonunun
MTORCL1 yolagini Everolimus’a kiyasla en az iki kat daha etkili bir sekilde baskiladigi tespit
edilmigtir.

Everolimus ilag¢ direncine neden oldugu dustnulen bir diger geri bildirim yolagi mTORC2
yolagidir. mTORC1 yolagina ek olarak mTORC2 yolad incelendiginde Everolimus ve ABT-
737 ilag kombinasyonunun kompleks bilinyesinde bulunan mTOR’un serin 2481'de
gergeklesen otofosforilasyonunda ifade dusisune yol agtigi géralmastir. Bu disis mTOR’un
hedef proteini olan AKT’nin serin 473 (Copp vd. 2009) bélgesinde fosfatlanamamasina sebep
olmaktadir. Bu sebeple inaktif olan AKT hem sagkalim yoladini harekete gegiremez hem de
apoptoz yolagi Uzerindeki inhibitor etkisini kaybeder. Bu baglamda, elde edilen veriler
degerlendirildiginde Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun mTORC2 yolagini da

inaktive edebilecegi gdsterilmigtir.
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Everolimus ve ABT-737 kombinasyonu sonucunda hicre canliiyinda gézlemlenen disus,
kombinasyonun mTOR yolagi Uzerindeki baskilayici etkisine ek olarak hicre 6lim
mekanizmasini harekete gecgirmesiyle de iligkili olabilmektedir. Nitekim yapilan deneyler
kombinasyon muamelesinin apoptotik A-498 ve Caki-1 hicre oranlarini anlaml bir sekilde
artirdigini gdstermistir. Hiicre 6lim mekanizmasi molekiler olarak incelendiginde, ilag
kombinasyonuna tabi tutulan hicrelerde apoptotik aktivatérlerinden olan pargalanmis kaspaz
9 ve kaspaz 3'e rastlanmistir. ilag kombinasyonuna ek olarak ABT-737nin tek basina
uygulandiginda da apoptozu baslatabildigi iki hiicre hattinda da gosterilmistir.

Baslayan apoptoz mekanizmasinda Bcl-2 ailesi Uyelerinden olan Puma ve Noxa'nin roli
arastirildiginda, ilag kombinasyonunun A-498 hiicrelerinde p53 protein seviyesinde disuse yol
actigi ve bu dislse paralel olarak Puma proteininin de ifadesinin distigl gézlemlenmistir.
p53’Gn Puma’nin transkripsiyonundan sorumlu olmasi bu sonucu agiklamaktadir. Puma’ya
kiyasla transkripsiyonu yine p53 tarafindan gerceklestirilien Noxa proteini ifadesinde ABT-737
monoterapi ve kombinasyon terapisi sonunda goézlemlenen artis Noxa'nin Bcl-2 ailesi
proteinlerinden sadece Mcl-1 ile etkilesime girmesi ve ABT-737 ilacinin Mcl-1 proteinini
baskilamamasi ile aciklanabilmektedir (Chen vd. 2005, Kuwana vd. 2005).

Bcl-2 ailesi proteinleri, evrimsel olarak korunmus boélge olan BH3 bdlgesi araciligiyla
birbirleriyle etkilesime girerek apoptoz mekanizmasini kontrol ederler. ABT-737’'nin Bcl-2
proteininin BH3 bolgesini hedef alarak onun diger Bcl-2 ailesi proteinleriyle olan etkilesimini
engellemesinin, ABT-737 ve Everolimus kombinasyonu sonucunda gorilen apoptoz
mekanizmasini nasil etkiledigi de molekller olarak arastirilmistir. Bcl-2 proteininin esnek
bdlgesinde bulunan serin 70’de gergeklesen fosfatlanma, Bcl-2’nun ayni ailedeki diger
proteinlerden olan Bax ve Bim ile olan etkilesimini azaltmakta ve bu sayede apoptoz
mekanizmasini harekete gecirmektedir (Shitashige vd. 2001, Bassik vd. 2004). ABT-737
monoterapi ve kombinasyon muamelesi sonucunda yikima ugrayan Bcl-2 protein ifadesinde
gérilen disis; ayni proteinin serin 70’de fosfatlanmig tirevinde de gézlemlenmistir. ilag
kombinasyonu sonucunda indlklenen apoptoz mekanizmasinin serin 70’de fosfatlanan Bcl-2
tirevinde gorulen dususle karsithk gostermesi FKBP38 proteininin  fosfatlanmanin
gercgeklestigi esnek bolgeye baglanarak fosfatlanmayi engellenmesi ile agiklanabilir (Kang vd.
2005). Nitekim yapilan es-immudn c¢okeltme sonuglar tek basina uygulanan ABT-737
muamelesi sonunda FKBP38 proteininin kontrol hicrelerine kiyasla daha az Bcl-2 proteinine
baglandigini gostermektedir.

Literatirde Bcl-2 proteininin serin 70’de fosfatlanmasinin Bcl-2-Bax ve Bcl-2-Bim protein-
protein interaksiyonunu azalttigi ve bu sebeple apoptoz mekanizmasini harekete gecirdigi
belirtiimistir (Shitashige vd. 2001, Bassik vd. 2004). Bu bilgiye dayanilarak ABT-737 veya onun

Everolimus ile kombinasyonu sonucunda aktive olan apoptotik yolak, FKBP38 proteini ile
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ekilesiminden dolayl serin 70’de fosfatlanmasi gergeklesmeyen Bcl-2 proteininin BH3
bolgesinin de ABT-737 tarafindan bloklanmasi sonucunda Bim proteininin Bcl-2'ya
baglanamayarak Bax ile etkilesime girmesiyle agiklanabilir. ilag kombinasyonu sonunda Bim
protein ifadesinde artis gézlemlenmesi bu hipotezi dogrular nitelikledir.

Literatirde Onerildigi Gzere Bcl-2 ve mTOR proteinlerinin FKBP38 igin rekabet iginde olmalari,
projede Everolimus ile bloke edilen mTOR yolagi ve ABT-737 ile engellenen Bcl-2 gudumlu
apoptik yolak agisindan 6nem tagimaktadir (Ma vd. 2010). Bu sebeple FKBP38 proteininin
BHK’'da goérilen ilag direnci Uzerinde etki sahibi olup olmadigini anlamak igin A-498
hicrelerinde FKBP38 proteini susturulmus ve bu hicreler farkli dozlardaki Everolimus ile
muamele edilmiglerdir. Deney sonucunda FKBP38'in hiicre canliiginda bir disise vyol
acmadigi, fakat hicre cogalmasini durdurdugu goézlemlenmistir. Bu sonucu kesin olarak
kanitlayabilmek icin FKBP38 proteininin hicre dongusu (zerideki rolinin detaylica
incelenmesi ve deneylerin tekrarlanmasi gerekmektedir.

in-vitro deneyleri ila¢ kombinasyonunun mTOR vyolagini baskilayarak hiicre déngisiinii
durdurdugunu ve ayni zamanda hucre 6lumuna bagslatarak hicre canliliyinda ciddi bir disuse
yol actigini gdstermislerdir. Bu sonuglar in-vivo deneylerin éniinii agmistir. in-vivo deneylere
baslamadan 6nce bu deneylerde kullanilacak olan RenCa hicrelerinde yapilmis olan
Everolimus ve ABT-737 doz calismalari, bu hicrelerin 6zellikle Everolimus’a kargi hassas
olduklarini géstermistir. Sonuglarimizi destekler sekilde Everolimus muamelesinin RenCa
hucrelerinin ¢ogalmasini ve canliligini baskilandigi literatirde gosterilmigtir (Hirayama vd.
2016). RenCa hucrelerinin Everolimus’a karsi gosterdigi bu hassasiyetin Gstesinden gelmek
icin projemiz blnyesinde Everolimus’a direnc¢li RenCa (erRenCa) hticreleri gelistiriimistir. Bu
hucrelere kazandirilan Everolimus direnci hicre canlilik deneyleri ile kanitlanmigtir. Artan
Everolimus konsantrasyonlari sonucunda erRenCa hicre canhliginda herhangi bir disus
gbzlemlenmezken, bu hlcrelerde mTOR kinazinin hedef proteinlerinin fosfatlanmasinin
tamamen engellendigi goérulmustur. Yapilan kapsamh deneyler goéstermistir ki, tipki
Everolimus’a direngli A-498 ve Caki-1 hicrelerinde oldugu gibi erRenCa hicreleri RenCa
hicrelerine kiyasla yiuksek oranda anti-apoptotik Bcl-2 proteini ihtiva etmektedir. Bcl-2
proteininde gozlemlenen bu artis, mTOR yolagi baskilanmis olmasina ragmen erRenCa
hucrelerine hayatta kalma avantajini saglamistir.

erRenCa hucreleri kullanilarak Balb-c farelerinde olusturulan bébrek kanseri modelinde ilag
kombinasyonunun in-vivo etkisi incelenmigtir. Higbir tedaviye maruz birakiimayan kontrol
grubundaki hayvanlar ile Everolimus veya ABT-737 tedavisi alan hayvan gruplarinda tumor
olusumu gézlemlenmistir. ilag muamelesi ile tedavisi gergeklestirilen hayvan grubundaki
hayvanlarin higbirinde tiumoér olusumunun gézlemlenmemesi Everolimus ve ABT-737 ilag

kombinasyonunun anti-timér etkisini kanitlamaktadir. Bu sonuglara ek olarak ilag
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kombinasyonunun deney duzeneginde kullanilan hayvanlarin higbirinde toksisiteye yol
agmamis olmasi uygulanan dozlarin tolere edilebildigini gdstermistir. Bu sonug literatirde
hicbir toksik etki gostermeyen ikili ilag kombinasyonlarinin terapdtik yararini gdsteren

¢alismalarla paralellik sunmaktadir (Zhu vd. 2012, Paoluzzi vd. 2008).

Projemizde FKBP38 proteininin Everolimus ve ABT-737 ilag kombinasyonunun hedef aldigi
molekuller yolakta ©6nemli bir rol oynadidi Onerilmigtir. Bu dogrultuda yapilan deney
sonuclarimiz A-498 hdicrelerinde susturulan FKBP38 proteininin hicre c¢ogalmasinda
duraklamaya yol actigini gostermislerdir. Sonuclarimizin teyidi icin takibi deneylerde
FKBP38’in molekiler olarak hlicre dongusu Uzerindeki roliniin detayl olarak arastiriimasi
gerekmektedir. Bu baglamda A-498 hucre hattina ek olarak FKBP38 proteininin dneminin
metastatik Caki-1 hlicre hattinda da tespit edilmesi gerekmektedir. Proje ciktilarimizin son is
paketi icin yapacadimiz makalede bu hicrelerde FKBP38 proteininin shRNA teknigi
kullanilarak susturulmasina baslanmistir.

Proje ciktilarimizdan elde ettigimiz sonuclarin teyidi icin diger bir 6nerimiz ise; her iki hiucre
hattinda da Everolimus ve/veya ABT-737'nin muamelesi sonrasi Bcl-2 proteini ile es-immin
¢okeltiime yapilarak Bcl-2'nin etkilesimde oldugu farkli proteinlerin kitle spektrometrisi
proteomik calismalari ile belirlenmesidir. Kitle spektrometrisi ayni zamanda FKBP38'in
etkilesimde bulundugu diger proteinlerin belirlenmesi igin FKBP38 ile es-immun ¢dkeltme
yapilan érnekler Uzerinde yapilacaktir. Boylelikle FKBP38 ve Bcl-2 ile etkilesen proteinlerin
belirlenmesi hedeflenmektedir. Bu proteinler igerisinde sag kalim yolaginda gérev alan
proteinlerin shRNA ile susturulmasi yapilacak ve mono ve kombine tedavilerden hiicre sag
kaliminin nasil etkilendigi tespit edilecektir. Calismalarda proje blinyesinde satin aldigimiz ve
elimizde mevcut olan antikorlar ve sarf malzemeler kullanilacak ve Yeditepe Proteomik
laboratuvardinda bulunan Thermo Dionex™ UltiMate™ 3000 RSLCnano System ve Bruker
Compact (CaptiveSpray Nano-Electrospray lonisation — UHR-quadrupole Time-of- Flight) ile

proteomik analiz gerceklestirilecektir.
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