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OZET

Akciger kanseri, kanserin sebep oldugu O6lim nedenleri arasinda kanser tiirleri
arasinda ilk sirada yer almaktadir. Akciger kanseri gittikge artan goriilme sikligi ve
tedavinin saglanma oranlarindaki diinya capindaki diisikk diizeylerdeki seyri
molekiiler mekanizmasinin aydmlatilmasina ve yeni tedavi stratejilerinin
gelistirilmesi gerektigini gostermektedir. Bu kapsamda hiicre dongiistinde kritik rol
oynayan CDK 4/6 proteinlerinin ve blokajlarim1 saglayan inhibitorlerin roli
degerlendirilmek istenmistir. Disiik dozda dahi efektif rol oynayan abemasiklib
antineoplastik aktivitesi CDK4 ve CDK6'nin ATP-baglama alaninin yariggil bir
inhibitorii olarak hareket etmesidir. Ayrica CDK4'e kars1 afinitesi CDK6'ya gore 14
kat daha gii¢lii oldugu gosterilmistir. Abemasiklib diger CDK 4/6 inhibitorlerinden
olan palbosiklib ve ribosiklib ile kiyaslandiginda CDK4-siklin D1 kompleksi igin
yuksek secicilik gostermektedir. Abemasiklib fonksiyonel grubu sayesinde,
palbosiklib ve ribosiklibe kiyasla CDK4/6 ATP yarikta daha iyi bir tamamlayici etki
gostermektedir. Abemasiklibin bu kapsamdaki hiicresel diizeydeki rolii aydinlatilmak
istenmistir. Bu sebeple ya§ metabolizmasi, otofajik siireg ve daha Once
arastirilmamis olan endoplazmik retikulum stresi tizerindeki etkisine odaklanilmistir.
Ayni zamanda PI3K/akt/mTOR yolag: iizerindeki roli de arastirilmistir. Akciger
kanserinde abemasiklibin rolu irdelenmek Gzere in vitro analizler gergeklestirilmistir.
Bu amagla akciger kanseri hiicre hatti olan A549 ve bronsiyal epitel hiicre hatt1 olan
Beas-2B hucreleri  kullanilmistir.  Akciger kanseri hiicrelerine abemasiklib
uygulamasi hiicresel diizeyde proliferasyona ket vurmaktadir. Ayn1 zamanda enerji
metabolizmasinda kritik rol oynayan AMPK protein ifadesinde ki azalmada
abemasiklibin enerji metabolizmasini engelleyici yonde ilerledigini gostermektedir.
Gergeklestirilen floresans boyalar ile de AMPK yolag:i iizerindeki etkisi
desteklenmektedir. /n vitro analizler sonucu akcier kanseri hiicre hatlarinda
abemasiklib uygulamasi endoplazmik retikulum stresine neden olarak apoptotik
stirecin desteklendigi ve hiicresel diizeyde anti-tiimoral aktivite gosterdigi sonucu

ortaya ¢ikarimstir.



ABSTRACT

Lung cancer ranks first among cancer types among the causes of death caused by
cancer. The increasing incidence of lung cancer and the worldwide low level of
treatment delivery show that its molecular mechanism should be elucidated and new
treatment strategies should be developed. In this context, the role of CDK 4/6
proteins, which play a critical role in the cell cycle, and inhibitors that provide their
blockade were evaluated. The antineoplastic activity of abemaciclib, which plays an
effective role even at low doses, is that it acts as a competitive inhibitor of the ATP-
binding site of CDK4 and CDKG®. In addition, its affinity for CDK4 has been shown
to be 14 times stronger than CDKG6. Abemaciclib shows high selectivity for the
CDK4-cyclin D1 complex compared to palbociclib and ribociclib, which are other
CDK 4/6 inhibitors. Thanks to the abemaciclib functional group, CDK4 / 6 ATP has
a better complementary effect in the cleft than palbociclib and ribociclib. The role of
abemacycline at the cellular level in this context has been aimed to be elucidated.
Therefore, the focus is on fat metabolism, autophagic process and its effect on
endoplasmic reticulum stress, which has not been investigated before. It has also
been investigated in its role on the PI3K/Akt /mTOR pathway. In vitro analyzes were
performed to examine the role of abemaciclib in lung cancer. For this purpose, A549,
a lung cancer cell line, and Beas-2B, a bronchial epithelial cell line, were used.
Abemaciclib application to lung cancer cells inhibits proliferation at the cellular
level. It also shows that abemaciclib inhibits energy metabolism in the decrease in
AMPK protein expression, which plays a critical role in energy metabolism. The
effect on the AMPK pathway is also supported by the fluorescence staining
performed. As a result of in vitro analysis, it was revealed that abemaciclib
application in lung cancer cell lines caused endoplasmic reticulum stress, supporting

the apoptotic process and demonstrating anti-tumoral activity at the cellular level.



1 GIRIS VE AMAC

Akciger kanseri pulmoner karsinom olarak da adlandirilan, tiim diinyada kanser
siralamasinda ilk siralarda yer alan ve Oliim orani oldukg¢a yiiksek olan kanser
tiriidiir. Diinya niifusundaki artis ve yaslanmaya bagl olarak bu oran giin gegtikce
artmaktadir [4]. 1950’lerin sonlarinda sigara kullanimina bagli olarak tiim diinyada
onemli bir saglik sorunu halini almaktadir. Ulkemizde ve diinya genelinde erkekler
de goriilme sikligir ilk swralarda yer alirken kadmlarda da dordiincii sirada yer
almaktadir. Bu derece dnemli olan kanser tiiriiniin nedenleri de olduk¢a O6nem arz
etmektedir. Tiitlin ve tiitlin Uriinlerinin kullanimmin yam sira ¢esitli kimyasal gazlar,
genetik ve ¢evresel faktdrler 6nemli bir yer tutmaktadir [7]. Oliim oram oldukc¢a
yuksek olan akciger kanserinin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasi iizerine
yapilan caligmalar O6nem arz etmektedir. Akciger kanserinde goriilen gen
mutasyonlar1 arasinda EGFR (Epidermal biiylime faktorii reseptdor gen), ALK
(anaplastik lenfoma kinaz gen), MET (mezankimal-epitelyal transizyon), ROS-1
(ROS proto-onkogen 1, reseptor tirozin kinaz), BRAF (v-Raf murin sarkomu viral
onkogen homologu B) ve KRAS (Kirsten rat sarkoma 2 viral onkogen homolog) yer
almaktadir [11]. Buna bagli olarak yapilan caligmalarin yetersizligi ve akciger
kanserinin aydmlatilmasina baglh olarak tedavi stratejilerinin gelistirilmesi 6nem arz

etmektedir.

Kanser cesitleri arasinda en belirgin ortak 6zellik hiicresel proliferasyondur. Buna
bagl olarak hiicre dongiisli olduk¢a 6nemli olarak goriilmektedir. Akciger kanseri
hiicrelerinin hiicre dongiisii sirasinda proliferasyonuna ket vurulmasi ile dongii
sistemini engellemek ve kanser hiicrelerinin sayisiin kontrolsiizce gerceklesmesi
engellenmeye ¢alisilmistir. Buna bagli olarak yeni jenerasyon inhibitorlerinden olan
CDK 4/6 inhibitorleri son donemde kanser tedavi stratejileri arasinda yer
almaktadirlar. Hiicre dongiisli sisteminin diizensizligi ve sikline bagimli kinazlarin
(CDK) hiicre dongiisiiniin ilerlemesini tesvik etmesi yoluyla anormal hiicresel
proliferasyona yol acar. CDK 4/6, RB hiper-fosforilasyonunu, E2F transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonunu indiikleyen ve S fazi1 boyunca hiicre dongiisii ilerlemesini
tesvik eden proliferatif sinyale cevap olarak aktiflestirilen sikline bagh kinazlardir
[37]. Palbosiklib, abemasiklib, ribosiklib CDK 4/6’nin farmakolojik inhibisyonunu

sebep olarak, kanser hicrelerinin proliferasyonuna ket vurmada 6zellikle meme



kanserinde Faz III g¢aligmalari sonrasinda FDA onay1 alarak etkin bir sekilde
kullanilmaktadir [49]. CDK 4/6 inhibitorleri hali hazirda Gstrojen reseptorii pozitif,
insan epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 negatif, gelismis veya metastatik meme
kanseri tedavisi i¢in endokrin tedavisi ile birlikte onaylanmistr. CDK 4/6
inhibitorleri son zamanlarda meme kanseri disinda farkli kanser tiirlerinde de
hiicresel ve tiimor mikro ortamu iizerine yeni etkiler ortaya koymustur [123].
Abemasiklib diger CDK 4/6 inhibitorleri arasinda CDK4-siklin D1 kompleksi igin
yiksek secicilik gdstermektedir. Abemasiklib fonksiyonel grubu sayesinde,
palbosiklib ve ribosiklibe kiyasla CDK4/6 ATP yarikta daha 1yi bir tamamlayic etki
gosterir. Bu nedenle abemasiklib ana etkinligi CDK4 'de goriilmektedir. Ikinci olarak
da, daha diisiik etkinlik giiciiyle CDK9 ve daha da az olciide CDKG6 ile etkinlik
gostermektedir. Bunlarin yaninda abemasiklib CDK1, CDK2, CDK7, GSK3a ve
CAMKII v/6 iizerinde de etkinlik gostermektedir [46]. Ayn1 zamanda abemasiklib
diisiik konsantrasyon da dahi yiiksek etkinlik gostermektedir. Diger CDK 4/61 kars1
direncli hiicreler abemasiklibe karsi direng gostermemektedir. Ayrica spesifik olarak
kan-beyin bariyerini gegcme kabiliyeti mevcuttur ve merkezi sinir sistemini etkileyen

metastatik lezyonlar tzerinde antitimar etkileri gorilmektedir [42].

Enerji metabolizmasi AMPK aktivitesi tizerinden ilerlemektedir. AMPK hcrelerin
herhangi bir hiicresel enerji stresi durumunda uyum saglanmasinda goérev almaktadir.
Bu siire¢ zarfinda AMPK aktivasyonu ATP tiiketimine neden olan anabolik olaylar1
inhibe eder ve ATP {ireten katabolik olaylar1 aktive eder [51]. Bu silire¢ zarfinda
otofaji ve PI3K/Akt/mTOR yolaklarinda da gorev almaktadir. Otofaji fizyolojik
acidan besin yoksunlugu gibi aglik strese yanit olarak aktive olan proteinlerin ve
lipitlerin doniisiimii i¢in gerekli bir sistemdir. Uzun siireli aclik durumunda
diizenlenmis programlanmis hiicre 6limii (PCD) mekanizmasi gdzlenir [84]. Normal
hiicre veya kanserli hiicreler gibi ¢esitli etkenler sonucu degismis yapili hiicrelerde
hayatta kalma siireci olarak goriilebilmektedirler. Ayrica otofaji hiicresel igerigin
lizozomlara tasmmasi ve par¢alanmast yoluyla hiicresel enerjinin geri
doniistiiriilmesini  hedeflemektedir. PI3K fizyolojik kosullar altinda hiicre dis1
sinyaller araciligiyla aktive olmakta ve sonucunda heterodimer konformasyonel
degisiklige ugramaktadir [64]. Bu yolak biiylime faktorii, hormonlar veya sitokinler
gibi farkli uyaranlar ile aktive olmaktadwr. Cesitlik biiyiime faktorii ligandlar:

transmembran reseptor tirozin kinaz (RTK)’in N-terminal hiicre dis1 bolgesine



baglanarak RTK‘in sitoplazmik bdlgesinde otofosforilasyonu sonucu aktiflesmesi
uzerinden ilerlemektedir. ER kontrol sistemi, yanlis katlanmis proteinlerin dogru
katlanmasin1 ya da protein degradasyonuna ydnlendirerek protein agregasyonunu
engelleyen bir sistemdir [74]. ER kontrol sistemi saperonlar ve lektinler araciligiyla
gerceklestirilir. ER kontrol sisteminde olusan ¢esitli fizyolojik ve patolojik etkenler
sonucu bir sorun olusur, bunun sonucunda da katlanmamig/yanlis katlanmig protein
birikmesi olusarak endoplazmik retikulum stresi meydana gelir. Dogru protein
katlanmas1 protein sentezinde olduk¢a 6nemlidir [76]. Endoplazmik retikulum stresi
besin yoksunlugu, pH degisikligi, degismis glikolizasyon, kalsiyum yoksunlugu,
oksidatif stres, DNA hasari, viral enfeksiyon ve ATP tilkenmesi sonrasinda meydana
gelmektedir [74]. ER stresi sonucu ii¢ temel yolak aktiflesecek hiicresel strese karsi
cevap Uretilmesini hedeflemektedirler. Bu yolaklar ayn1 anda veya farkli zamanlarda
stres boyutuna gore aktiflesebilirler. Hiicresel stres sirasinda hiicrelerin temel amaci
ER homeostazinin geri kazanmak icin UPR (katlanmamis protein cevabi) olarak
adlandirilan  evrimsel siliregte  korunmus olan sinyal iletim yolaginin
aktiflestirilmesidir [77]. Programlanmis hiicre 6liimii olan apoptoz cesitli fizyolojik
siireclerde rol almaktadir. Islevini yerine getiremeyen hiicreler, tiimdr hiicreleri ve
patojen aracili enfekte olmus hiicrelerin organizmadan yok edilmesinde oldukca
onemlidir. Apoptotik siirecin hatali ger¢eklesmesi veya deregiilasyonu kanser ve
otoimmiin hastaliklar gibi ¢esitli sorunlara yol a¢maktadir. Ayni zamanda asir
apoptoz ise norodejeneratif hastaliklar, iskemik hastaliklar ve AIDS gibi hastaliklarin
gelisimine neden olabilmektedir [100]. Apoptotik hiicre 6lumi sirecinde pek cok
anahtar rol oynayan proteinler bulunmaktadir. Kaspazlar olarak adlandirilan sistein-
aspartik proteazlar ile hiicresel 6liime hazirlik, hiicresel yapilarin degradasyonu ve
cevresel hiicrelerde stresin minimum da tutulmas: gibi siireclerde etkin rol
oynamaktadirlar. Bcl-2 ailesi proteinleri hem apoptotik sireci tetiklemede hem de

anti-apoptotik siiregte apoptozun engellenmesin de gérev almaktadir [101].

Bu tez ¢aligmasinin amaci yapilan in vitro ¢aligmalar ile akciger kanseri hiicrelerinde
uygulanan LY2835219 olarak adlandirilan abemasiklib CDK 4/6 inhibitdrunin,
endoplazmik retikulum stresine bagli olarak ger¢eklesen apoptotik hiicre dliimiiniin
ve buna bagli olarak AMPK enerji metabolizmasinda ki rolii ile PI3K/Akt/mTOR
yolag1 iizerindeki etkinli§i ve otofajik silirecteki roliinii irdeleyerek ele alinmasi

sonucu gelecek ¢aligmalar icin Oncii veri olusturulmasi hedeflenmektedir.



2 GENEL BILGIiLER

2.1. KANSER

Kanser, bir organ veya dokudaki hiicrelerin bolinmesi, ¢ogalmasi ve birikmesi
sonucu olugan malign tiimorlerdir. Hiicrelerin 6zellikle biiyiime ve gelismesi ile ilgili
fonksiyonlarn1 kontrol eden genlerdeki degisimin neden oldugu genetik bir
hastaliktir. Baz1 ¢evresel etkenlerin neden oldugu DNA hasar1 veya hatali boliinme
sonucu olusan genetik degisimler canli hayati boyunca meydana gelebilmektedir.
Kanser, pek cok arastirmacinin giindemi haline gelen ve kiiresel olarak oldukga
hassas yaklasilan bir sorun olarak goriilmektedir. 2012 yilinda yapilmis olan bir
calismada da yaklasik 8,2 milyon 6liimle sonuclanan bir hastalik tiirii olarak yerini
almistir [1]. Diinya saglik orgiitii 2015 verilerine gore 8.80 milyon ile kanser, 6liim
nedenleri arasinda ilk sirada yer almaktadir. Kanser metastazi ise, hiicre-hiicre
yapismasindaki kayip, hiicre dis1 matriksten ayrilma ve bazal membrana invazyon,
intravazasyon kaskadi ile ilerleyen ve kanser hastalarinin morbidite ve mortalitesinin
biiyiik bir cogunlugunu olusturan, kansere bagh éliimlerin yaklasik % 90°1 ile iliskili

olarak gorulen bir sirectir [2].
2.1.1. AKCiGER KANSERI

Pulmoner karsinom olarak da adlandirilan, epitel hiicrelerinden {iretilen akciger
kanseri, akcigerin dokularinda kontrolsiiz hiicre ¢gogalmasi ile karakterize malign bir
akciger tiimoriidiir. Diinya saglik orgiitii akciger kanserini iki genis histolojik alt tipte
smiflandirmistir. Bunlar; small cell lung cancer (SCLC) kiigiik hiicreli akciger
kanseri ve non-small cell lung cancer (NSCLC) kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanseri olarak adlandirilirlar. Bu smiflandirma islemi tiimoriin - mikroskobik
goriintiisiine dayanarak yapilmaktadir. Bu iki tiplerdeki kanserlerin biiylime hizlari,
yayilimlar1 ve tedavileri farklilik gostermektedir. Akciger kanseri alt tipleri arasinda
yer alan kiigiik hiicreli akciger kanseri yaklasik %10-15’ini olugturur. Ayni zamanda
en hizli biiyliyen ve en hizli yayilim gdsteren tipi olarak yer alir. Akciger kanserinin
diger bir alt tipi olan kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri en sik goriilen akciger

kanseridir ve yaklasik %85-90’1n1 olusturmaktadir [3].



2.1.2. AKCIiGER KANSERI EPIDEMIiYOLOJiSi

Akciger kanseri tiim kanser tiirleri arasinda en oliimciil olanidir ve 1950'lerin
basindan bu yana erkeklerde ve 1987'den beri de kadinlarda 6liim orani olduk¢a
yilksek olan kanser turudir. Ozelliklede 1950-1988 yillar1 arasinda diger kanser
tiirleri arasinda 6liim orani en yiiksek kanser c¢esidi olarak yerini almistir. Akciger
kanseri insidanst ve mortalitesi diinyada sirasiyla %11.6 ve %18.4 olarak
belirtilmistir [4]. Uluslararasi kanser ajansinin verilerine gore akciger kanseri, diinya
genelinde ve Tiirkiye'de erkekler arasinda en sik teshis edilen kanser tipidir. Ayni
zamanda erkekler arasinda en sik goriilen kansere bagli 6liim nedenidir. Bunun
nedenleri arasinda tani aninda akciger kanseri olan hastalarin ¢ogunun ileri evrede
olmas1 yer almaktadir. Kadmlar arasinda ise diinyada dordiincii sirada yer alirken
Tiirkiye de besinci sirada yer alan ve kansere bagh 6liim orani dagilimi diinyada
ikinci swada yer alirken Tiirkiye'de ilk sirada yer almaktadir [5]. Sekil 2.1 de
gosterildigi gibi Tiirkiye Birlesik Veri Tabam (TUIK) 2016 yili verilerine gore
akciger kanseri erkeklerde ilk sirada yer alirken kadmnlarda besinci sirada yer
almaktadir. Goriilme siklig1 ise erkeklerde 57.7 iken kadmlarda 9.8 olarak
belirtilmistir [6].
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Sekil 1. Erkeklerde ve Kadinlarda en sik goriilen 10 kanserin yasa gore standardize
edilmis hizlar1 (Tirkiye Birlesik Veri Tabani, 2016) (Diinya Standart Niifuzu,
100.000 Kiside)



2.1.3. AKCIGER KANSERI RiSK FAKTORLERI

Akciger kanseri ile ilgili diinya ¢apinda yapilmig olan farkli popiilasyonlardan elde
edilen epidemiyolojik bulgulara gore akciger kanserine rastlanma sikligi kita, iilke,
topluluk ve cinsiyete bagl olarak farklilik gostermektedir. Akciger kanseri lizerinde
cok cesitli risk faktorleri yer almaktadir. Bunlar arasinda tiitiin ve tiitiin Uriinleri
kullanimi, yas, cevresel faktorler, genetik faktorler gibi etkenler yer almaktadir.
Akciger kanseri genellikle ge¢ yasta ve gec bir asamada teshis edilir. Bunlar ve
bunun gibi diger faktorler ele alindiginda, modern tedavilerle bile hayatta kalma
oran1 oldukca diisiik oldugu anlasilmaktadir. 5 yillik tahmini sag kalim oranlar1
erkeklerde <% 14 ve kadmlarda <% 18 'dir. Akciger kanserinin gelismesinde rol
oynayan baslica sosyo-gevresel risk faktorii sigara kullanimidir. ABD'de sigara
kullanim1 akciger kanserlerinin yaklasik % 80°1 ile iligkili olarak goriilmiistiir ve
akciger kanseri insidans1 ve prevalansindaki cografi ve zamansal farkliliklar tiitiin
tiketimindeki farkliliklar1 yansitmaktadir. Gelismis iilkelerde, akciger kanseri
insidanst ve Oliim orani genellikle erkeklerde azalmakta ve zamanla erkek tiitiin
tilketiminin onemli Ol¢lide azalmasi ve kadin tiikketiminin de azalmasi nedeniyle
kadinlarda plato olmaya baslamaktadir [7]. Bunun yani sira sigara kullaniminin hala
endemik oldugu iilkelerde daha yiiksek akciger kanseri insidans1t mevcuttur. Sigara
kullanim1 disinda diger tiittin Grtnlerin de bu gruba dahil edilmistir. Ayrica bunun
yaninda da pasif igicilik de akciger kanseri risk faktorleri arasinda 6nemli bir yer
tutmaktadir. Ayrica sigara kullannmi bazi etkenler sonucu akciger kanseri risk
etkenleri degisiklik gostermektedir. Bunlar arasinda en belirgin olan etkenler; sigara
icme durumu, sigara i¢cme siiresi, giinliikk sigara kullanim miktari, igilen paket yili,
sigaray1 biraktiktan sonraki silire gibi etkenler risk belirleyicileri olarak kabul
edilmektedir. Bunun yani sira cinsiyet, rk, etnik kdken, egitim, vicut Kitle indeksi,
kronik obstriiktif akciger hastaligi, amfizem, kisisel kanser Oykiisii, kisisel pndmoni
oykiisii ve ailede akciger kanseri Oykiisti gibi faktorler de onemli risk faktorleri
olarak goriilmektedir [8]. Akciger kanserinin inflamatuar ve obezite veya metabolik
durum ile olan iliskileri de bildirilmistir. Calismalarda viicut kitle indeksi, lipit
seviyeleri, glisemik indeksi, insiilin diizeyleri akciger kanseri riski olarak

gorilmektedir [9].



Asbest, nikel, krom ve arsenik gibi ajanlara mesleki maruziyet; evlerde ve
madenlerde radon gazi dahil olmak iizere ¢esitli radyasyona maruz kalma durumu; i¢
ve dis hava kirliligine maruz kalma durumlar1 da akciger kanseri risk faktorleri

arasinda yer almaktadir [10].

Pozitif bir aile dykiisii ile goriilen akciger kanseri olagan durumlar1 da s6z konusudur
ve ailesel olarak goriilen bu kanser tiirliniin genetik bir siire¢ ile ilerleyisi de soz
konusudur. Akciger kanseri risk faktorlerine dayali risk tahmin modelleri
gelistirilmistir, ancak klinik olarak yararli risk simiflandirmas: saglamak i¢in daha
fazla veriye ihtiya¢ vardir. Akciger kanseri riski ve erken teshis i¢in umut verici

biyobelirtecler bundan sonraki sureclerde belirlenmelidir.

2.1.4. AKCIGER KANSERI MOLEKULER MEKANIZMALARI

Akciger kanserine yol acan mutasyonlarin belirlenmesi molekiiler mekanizmanin
aydmlatilmas1 kapsaminda olduk¢ca 6nem arz etmektedir. Siire¢ sonrasinda tedavi
stratejilerinin gelistirilmesi s6z konusu olacaktir. Yeni tedavi stratejileri molekiiler
mekanizmalari aydinlatilmasi iizerine hastalara kisiye 6zel tedavi yaklasimi olanagi
sunmaktadir. Akciger kanseri molekiiler mekanizmalarinda baslica goriilen
biyobelirtecler; EGFR (Epidermal blylme faktort reseptér gen), ALK (anaplastik
lenfoma kinaz gen), MET (mezankimal-epitelyal transizyon), ROS-1 (ROS proto-
onkogen 1, reseptor tirozin kinaz), BRAF (v-Raf murin sarkomu viral onkogen
homologu B) ve KRAS (Kirsten rat sarkoma 2 viral onkogen homolog) olarak
bildirilmistir [11]. Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi’nde yapilmis olan
bir aragtrmaya gore adenokarsinomda EGFR pozitifligi %16.1, ALK %6.1, KRAS
pozitifligi ise %30.3 civarinda tespit edilmistir [12]. Sekil 2.2 de akciger kanseri ve

alt tiplerinin venn semasi ile gosterimi verilmektedir.



AK

EGFR,KRAS,BRAF,STK1I,
ERBB2,RET-fiizvonu, ALF-

fiizyonu, ROS1-fiizyonu

SHE KHAK

MYCL1
RLF-MYCL1

Sekil 2. Akciger kanseri, kiigiik hiicreli akciger kanser ve skuamoz hiicreli kanserler
de gen mutasyonlari

2.1.5. AKCIGER KANSERINDE TANI VE TEDAVI STRATEJILERI

Yayilma 6zelligi oldukga yiiksek, hizla metastaz yapan ve yaygm bir kanser olan
akciger kanseri, kanser 0liimiine neden olan diger kanser tiirleri olan kolon, meme,
pankreas ve prostat kanserlerinin toplamindan daha fazla 6lime neden olmaktadir
[13]. Akciger kanseri, bronslardaki bir¢ok farkli bolgede ortaya cikabilen olduk¢a
heterojen bir yapiya sahiptir ve anatomik konumu nedeniyle de olduk¢a degisken
semptomlar verir. Akciger kanserinin tan1 ve tedavi stratejisinde ki en biiyiik zorluk
kanser tanisinin konulmasi asamasidir. Akciger kanseri belirtileri arasinda; uzun siire
devam eden sikhig1 ve sekli degisen Oksiiriik, kanli balgam, nefes darligi, ses
kisiklig1, hiriltili solunum, yutma giigliigii, kilo kaybu, istahsizlik, halsizlik, sebebi
aciklanamayan ates, tekrarlayan bronsit ve akciger enfeksiyonlari, yiizde ve boyunda
sislik, gogiis-omuz-kol ve sirt agrist gibi etkenler yer alir [14]. Akciger kanseri
belirtileri ve tanist ileri evrelerde tespit edilebilmektedir, bu da kanserin ileri evlerde
tespitine ve hasta sagkalim oranlarinin diismesine ayni zamanda kaliteli yasam

standartlarinm da olumsuz yonde etkilenmesine neden olmaktadir. Hasta



sikayetlerinin 1ileri evrelerde olugmasi sonucu akciger rontgenin de silipheli bir
durumun goriilmesi ile tespit miimkiin kilinmaktadir. Kitle tespiti sonrasinda
bilgisayarli tomografi yontemiyle kesin tani i¢in hangi yonteme basvurulacagina
karar verilir. Bu iglemler arasinda biyopsi en yaygin olarak kullanilan ve tercih edilen
bir yontemdir. Ince biikiilebilen, 151kl1 olup ucunda kamera bulunan bir tiiple akciger
dokusundan parcalar alinarak bronkoskopi uygulanir. Bazi durumlarda bronkoskopi
yontemiyle tiimore ulasilamaz ve bilgisayarli tomografi ile beraber igne biyopsileri
almak gerekebilir. Torasentez islemi ile igne ile gogiis duvarindan girilerek drnek
almabilir. Bu islem akcigeri ¢evreleyen zarin yapraklar1 arasinda sivi biriktiginde
tercih edilir. Elde edilen Ornekten patoloji kliniginde incelenerek kanser tanisi
kesinlik kazanmis olur. Ancak bazi hastalarda kesin taniya anlasilamayabilir, bu
nedenle de tam1 amacglh sinirli cerrahi girisimler (torakotomi) de gerekebilir.
Yontemler arasinda hangisinin tercih edilecegi konusunda temel prensip hastaya en
az sikint1 ve risk getirecek, ama en kisa siirede de taniy1 saglayacak yontem ile teshis

koymaktir [15].

Kanser tanisi konulduktan sonraki asama ise hastaligin kaginci evrede oldugudur.
Hastaligin evresi viicuttaki durumunu ve sonucunda uygulanacak olan tedavi
stratejilerini belirlemek konusunda yardimci olacaktir. Akciger kanseri dort ana
evreden olusmaktadir. Bu dort ana evreden hastanin hangi durumda oldugu tespit
edebilmek i¢in karin veya beyine yoOnelik bilgisayarli tomografi veya manyetik
rezonans goriintiileme, kemik taramasi (tim viicut kemik sintigrafisi), PET gibi
tetkikler  yapilabilmektedir. Bazi durumlarda sinirli  cerrahi  girisimlerde
gerekebilmektedir. Operasyon i¢in uygun evrede olup olmadigmin anlasilmasi i¢in
EBUS (ultrasonlu bronkoskopi) veya mediastinoskopi islemi uygulanabilir [16,17].
Akciger kanseri evreleri sekil 2.3 de gosterildigi Uzere incelenecek olursa evre I, 1A
ve IB olarak ayrilir. Evre 1A, kanserin 3 cm veya daha kiigiik oldugu; Evre 1B,
kanserin 3 cm ile 4 cm arasinda oldugu anlamina gelir. Evre IIA, kanserin boyutunun
4 cm ile 5 cm arasinda oldugu, ancak herhangi bir lenf diiglimiinde kanser hiicresi
olmadig1; Evre IIB, kanserin 5 cm'ye kadar oldugu ve etkilenen akcigere yakin lenf
diigiimlerinde kanser hiicreleri oldugu anlamina gelir. Evre IIIA, kanserin boyutu 5
cm'ye kadardir ve tiimorle aymi taraftaki gogsiin merkezinde bulunan lenf

diigtimlerine yayildigini; Evre I1IB, kanserin 5 cm'den kuguk ve boyun, kopricik



kemiginin istliinde veya etkilenen akcigerden gdgsiin karsi tarafindan birinde lenf
diigiimlerine yayildigini; Evre IIIC, kanserin boyutu 5 cm ile 7 cm arasindadir.
Ayrica akcigere yakin sinir (frenik sinir), kalbin kaplanmas1 (paryetal perikard) ve
lenf diiglimlerinden etkilenen akcigerin karsi tarafinda gégsiin merkezinde, akcigerin
ist tarafinda ayni tarafta veya karsi tarafta, kopriiciik kemiginin {istiinde bir yere
yayilmistir. Evre IVA, her iki akcigerde de kanser vardir; Evre IVB, kanserin bir
veya daha fazla organda birkag bolgeye yayildigi anlamia gelmektedir [18].

Sekil 3. Akciger kanseri evreleri

Akciger kanseri kiiciik hiicreli ve kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri olarak
ayrilir ve uygulanan tedavi yontemleri de farklilik gostermektedir. Akciger kanseri
tedavi yontemleri incelendiginde cerrahi miidahale, radyoterapi ve kemoterapi yer
almaktadir [19]. Tedavi hastaligin evresine gore de farklilik gostermektedir. Cerrahi
miidahale i¢in akciger kanseri erken evresinde ve hastada ameliyata engel olacak
herhangi bir hastaligin bulunmamasi1 gerekir. Ameliyat ile kanserli dokunun
alinabildigi hastalarin nispeten diger hastalara gore yasam sansi daha yiiksektir.
Akciger kanseri hastalarinin yaklasik %80-85’1 cerrahi miidahale ile tedavi
gorebilme sansmni yitirmis olan hastalardir [20]. Akciger kanseri tedavi
yontemlerinden bir digeri ise radyoterapidir. Yontem X i1smnlart ile kontrolsiiz
bélinen kanser hiicrelerinin ¢ldiiriilmesi esasina dayanir. Radyoterapi bazen hastaligi
yok edici (radikal), bazen sikayetleri giderici (palyatif), bazen de tlimoriin
yayilmasindan koruyucu (profilaktik) olabilir. YOntem bdlgedeki timor hicrelerin
normal hiicrelere gore daha fazla duyarhidir ve bolgedeki normal hiicreler hizla

kendilerini yenilemektedir. Genellikle tedavi 2-6 hafta arasi devam eder. Tedavi



goren hastalar gevrelerini radyoaktif olarak etkilemezler. Cerrahi yontemle birlikte

veya kemoterapi ile birlikte de kullanilabilmektedir [21].

Akciger kanseri tedavi yontemlerinden bir digeri ise kemoterapidir. Ilag tedavisi
olarak bilinen bu yontem kanser tedavisinde, tek bagina veya cerrahi iglemle ve/veya
radyoterapi ile birlikte akciger kanserinin evresine bagl olarak degisen siralamalarla
kullanilabilir. Akciger kanseri hastalarmin hemen hemen hepsine hastaligin evresine
bagl olarak farkli zamanlarda kemoterapi uygulanmaktadir. Cerrahi miidahale
sonras1 kanserli doku alinmis olsa da saptanamayan mikroskobik diizeyde kalmis
olabilecek kanser hiicreleri kemoterapi ve/veya radyoterapi yontemleri ile yok
edilerek hastaligin tekrar niiks etmesini engellemek amaciyla da kullanilabilir.
Cerrahi yontem uygulanamayan hastalarda, hastaligin ilerlemesini engellemek,
timoriin  kiictltiilmesi, yasam siiresi ve kalitesinin arttirilmasi gibi amaglarla
kemoterapi uygulanabilir. Uzun siireli kemoterapi kullanimi yasam kalitesini
tyilestirir ve ayrica yan etkileri kisa siireli ve geri doniisiimlii olarak goriilmektedir

[22].

2.2. CDK ‘lar, CDK 4/6 ve CDK 4/6 INHIBITORLERI

Hucrenin bolinmesi, protein kinazlarla tetiklenen protein fosforilasyonunun énemli
bir rol oynadig1 ¢ok sayida enzimatik reaksiyon tarafindan kontrol edilir. Kontrol
mekanizmasinda yer alan serin/treonin kinazlarin alt ailesinin {iyesi olan siklin
bagiml kinaz (CDK)’lardir. Siklin bagimli kinazlarn aktivasyonlari, siklin baglanma
aktivitesine bagli olarak gergeklesmektedir ve olusacak olan kompleks de spesifik
olarak gergeklesmektedir. insan genomun CDK 'lar1 kodlayan 21 gen bulunmaktadir
ve bes gen de CDK benzeri kinazlar (CDKL) olarak adlandirilan daha uzak protein
kinazlar1 kodlamakla gorevlidirler. CDK*lar G1°‘den mitoza kadar hiicre dongiisiiniin
farkli asamalarmda gorev almaktadirlar. Her CDK/siklin kompleksi hiicre
dongisunin belirli bir fazin ilerlemesinden sorumlu olarak gérev alirlar [35]. CDK’
larin ¢ogunun kanser tiirlerinde gorev aldiklar: bilinmektedir. Hiicrenin ¢ogalmasina
bagli olarak kanser gelisim ve ilerlemesinin Oniine ge¢mek amaciyla CDK

inhibitdrleri dnem kazanmstir. Ik CDK inhibitérii olomoucine Vesely ve Meijer



tarafindan kesfedilmistir. Daha sonra roskovitinler, purvalanoller, flavonoidlerin

kesfi gerceklesmistir.

Yakin tarihte CDK 4/6 inhibitorii olarak kullanilmaya baglayan palbosiklib,
abemasiklib, ribosiklib EMA ve FDA onay1 alarak aromataz inhibitorleri
(anastrozol/letrozol) veya fulvestrant ile kombinasyon tedavisinde kullanilmak tizere
onay almiglardir [36]. Palbosiklib, abemasiklib ve ribosiklib ayn1 etki mekanizmasina
sahiplerdir ve benzer farmakokinetik ve farmakodinamik profiller gdsterirler. CDK
4/6 hicre dongusinde G1-S gegisinin erken G1 asamasinda kontrol noktasinda rol
oynamaktadir. CDK 4/6 inhibitorleri CDK2 'nin kinaz aktivitesini inhibe eder ancak
CDK4 ve CDK6 kompleksleri inhibe edilmez, tam tersi stabilize edilirler.
Retinablastoma protein negatif hiicre dongiisii diizenleyicisi olarak gorev alir ve
erken G1 fazinda transkripsiyonel aktiviteyi baskilamak icin transkripsiyon faktorii
olarak gorev alan E2F ‘ye baglanir. Mitojenik uyaranlar ile siklin D ekspresyon
seviyesi artarak Rb ‘nin fosforile olabilmesi igin CDK4/6 ile kompleks olustururlar.
Hipofosforile hale gecen Rb, siklin E gibi E2F hedef genlerinin ifadesini saglar ve
G1 fazmin ilerlemesini saglanmis olur. G1 ‘in sonlarinda siklin E seviyesi artarak
CDK 2 etkinlestirilir ve siklin E-CDK 2 kompleksi olusarak Rb inaktive edilir.
Bunun sonucunda da E2F transkripsiyon faktorleri salinarak transkripsiyon baglar ve
S fazina gegis saglanir. CDK 4/6 aktivitesi Cip/Kip ailesi ve INK4 ailesi proteinleri
ile siklin-CDK kompleks aktivitesini inhibe eder. CDK 4/6 inhibitorleri, Ink4 ailesi
iiyeleriyle benzer tiimor baskilayici islev gostermektedir. CDK 4/6 inhibitorii olan
palbosiklib, abemasiklib ve ribosiklib CDK4/6'nin ATP alanma baglanarak gorev
alirlar ve hiicre dongiisiiniin G1-S gegisinin blokajinda etkin rol oynarlar. Palbosiklib
CDKA4-siklin D1, CDK4-siklin D3, CDKG6-siklin D2; Abemasiklib CDK4-siklin D1
CDKG6-siklin D1; Ribosiklib CDK4-siklin D1 CDK6-siklin D3 olacak sekilde
spesifik hedefleri farklilik gostermektedir [37]. Sekil 2.4 de CDK inhibitorleri
tarafindan Rb ‘nin kompleks CDK-Siklin D tarafindan hiper-fosforilasyonu ve bunun
sonucunda topoizomerazin hiicre dongiisiiniin Gl'den S fazma gegise izin veren

onemli enzimlerin transkripsiyonunun énlenmesi gosterilmektedir [38].
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Sekil 4. CDK inhibitorleri tarafindan engellenen enzimatik reaksiyonlar

Siklin D-CDK 4/6-Rb yolagi, bircok kanser tiiriinde siklikla diizensiz olarak
gorilmektedir. Yiksek D-tipi siklinler ve CDK4 seviyeleri yaygimn olarak gézlenir,
bu da siklin D-CDK4/6-Rb yolagini hedefleyen inhibitérleri meme kanseri gibi
cesitli kanser tiirlerinde de terapotik amacgl kullanilmislardir. Monoterapi olarak
kullanildiginda CDK 4/6 inhibitorleri, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri,
pankreas kanseri, bobrek kanseri, karaciger kanseri, hematolojik sistem tiimérleri,
yumurtalik epitel karsinomu, matiir teratom gibi kat1 tiimorlerde etkin bir sekilde
kullanilmaktadir. Ayni zamanda kombine tedavilerde de etkin rolleri mevcuttur

[39,40].
2.2.1. ABEMASIKLIB

Literatirde LY2835219 olarak adlandirilan abemasiklib bilesigi, Eli Lilly and
Company Research Laboratories bilim insanlari tarafindan biyokimyasal tarama
yoluyla tamimlanmigtir. FDA 28 Eylil 2017 tarihinde abemasiklib endokrin tedaviyi
takiben hastalik ilerlemesi ve metastatik ortamda HR-pozitif, HER2-negatif ilerlemis
veya metastatik meme kanseri olan yetigkin hastalarm tedavisi i¢gin monoterapi

olarak onaylamigstir. Sekil 2.5 de abemasiklibin molekiiler yapisi agik bir sekilde



ifade edilmistir [49]. Bu bilesigin antineoplastik aktivitesi CDK4 ve CDK6'nin ATP-
baglama alaninin yariscil bir inhibitdrii olarak hareket etmesidir. Ayrica CDK4'e
kars1 afinitesi CDKé6'ya gore 14 kat daha giligli oldugu gosterilmistir [41].
Abemasiklib diger CDK 4/6 inhibitorlerinden olan palbosiklib ve ribosiklib ile
kiyaslandiginda CDK4-siklin D1 kompleksi icin yuksek secicilik gdstermektedir.
Abemasiklib fonksiyonel grubu sayesinde, palbosiklib ve ribosiklibe kiyasla CDK4/6
ATP yarikta daha iyi bir tamamlayici etki gosterir [44]. Bu nedenle abemasiklib ana
etkinligi CDK4 'de goriilmektedir. Ikinci olarak da, daha diisiik etkinlik giiciiyle
CDKO9 ve daha da az dlgiide CDK6 ile etkinlik gostermektedir. Bunlarin yaninda
abemasiklib CDK1, CDK2, CDK7, GSK3a ve CAMKII v/ iizerinde de etkinlik
gostermektedir. Ayni1 zamanda abemasiklib diger CDK 4/6 inhibitorleri ile
kiyaslandiginda diisiik konsantrasyon da daha yiksek etkinlik gdstermektedir.
Palbosiklibe direngli hiicreler abemasiklibe karsi yanit verirken ribosiklibe yanit
vermez, buda abemasiklibin palbosiklib ve ribosiklibe yanit vermeyen hiicrelerde de
uygulanabilirligini arttrmaktadir. Abemasiklio Rb proteininin fosforilasyonunu
engelleyerek meme, melanoma, akciger, kolorektal, glioblastoma ve kan kanseri gibi
pek cok sayida kanser hiicre hatlar1 iizerinde in vitro ve in vivo deneyler sonucu
hiicre dongiisiinlin G1 asamasinda blokajma neden olmaktadir [46]. Timor
ksenogreftlar1 tizerinde yapilan deneyler sonucunda abemasiklib diger CDK 4/6
inhibitérii olan palbosiklibden daha giicli doza bagh antitimor aktivitesi
gostermistir. Ayni1 zamanda kombine kullanimlarda da efektif bir role sahip oldugu
yapilan c¢alismalarla gdosterilmektedir. Diger CDK4 ve CDK6 inhibitdrlerine
kiyaslandiginda LY2835219’un daha spesifik olarak kan-beyin bariyerini ge¢cme
kabiliyeti mevcuttur ve merkezi sinir sistemini etkileyen metastatik lezyonlar
Uzerinde antitimor etkileri mevcuttur [42,47]. Bagisiklik sisteminde gorev alan T
lenfositleri tzerinde abemasiklibin antitimor aktivitesi, intratmaoral sitotoksik T
lenfositlerinin  varhigina baghdir. Abemasiklib monoterapisi T hiicresinde
enflamatuar etkiye ve MHC I ve II ‘nin regiilasyonunun artmasma ve T hiicrelerinde
NFAT sinyaline neden oldugu gosterilmistir [43]. Hicre 6limind indikleyen ve
hiicre proliferasyonunu kalici1 olarak bloke eden abemasiklib, CDK 4/6
inhibisyonunun tamamen etkisiz oldugu Rb’den yoksun hiicrelerde de aktif olarak rol
oynadig1 gosterilmistir [45]. Klinik ¢aligmalarda abemasiklib kullanimi stirekli bir
dozlama programma gore uygulanmaktadir. Notropeni gibi hematolojik olaylar

abemasiklib kullaniminda diger CDK 4/6 inhibitorlerine gore daha az yaygindir.



Karacigerden emilimi gergeklesen abemasiklibin toksisite etkinligi kesinlesmese de
birkac¢ ¢alismada mevcuttur ve yan etki olarak hastalarda mide bulantisi, yorgunluk,

ishal ve kusma gibi sikayetlere neden olmaktadir [48].
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Sekil 5. Abemasiklib molekler ifadesi

2.3. HUCRE DONGUSU

Hiicre dongiisii, hiicrelerin ¢ogalma siirecinin gerceklestigi ve bu esnada kontrol
mekanizmalarmin yer aldigi, sonucunda da ana hiicreden 2 kardes hiicrenin olustugu
stirecin tamamina denmektedir [23]. Hiicreler belirli siirede bu dongiiye girer, ancak
embriyo ve timor hicrelerinde bu durum siirekli olarak devam etmektedir. Dongii
sonrast olusan iki kardes hiicrenin birbirinin kopyast DNA bulunmaktadir. ki es
DNA’nm olusumu sirasinda kromozomlarin dogru bir sekilde boliinmesi i¢in farkl
kontrol noktalar1 ile dogrulama gergeklestirilir. Herhangi bir hata durumunda onarim
sistemine yOnlendirilir ve bu sistem devreye girer veya boliinme islemi durdurulur
[24]. Hiicre dongiisii dort farkli alanda incelenmistir ve kontrol noktalari ile islem
kontrolii saglanmaktadir. Bu dort faz ise; G1 (GAP1), S (Sentez), G2 (GAP2), M
(Mitoz) asamalar1 olarak adlandirilmaktadir [25]. Ayrica GO fazi olarak bilinen, diger
bir ad1 da dinlenme fazi olan bu asamada hiicreler boliinmezler ve boliinme igin
herhangi bir hazirlikta bulunmazlar. Bu faz hiicrenin replikasyona bagimli hiicre
boliinmesi durumunda bulunmadigr faz olarak da ifade edilebilir. Memeli hiicreleri
ele alindiginda bu faz asamasinda olan ve boliinme islemi gerceklestirmeyen
hiicrelere ornek olarak kas, hematopoietik, bagirsak, epitel kok hiicreleri verilebilir

[26]. Boliinme isleminin kontrolii ve devamlilig1 i¢in molekiiler sinyallerin yardimi



gerekmektedir. Kontrol noktasinda yer alan Siklin bagimli protein kinazlar (CDK)
siklinler ile birleserek yolagin devamliligi saglanmis olur. Dinlenme fazinda bulunan
hicreler CDK ve siklin aktivitesi gostermezler. Hucreler de bolinme sinyali
bulunmazken bu hiicreler bliylime asamasindadirlar ve siklinlerin mRNA sevileri
inhibe ederek ortamda bulunmalar1 engellenir ve var olan siklinler ise degrade
edilirler. Sonrasinda boliinme sinyali alan hiicreler siklinlerin mRNA seviyeleri
aktiflestirilerek siklin protein seviyelerinde artis saglanir ve siklin degradasyonu
inhibe edilerek CDK aktivitesinde artis gdzlenir. Daha 6nce ifade edilen tiim fazlarda
bu durum s6z konusudur. Hiicre dongiisii swrasinda gorev alan tiim siklinler
iibikitinlenerek degradasyonlar1 saglanir. Belirtilen siirecin durdurulabilmesi i¢in p27
Kipl, p21 Cipl, p21, Weel, Chkl ve Chk2 gibi pek cok farkli proteinin gorev
almasiyla saglanmaktadir. Kontrol noktalarindan geg¢isin engellenmesi veya
kromozomlarda hasar tespiti sonucu ifade edilen proteinler siklin-CDK kompleksini

inhibe ederek yolak bloke edilir ve hiicre dongiisii durdurulmus olur [27].

G1 fazinda hiicreyi boliinmeye hazirlamak i¢in metabolik degisiklikler meydana gelir
ve G1 fazinda mRNA ve protein sentezi gergeklesir. Ayrica hiicre dongiisiiniin en
uzun evresidir. G1 fazmi baslatilmas1 ve G1 kontrol noktasindan gecene kadar ki
slirecte biiytime faktorii sinyali alinmasi gerekmektedir. G1 fazindan retinoblastoma
(Rb) proteini kontrol noktas1 koruyucusu olarak gérev almaktadir. DNA hasar1 veya
metabolik bozukluklar gibi uyar1 sinyalleri alinmadig1 siirece CDK4/6 ve siklin D
eslesmesi sonrasinda Rb fosforilasyona ugrar. Sonrasinda CDK2 ve siklin E
eslesmesi ile retinoblastoma proteini ikinci kez fosforlanarak E2F ve DP-1 protein
kompleksinden ayrilir. Protein kompleksinden ayrilan E2F ve DP-1’in
serbestlenmesi sonucu diger siklinlerin ve bdliinmenin devamlilig: i¢in gerekli olan
proteinlerin anlatiminin artmasi gergeklestirilerek yolagm devamliligi saglanir [29].
Sentez fazinda DNA sentezi gerceklestirilir ve iki es kardes kromozomlar tiretilir.
Protein sentezi de bu asamada yogun bir sekilde gergeklesir. CDK7 ve siklin H
eslesmesi saglanir. Sonrasinda bu eslesmede CDK2 ve siklin A eslesmesini saglar
[28]. G2 fazinda hiicrelerin mitoza hazir hale geldigi, hizli hiicre biliylimesi ve protein
sentezinin gerceklestigi asamadir. Kromozom replikasyonunun dogru bir sekilde
gerceklesip gerceklesmediginin  ve islem swrasinda DNA hasarmin olusup

olusmadigmin kontrol edilebilmesi icin DNA hasar1 ve replikasyon kontrol noktasi



yer almaktadir. Kontrol noktasi ile hiicrenin mitoza girmesi ya da DNA onarimi
sisteminin aktiflestirilme siiregleri gerceklestirilir. G2 fazinda CDK2 ve siklin A
eslesmesi sonrasinda CDK1 ve siklin B eslesmesi gerceklestirilir [30]. Sonraki asama
olan M fazmna giriste CDKI1 ve siklin A eslesmesi devam eder. Bu iki protein

eslesmesi cdc25A proteini tarafindan kontrol edilerek gergeklestirilir [31].

Boliinme isleminin tam ve dogru bir sekilde ger¢eklesmesi olduk¢a Onemlidir.
Hiicrede bu esnada bulunan ii¢ kontrol noktas: yer almaktadir. G1 fazinda yer alan
kontrol noktasit besin, boliinme faktorleri ve  DNA hasar1 kontrolii islemlerini
gergeklestirir. Diger kontrol noktasi ise G2 fazinda yer almaktadir. Burada da hiicre
boyutu ve DNA replikasyonu kontrolii saglanir. Diger bir kontrol noktasi ise M
fazinda yer almaktadir. M fazi kontrol noktasinda kromozomlarin ig ipliklerine dogru

baglanip baglanmadiginin kontrolii saglanmaktadir [32].
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Sekil 6. Hucre déngusunin genel ifadesi [33]

2.4. ADENNOZIN 5’MONOFOSFAT-AKTIVE EDILMEMIS PROTEIN
KINAZ (AMPK) SINYAL YOLAGI

5’AMP ile aktive olan protein kinaz (AMPK), maya hiicrelerinden memeli
hiicrelerine kadar tiim tiirler arasinda evrimsel siire¢te korunmus olan serin/treonin

protein kinaz olarak bilinmektedir. Biyolojik agidan AMPK metabolik olaylarla



iligkili hiicresel stres ve enerji yoksunlugunu algilayarak aktivasyon gostermektedir.
AMPK aktivitesi ilk arastirilmaya baslandiginda lipit metabolizmasi ve kolesterol
diizenleyici rolii bilinmekteydi. Ancak giinimiizde pek c¢ok aktivitesinin varlig1 s6z
konusu olmaktadir. Bunlar arasinda glikoz, lipit, protein metabolizmasi, ¢esitli asag1
akis metabolik kinazlarin fosforilasyon durumunu gegici olarak degistirerek veya
transkripsiyonel olarak adaptasyonu etkileyerek veya enerji algilama iizerindeki
etkisi dahil bir¢ok etkeni kapsadigi bilinmektedir [50]. Enerji s6z konusu oldugunda
hiicresel diizeyde enerji kaynagi olarak adenozin trifosfat (ATP) akla gelmektedir.
ATP mitokondri icerisinde oksidatif fosforilasyon ile uretilerek fizyolojik durumdaki
hiicrelerin dogrudan enerji ihtiyacim1 karsilar. AMPK hiicrelerin herhangi bir
hiicresel enerji stresi durumunda uyum saglanmasinda gorev almaktadir. Bu siire¢
zarfinda AMPK aktivasyonu ATP tiiketimine neden olan anabolik olaylar1 inhibe
eder ve ATP iireten katabolik olaylar1 aktive eder. Bu nedenle AMPK ‘nin
embriyonik blyime ve gelismede etkin bir rolii vardir [51]. AMPK kendini olusturan
katalitik a-alt birimi (ol ve a2), bir diizenleyici B-alt birimi (B1 ve B2) ve y-alt
biriminden (yl, y2 ve y3) olusan heterodimerik yapili komplekstir. Olusan her
AMPK kompleksi bir o alt birimi, bir B alt birimi ve bir vy alt biriminden olusur. iki o
alt birimi, iki B alt birimi ve {i¢ y alt biriminin kombinasyonundan olusacak olan 12
farkli AMPK kompleksi goriilmektedir. AMPKalB1lyl alt birimlerinin her yerde
ekspresyonu, bu olusan kompleksi referans haline getirmistir. Ancak farkli AMPK
komplekslerinin etkinlikleri hiicresel diizeyde c¢esitlilik gostermekte ve ilgili
mutasyonlar ya da gen dilizeyinde silinmeler sonucu g¢esitli sorunlar ortaya
cikmaktadir.  Ornegin  AMPKy2  alt  birimindeki  mutasyonlar,  insan
kardiyomiyopatilerinde siklikla gézlenmektedir [52]. AMPK ‘nin etkileri arasinda
kalp hastaligi, diyabet, kanser, iltithapli bozukluklar ve viral enfeksiyon gibi ¢esitli

insan saglhigi iizerinde etkili hastaliklar s6z konusu olmaktadir [58].
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Sekil 7. AMPK alt birimleri [121]

AMPKal ve AMPKa2 katalitik alt birimlerini memeli hiicrelerinde sirasiyla
PRKAAI1 ve PRKAA2 genleri kodlamaktadir. AMPKB1 ve AMPKp2 diizenleyici alt
birimlerini sirasiyla PRKABI ve PRKAB2 genleri kodlarken AMPKy1, AMPKy2 ve
AMPKY3 alt birimlerini PRKAGI1, PRKAG2 ve PRKAG3 genleri kodlamaktadir.
AMPKa alt biriminin izoformlar1 bazen farkli fonksiyonlar géstermektedir ve bu
nedenle iki katalitik AMPKa alt birimi AMP baglanmasina ve LKBI iligkisine farkli
yanit vermektedir. Ayrica AMPKal ¢ekirdekte bulunurken AMPKa?2 tercihli olarak

cekirdekte bulunup bulunmama 6zelligine sahiptir [53].

AMPK aktiflesmesi, a alt birimindeki treonin 172 amino asidinin fosforlanmasi veya
ADP ya da AMP ‘nin vy alt birimine baglanmasi ile aktiflesme olay1 gerceklesir. ATP
yariggt olarak y alt birimine baglanmaya ¢alisir. AMPK a alt birimindeki treonin
172'nin fosforlanmasi kinaz ve fosfatazlar araciligiyla kontrol edilmektedir. Bu
kontrol gorevini {istlenen grup LKBI1 olarak bilinmektedir [54]. Karaciger kinaz B1
(LKB1), STRAD (ste20-related adaptor) ve MO25 (mouse protein 25) ile birlikte

heterodimerik kompleks olusturur. Bunlarm yani sra Ca*? / kalmodulin bagiml



kinaz 2 (CaMKK2), TGFp ile aktive olan kinaz 1 (TAKI), protein fosfataz 2A
(PP2A), protein fosfataz 2C (PP2C) ve Mg2*/Mn2* bagimli protein fosfataz 1E
(PPMI1E) yer almaktadir [55]. Hiicre metabolizmasinda AMPK protein kompleksinin
aktiflesmesi durumunda anabolizma da etkili olan yolaklarin baskilanmasi sz
konusuyken gerekli goriildiigiinde de katabolizmayr ifade eden yolaklarin
aktivasyonu s6z konusu olmaktadir. Hiicresel aglik durumunda Ulk1 proteini serin
555 amino asidi zerinden fosforlayan p-AMPK treonin 172 otofajiyi baslatilirken,
mTORCI ‘in baskilanmasina neden olur ve cap-bagimli translasyonun sonlanmasini
saglamaktadir. Ayn1 zamanda AMPK protein kompleksi lipit metabolizmasinda
gorev alan asetil koa karboksilaz (acc) enziminin serin 79 iizerinde fosforlanmasini

saglayarak inhibisyona neden olmaktadir [56,57].
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Sekil 8. AMPK tarafindan diizenlenen hedef proteinler ve metabolik yollar [122]

AMPK pek ¢ok kanser tiiriinde etkin rol oynamaktadir. Bu kanser tiirleri arasinda yer
alan akciger kanseri hastalarindan kiicliik hiicreli olmayan akciger kanserine
yakalananlarin yaklasik yarisinda LKBI1 kodlayan genlerde mutasyon saptanmustir.
Hiicresel diizeyde AMPK ‘nin aktive edilmemesi sebebiyle baskilanmamis hiicre

proliferasyonunun s6z konusu oldugu varsayilmaktadir. AMPK 'nin mitokondriyal



disfonksiyon tarafindan dolayli aktivasyonunun akciger kanseri hiicrelerinde EMT
've indiiklemektedir. Ayrica AMPK 'nin farmakolojik aktivatérii olan 5-
aminoimidazol-4-karboksamid riboniikleotid (AICAR) metformin gibi gesitli
farmakolojik ajanlarin kullanimiyla meme, prostat ve akciger kanseri hiicrelerinin
EMT yolaginda inhibitor etkisi oldugu gosterilmektedir. Yapilan c¢aligmalar
neticesinde AMPK ‘nin EMT ve kanser metastazi iizerindeki etkisi AMPK
aktivasyonunun hiicre tipi ve baglanmaya Ozgii etkilere sahip oldugunu

gostermektedir [59,60,61].

2.5. PIBK/AKT/MTOR SINYAL YOLAGI

Plazma membraninda bulunan fosfotidilinositol lipidinin inositol halkasinin 3-
hidroksil grubunun fosforile olmasi ile aktive olan PI3K, lipit kinaz ailesinde yer
almaktadir. PI3K lipit substratlar1 veya farkli yapilari tercih etmesine bagh olarak ii¢
smif enzimi mevcuttur. Tip | PI13K timérlerde oldukga 6nemli bir rol oynar [62]. Ug
tane tip 11 PI3K (PI3K-C2a, B, v) ve tek bir tip III PI3K (hVPS34) vardwr. Tip 1
PI3K, bir p110 katalitik alt biriminden ve bir dizenleyici alt birim olan p85 'den
olusan bir heterodimerdir. Katalitik alt birimi olusturan p110 ‘un p110a, p110p,
pl10y ve p11096 alt tipleri varken diizenleyici alt birimi olusturan p85 ‘in p85a, p85p,
p55a, p55p, p50a, p101 ve p87 alt tipleri mevcuttur. PI3K aktivasyonu inhibe etmek
ve protein heterodimerini stabilize etmek icin Katalitik alt birim olan pl110
diizenleyici alt birim olan p85 ‘e baglanir [63]. PI3K fizyolojik kosullar altinda hiicre
dis1 sinyaller araciligiyla aktive olmakta ve sonucunda heterodimer konformasyonel
degisiklige ugramaktadir. Bu yolak biiytime faktorl, hormonlar veya sitokinler gibi
farkli uyaranlar ile aktive olmaktadir. Cesitlik biiylime faktorii ligandlar
transmembran reseptor tirozin kinaz (RTK)’in N-terminal hiicre dis1 bolgesine
baglanarak RTK ‘m sitoplazmik bolgesinde otofosforilasyon gergekleserek aktive
olmaktadir [64]. PIP2 ‘nin PIP3 ‘e doniisiimii gercekleserek yolak devam etmektedir.
Ayrica GRB2 fizerinden ylirliyen alternatif bir yolak daha mevcuttur. Bu yolak
MAPK yolag: olarak bilinmektedir ve sirastyla SOS, RAS, RAF, MEK ve ERK
proteinlerinin fosforilasyonu ile gerceklesen, hiicre biiylimesi ve farklilasmasina
neden olan bir yolaktir [65]. PIP3 olusumu sonrasinda PDK1 Serin241 iizerinden
fosforile ederek yolak devam eder. Ancak bu sirada PIP2 PIP3 doniisiimii PTEN



proteini araciligiyla kontrol edilerek doniisiim engellenir. Fosforile edilmis olan
PDK1 proteini bir baska protein olan akt ‘1 treonin 308 amino asidi iizerinden
fosforile eder. Akt proteini serin 473 amino asidi iizerinden dogrudan mTORC2
proteini araciligiyla da fosforlanarak aktif hale gegebilir. Fosforile olan akt TSC1/2
proteinini baskilayarak mTORCI1 proteininin baskilanmasini engeller [66]. Ayrica
mTORC1 protein kompleksi halinde bulur ve mTOR, Raptor proteinlerini i¢inde
barindirmaktadir. mTOR hiicre metabolizmasinda gorev alan proteinlerin
ekspresyonlarinin diizenlemesi ve protein translasyonunun kontroliinii saglanmasinda
gorev alan onemli bir proteindir. Aktif durumda olan mTORC1 proteini mTOR
proteinini serin 2448 amino asidi lizerinden fosforlanmasi, serin 24481 amino asidi
iizerinde mTORC?2 proteininin fosforlasmasina bagimli olarak ¢alismaktadir. Olusan
bu dongii sonucunda mTORCI1 proteininin baskiladigi ULK1 proteini serin 555
amino asidi lizerinden fosforlanarak otofaji sinyalinin baglatilmasin1 engellemek igin
kullanilir. ULK1 proteini inaktif edilebilmek icin serin 757 amino asidi (izerinden
fosforlanmalidir [67]. mTORCI proteini treonin 389 amino asidi iizerinden
fosforladigi P70S6K proteini ile S6 ve elF4E proteinlerinin regiilasyonunu saglar ve
protein sentezini kontrol eder. Ayrica eIlF4E proteinine bagl olarak translasyon
kontroliini  4E-BP1 proteininin regiilasyonunu saglayarak gergeklestirir. Ayni
zamanda hiicre enerji metabolizmasindaki degisime bagli olarak translasyon
inhibisyonunu kontrol etmektedir. mTOR proteini farkli yolaklarin kontroliinde
gorev almaktadir. Ornek verilecek olursa bunlarin arasinda Lipin-1 proteinine bagli
lipit biyosentezi, Grb10 proteinine bagli olarak lipoziz ve CLIP-170 proteinine bagl

olarakta mikrotiibiil organizasyonu gibi pek ¢ok farkl yolakta etkin rol oynamaktadir
[68].

Akt proteini hiicrenin sag kalmasini saglayan bir protein olup geri beslenme
mekanizmas1 ile ¢aligmaktadir. Akt proteini araciligiyla hiicre sagkalimi IKKa
proteinin treonin 23 amino asidi lizerinden fosforlanmasi1 ve CREB proteininin serin
133 amino asidi iizerinden fosforlanmasi sonucu ilgili genlerin aktive olmasi
gerceklesir. Ayn1 zamanda BAD gibi apoptozu tesvik eden proteinleri baskilarken
bcl-2 ailesine ait proteinlerin ekspresyonlarmi kontrol ederek hiicre canliliginin
korunmasini saglamak ve hiicre boliinmesinin durdurulmas: ile ilgili protein olan

p27°nin baskilanmasini saglayarak hiicre boliinmesinin devamliligini saglamaktadir.



Akt proteini serin 166 ve serin 186 amino asidi Uzerinden MDM-2 proteinini
fosforlayarak p53 kontroliindeki apoptoz yolagini inhibe eder ve ayni zamanda
kaspaza bagimli apoptoz yolagmi serin 196 amino asidi {lizerinden Kaspaz9’u
fosforlayarak engeller. Ayrica SAPK yolaginin inhibisyonunu da serin 647 amino
asidi tizerinden MLK3 ‘i, serin 83 iizerinden ASK1 ‘i fosforlayarak gerceklestirir.
Hiicre oliimii ile ilgili genleri aktive olmasini saglayan FOXO1 proteinini treonin 24,
serin 256, serin 319; FOXO3 proteinini treonin 32, serin 253, serin 315; FOXO04
proteinini treonin 28, serin 193 ve serin 258 amino asitleri tizerinden fosforlayarak
saglamaktadir. Ayrica akt proteini AMPK proteinini o alt birimindeki serin 487
amino asidi Gzerinden fosforlayarak inhibe etmektedir [69].

' Growth factor

Lo

Sekil 9. PI3K/AKT/mTOR sinyal yolag:

2.6. OTOFAJI

Otofaji hiicresel homeostaz1 siirdiirmek amaciyla lizozomdaki hatali veya eski
sitoplazmik hiicre bilesenlerinin yapilarini ve organellerini ortadan kaldirmak ve geri
doniisiimlerini saglamak amaciyla gerceklesen evrimsel olarak korunmus hiicre ici
yikict bir stirectir [83]. Otofaji besin stresi, hipoksi, sitotoksik kemoterapiler gibi

cesitli hiicresel stresler araciligiyla aktive olmaktadir. Otofaji fizyolojik agidan besin



yoksunlugu gibi aclik strese yanit olarak aktive olan proteinlerin ve lipitlerin
doniisiimii icin gerekli bir sistemdir. Uzun siireli a¢lik durumunda diizenlenmis
programlanmis hiicre 6liimii (PCD) mekanizmasi gozlenir [84]. Normal hiicre veya
kanserli hiicreler gibi c¢esitli etkenler sonucu degismis yapili hiicrelerde hayatta
kalma stireci olarak gorulebilmektedirler. Ayrica otofaji hiicresel igerigin lizozomlara
taginmast ve parcalanmasi yoluyla hiicresel enerjinin geri doniistiiriilmesini
hedeflemektedir. Ancak otofaji enerjinin geri kazanimi olarak bilinse de tip 2
programlanmis hiicre 6liim yolag1 olarak da goriilmektedir. Otofaji olusumu temelde
iki ana fonksiyonel tepki olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar, sitoplazmik materyal
icermesi ve lizozomal bozunmayla sonug¢lanmasidir. Otofajinin lizozomal aracili
gerceklesmesi sitoplazmik materyal igerigi bulunan proteozomal degradasyon gibi
diger katabolik yolaklardan ayirt etmek i¢cin oldukca 6nemlidir. Lizozomal proteazlar
polipeptitleri  kendilerini  olusturan amino  asitlerine kadar katabolize
edebilmektedirler. Ayrica lizozomal hidrolazlar lipitleri, sekerleri ve niikleik asitleri

de degrade edebilirler [85].

Cesitli otofaji tiirleri yapilan calismalarda ortaya konmustur ancak temelde ii¢
hiicresel siireci ifade eden otofaji bulunmaktadir. Bunlar; Mikrootofaji, Saperon
aracili otofaji ve Makrootofaji olarak adlandirilmaktadir. Otofaji tiirleri arasinda en
blylk fark bozulacak kargo tiirleri ve lizozomlara kargolarin tasinma yontemidir.
Otofaji ifadesinin kullanimi1 genelde Makrootofaji i¢in gecerli olmakla birlikte bu
zamana kadar vezikiiler bolmelerde biiyiik morfolojik degisiklikleri en iyi karakterize

edilmis olan tiirtidiir [86].
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Sekil 10. Otofajinin {i¢ farkli molekiiler mekanizmasi

2.6.1. Mikrootofaji

Mikrootofaji, sitoplazmik igerigin bozunmasi sonucu lizozom ya da vakuoliin
yiizeyinde dogrudan membran invaginasyonu yoluyla igerigin alindig1 otofaji
cesididir. Otofajinin en az calisilmis cesididir ve maya hiicrelerinde endozomal
mikrootofaji olarak adlandirilmaktadir. invaginasyon olay1 cikmnti olusumu ile
beraber parcalama islemi ile lizozom igerisine alinmasi ile gergeklesmektedir.
Mikrootofaji nitrojen aghigina bagh olarak aktiflesmektedir. Ayrica mTOR yolag1
araciligiyla kontrol edilmektedir [87]. Mikrootofaji siirecinde kargo igerigi iletimi
sirasinda  altinda yatan molekiiler mekanizma belirsizligini korumaktadir.
Mikrootofaji  genellikle besin  eksikligi ve hayatta kalma siirecinde
kullanilmamaktadir. Organel boyutlarinin korunmasi ve membran kompozisyonunun
sabit kalmasi gibi etkenler durumunda aktif olarak kullanilmaktadir. Vakuoler

tastyict saperon (VTC), vakuol ve hiicre periferinde bulunan Mikrootofaji i¢in



gerekli bir komplekstir. Mikrootofaji yolagmnin bloklanmasi i¢in vakuoler tasiyici

saperonun delesyona ugramasi gerekmektedir [88].

2.6.2. Saperon Aracih Otofaji

Saperon aracilt otofaji (CMA) sitosolik proteinlerin pargalanmasini hedef alarak,
lizozoma dogrudan verilmesi sonucu gerceklesmektedir. Saperon aracili otofaji
gelismis diizey oOkaryotik hiicrelerde gorulmektedir. Bu otofaji tiriinde sadece
¢ozinebilir proteinler degrade edilebilmektedir. Ancak organellerin degradasyonu
s6z konusu olmamaktadir. Saperon aracili otofajinin diger sistemlerden aywrt edici
ozelligi vezikiil olusumu ve membran invagizasyonunun gerekmemesidir. Saperon
aracilt otofaji Hsc70 ‘e baglh olarak ve homoloji saglayarak gerceklesmektedir. Bu
otofaji HSPAS ‘e bagli KFERQ amino asidi sekansini tasiyan ¢oziinebilir proteinleri
kargo edebilir. Ayrica sitozolik saperon olarak bilinen KFERQ sitoplazmadaki
proteinlerin bircogunda bulunmaktadir. Organelleri, lipidleri, niikleik asitleri veya
zarlara bagli proteinleri kargo edememektedir. CMA cesitli sitosolik proteinlerin
kargolanmasinda gorev almaktadir. Metabolik diizenleme, genom biitiinliglnin
korunmasi, yaslanma, T-hicresi aktivasyonu, ndrodejenerasyon ve onkogenez gibi
cesitli patofizyolojik olaylarda ana diizenleyici rolii bulunmaktadir [89]. Ayrica
kanserde ki rolii de olduk¢a dnemlidir. Makrootofaji inhibisyonu gerceklestiginde
memeli hlcrelerinde CMA indiiklenmesi gorilebilmektedir. Bu da otofajide Ki

degisimin digerini telafi edebilir bir sistemle ilerledigini géstermektedir.

CMA yolaginda belirli proteinlerin KFERQ amino asit dizisini taniyan ve ona bagli
olarak bulunan Hsc70 protein ile etkilesimi sonucu lizozomla iliskili protein 2A ‘nin
(LAMP2A) araciligla lizozoma baglanmay1 saglar ve bir miktar agiklik olusturularak

hedeflenen protein parcalanmak iizere lizozoma yonlendirilerek gergeklestirilir [90].
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Sekil 11. Saperon aracili otofaji yolagi

2.6.3. Makrootofaji

Makrootofaji hiicresel homeostazin korunmasi i¢in olduk¢a onemli bir katabolik
sirectir. 1962 yilinda Ashford ve Porter tarafindan yapilan incelemeler sonucu
lizozomlarda bir artis ve lizozomlarin sitoplazmik bilesenleri sindirdigi bir siire¢
gbzlendi ve 1963 yilinda da Duve tarafindan hiicresel diizeyde kendi kendini yok
etmeyi tanimlamak icin “otofaji” ifadesi kullanildi [91]. Makrootofaji hiicre
icerisinde yer alan organellerin ve proteinlerin otofagozom olusturmasiyla ilerleyen
daha sonra da lizozomlarla birleserek fagoforlarin olusturuldugu okaryotik
hiicrelerde korunmus olan bir hiicresel bozunma siireci olarak ifade edilebilir.
Makrootofaji, hasarli organellerin veya yanlis katlanmis olarak bulunan proteinler
gibi hiicresel sitotoksik bilesenleri ortadan kaldirmak amaciyla ortaya ¢ikan bir
stirectir. Bu slireg, hiicresel diizeyde sag kalimi saglayabilmek i¢in besin smirlayici
kosullar altinda gerceklesmektedir. Makrootofaji sirasinda hiicresel temel unsurlarin
korunmasi ve otofajinin baslama ve ilerleme asamalar1 kontrollii bir sekilde
ilerlemelidir. Kontrol islemi pek c¢ok kinaz ve sinyal yolaklar1 araciligiyla
gerceklesmektedir. Kontrol mekanizmalar1 arasinda en 6nemli kinaz gruplar
fosfatidilinozitol 3-kinaz (PtdIns3Ks) ve fosfoinositid 3-kinaz (PI13Ks) yer almaktadir
[92].

Fagoforlar ¢ift membranli bolmelerden olugmaktadirlar. Otofagozom olusturmak i¢in
hasarli prpteinleri ve organelleri yutar. Daha sonra da otolizozom olusumu i¢in
lizozomlarla birlesirler. Lizozomal hidrolazlar araciligiyla yutulan kargo igerikleri
degrade edilir ve sonrasinda ya yeniden kullanilir ya da yapi taslarma kadar

ayristirilir. Bu siiregte hiicre i¢i materyalin korunmasi olduk¢a énemli olup hiicrenin



hayatta kalma siirecinde ve dig etkenlerle basa ¢ikabilme gorevlerini iistlenmektedir.
Dis etkenler hiicresel diizeyde makrootofajiyi etkileyebilmektedir [93]. Makrootofaji
cesitli igsel ve gevresel streslere yanit olarak aktive olmaktadir. Bu etkenler arasinda;
besin ve enerji sinirlayict kosullar, endoplazmik retikulum stresi, reaktif oksijen
tiirleri (ROS), hormonal dengesizlik ve mikroorganizmalara maruz kalma yer alir.
Makrootofaji islemi sirasinda sitoplazmik icerik secici olmayan sekilde veya otofaji
reseptorleri araciligiyla secici bir sekilde kargolama islemi ile ilerlemektedir.
Makrootofaji stirecinde gerekli olan ve hiicresel sag kalim i¢in enerji iiretimi s6z
konusu olmaktadir. Hiicresel yenileme olarak adlandirilabilen makrootofaji uzun
Omiirlii, durgun ve farklilasmis replikatif olmayan hiicreler igin oldukca dnemli bir
rol oynar. Otofajik siire¢ gelisim, farklilagma, hiicresel sagkalim ve bagisiklik
tepkilerini diizenlenmesinde oldukca Onemli bir rol oynamaktadir. Sorunlu bir
sekilde gergeklesen otofajik siire¢ inflamatuar ve enfeksiyoz patolojiler, kanser,
norodejeneratif bozukluklar, karaciger hastaliklar1 ve yaslanma ile iliskili olmaktadir
[97].

Otofaji iliskili protein (ATG) hiicre icerisinde spesifik bolgelere getirilerek fagofor
olusumu ve izolasyon membraninin niikleasyonu ile otofajik siire¢ baslamaktadir.
Hiicresel aglik ve stres durumunda AMPK tarafindan Ulk-1 proteini serin 555 amino
asidi Uzerinden fosforile olarak FIP200 ve ATG13 proteinleri ile beraber Beclin-1 ve
Vps34  (PI3K  classlll)  proteinlerinin aktiflestirilmesi ~ saglamaktadir.
Heterodimerizasyon halinde bulunan Beclin-1 ve Bcl-2, JNK tarafindan bozunarak
Beclin-1 aktif hale getirilebilir. Vps15 (p150) ve Beclin-1 ortak karakterizasyonu
sonucu Beclin-1 ve Vps34 aktiflesir. Sonrasinda olusacak olan otofagozom igin BIF-
1, UVRAG ve Atgl4 gibi proteinlerde siirec igerisinde rol almaktadir. Atgl2-Atg5-
Atgl6 protein kompleksi olusur [94]. Otofajik siirecin devaminda LC3-11-PE
olusumu ic¢in LC3 proteini Atg4 tarafindan LC3-I ‘e daha sonra E1 olan Atg7 ile
kesilir ve E2 olan ATG3 ile Kkesilen bolgeye lipid yapida bulunan
fosfatidiletanolamin (PE) verlestirilerek gergeklestirilir ve boylece fagofor
olusumunun ilk evreleri gergeklesmis olur. Hiicre membranmin hem i¢ yiizeyinde
hem de dis ylizeyinde olacak sekilde LC3-II yer almaktadir. Niikleasyon olay1
esnasinda otofagozom olusumu gerceklesmis ve kargo igerigi alinmig durumdadir.

Otofagozom igerisinde yer alacak olan kargo makrootofaji markir1 olan



SQSTM1/p62 veya ubiquitin ile isaretlenmis olmalidir. Otofagozom sonrasi lizozom
ile fizyon islemi saglanarak degradasyon saglanir. Bu esnada isaretleme gorevinde
bulunan SQSTM1/p62 de degrade edilir. Sonrasinda olusan otolizozom igerisinde
degrade edilmis olan proteinler, organeller veya hiicrenin yok etmek istedigi tim

icerik yer almaktadir [95].
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Sekil 12. Makrootofaji molekiiler mekanizmasi [96]

2.7. ENDOPLAZMIiK RETIKULUM STRESI

Endoplazmik Retikulum (ER) 1945 yilinda Porter ve arkadaslar1 tarafindan elektron
mikroskobu aracilifiyla tavuk fibroblast benzeri hiicrelerde gosterilmistir.
Endoplazmik retikulum sitoplazma boyunca uzanan wuzun tlbdllerden ve
diizlestirilmis disklerden olusan bir ag goriiniimiine sahiptir [70]. Endoplazmik
retikulum zarmnin sitozolik yiizeyinde ribozom varligi ve yokluguna gore
ayrilmaktadir, ribozom varliginda graniilli endoplazmik retikulum (PER) olarak
adlandirilirken, ribozom yoklugunda graniilsiiz endoplazmik retikulum (SER) olarak
adlandirilmaktadir. Okaryotik sistemde hayati éneme sahip hiicre i¢i organel olan
endoplazmik retikulum, hiicresel homeostazi1 koruyabilmek igin birgok dnemli role
sahiptir [71]. ER, protein katlanmasi, post-translasyonel modifikasyonlar, tasinma,
lipit sentezi, glikojen degradasyonu, detoksifikasyon, Ca*? depolama ve salmimi gibi

birgok temel olaylarda gorev almaktadir [72]. ER bircok hicre ici organelle de



temasta bulunmaktadir. Bu organeller ve ER ‘nin yapis1 sekil 2.13 de ifade edilmistir

[81].
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Sekil 13. Endoplazmik Retikulum molekiilii ve diger organellerle olan temasi

Protein transkripsiyonu sonrasi haberci riboniikleik asitler olgunlasmis protein
iiretimi i¢in translasyona ugramak iizere ER limenine aktarilir. ER ‘deki herhangi bir
sorun protein biyosentezi ve modifikasyonu Gzerinde olumsuz bir etkiye sahiptir. Bu
stire¢ yanlis katlanmis protein (UPR) liretimine neden olmaktadir. Yanlhs katlanmis
proteinlerin birgogunun hiicresel metabolizma da bir gorevi bulunmamaktadir ve bu
nedenle de yeniden katlanma ya da protein degradasyonuna maruz kalmaktadirlar
[73]. ER kontrol sistemi, yanlis katlanmis proteinlerin dogru katlanmasini ya da
protein degradasyonuna yonlendirerek protein agregasyonunu engelleyen bir
sistemdir. ER kontrol sistemi saperonlar ve lektinler araciligiyla gerceklestirilir. ER
kontrol sisteminde olusan ¢esitli fizyolojik ve patolojik etkenler sonucu bir sorun
olusur, bunun sonucunda da katlanmamig/yanlis katlanmig protein birikmesi ile
endoplazmik retikulum stresi meydana gelir. Dogru protein katlanmasi protein
sentezinde olduk¢a onemlidir. Endoplazmik retikulum stresi besin yoksunlugu, pH
degisikligi, degismis glikolizasyon, kalsiyum yoksunlugu, oksidatif stres, DNA
hasari, viral enfeksiyon ve ATP tilkenmesi sonrasinda meydana gelmektedir [74]. ER

stresi sonucu ii¢ temel yolak aktiflesecek hiicresel strese karsi cevap iiretilmesini



hedeflemektedirler. Bu yolaklar ayni anda veya farkli zamanlarda stres boyutuna
gore aktiflesebilirler. Hiicresel stres sirasinda hiicrelerin temel amaci ER
homeostazin1 geri kazanmak i¢in UPR (katlanmamis protein cevabi) olarak
adlandirilan evrimsel siiregte korunmus olan sinyal iletim yolu aktiflestirilmesidir
[75]. ER de biriken katlanmis veya yanls katlanmis proteinleri tespit etmek i¢in {i¢
farkli ER transmembran sensorii yer almaktadir. Bunlar; inositol gerektiren enzim-1a
(IREla), RNA bagimli protein kinaz (PKR) benzeri ER kinaz (PERK), aktive edici
transkripsiyon faktéri 6 (ATF6) olup ER stresinin Ustesinden gelmeyi
hedeflemektedirler. ER stresi ¢ok yogun oldugunda ve geri dondiiriilemediginde
UPR, i¢sel apoptoz yolagi iizerinden hiicreyi 6liime gotiiriir. Endoplazmik retikulum
stresi sonucunda olusan yanlis katlanmis protein cevabi hiicre canliliginin korunmasi
ve ER homeostazinin saglanmasi veya geri dondiiriilemeyen ER stresine baglh oncii

inflamatuar cevaplarla hiicre 6liimiiniin baglatilmasi iizerinden ilerlemektedir [76].

Endoplazmik retikulum stresinin ilk olusum asamasinda molekiiler saperonlar
basarisiz olmasi proteostaz bakimini bozar. ER stresinin olumsuz etkilerinin
iistesinden gelebilmek i¢in bir dizi farkl strateji gelistirilir. Bu asamada yeni protein
sentezleri engellenir ve birikmis proteinler igin bir¢ok saperon geni transkripsiyonel
diizeyde indiiklenir ve yanlis katlanmis proteinleri proteazomal bozunma i¢in ER ile
iligkili bozunma sistemini (ERAD) aktive etmektedir. Endoplazmik retikulum stresi,
orta asamadayken yanlis katlanmig protein cevabi (UPR) ile ER homeostazi
desteklenirse; endoplazmik retikulum stresi ileri asamalarda hiicresel apoptoza neden

olmaktadir [77].

ER stresi sonrasi hiicrede IREla otofosforile olur ve sonrasinda transkripsiyon
faktori olan XBP1 alternatif olarak kesilir ve translasyona ugrar. Bunun sonucunda
saperon proteinler eksprese olur ve ER-baglantili protein degradasyonu (ERAD)
yolag: aktive edilir. Ayrica IRE1la ER de biriken protein miktarinin azaltilmasina ve
mRNA degradasyonuna neden olmaktadir. Ayn1 zamanda apoptozda da etkin rol alir.
Bunu da apoptotik sinyal kinaz 1 (ASKI1) aktivasyonu ve sonrasinda da Jun-N
terminal kinaz (JNK) ve p38-MAPK aktivasyonuna sebep olarak gergeklestirir. INK
proteininin inhibisyonu ya da aktivasyonu Bim ve Bcl-2 proteinlerinin interaksiyonu

sonucu ger¢eklesmektedir. p38-MAPK fosforilasyonu sonrasinda CHOP proteini



aktive olur ve apoptoz yoniinde degisiklikler gozlenir. Ayrica apoptotik siiregle ilgili
olan Bim ve DRS5 proteinlerinde artisa neden olurken Bcl-2 proteinin de azalmaya
neden olmaktadir [78]. ER stresi ile PERK proteinlerin fosforilasyonu gercekleserek
aktiflestirilir. PERK proteini de serin51 amino asidi lizerinden elF2o (Okaryotik
baslatic1 faktor 2a) fosforile eder, bu proteinde selektif olarak ATF4 aktive eder.
elF2a proteininin aktivasyonu ile devam eden yolak Er de protein birikimini azaltir.
PERK tarafindan NRF2 ve KEAPI1 proteinleri bozunur ve sonucunda niikleer
eritrosit 2 p45-iliskili faktor 2 (NRF2) fosforilasyonu yoluyla aktivasyonuna neden
olmaktadir. NRF2 ve ATF4 proteinlerinin fosforilasyonu oksidasyon/rediiksiyon
reaksiyonlarma neden olmaktadir. Buda antioksidan genlerinin ekspresyonuna sebep
olarak artis gostermekte olan reaktif oksijen tiirevlerine (ROS) karsi gerceklesir.
PERK ve ATF4 proteinlerinin fosforilasyonu sonrasi onciil apoptoz cevabi olarak
C/EBP homolog proteininin (CHOP) seviyesi arttirilarak gerceklestirilir [79]. Yanlis
katlanmis protein cevabinin (UPR) diger bir yolagi olan ATF6 proteininin
aktiflesmesi sonrasi golgi organelinde SP1 ve SP2 olarak adlandirilan iki farkl kesim
noktasina sahip proteazlar ile kesilir. ERAD ve XBPI ile iliskili olan proteinler
kesilmig ATF6 proteini saperonlar1 kodlayan gen bolgesinin ekspresyonunu regiile

etmektedir [80] (Sekil 14).

Nucleus Chaperones

Sekil 14. Endoplazmik retikulum stresi sonucu katlanmamis protein cevabinin
molekiiler mekanizmasi [82]



2.8. APOPTOTIK HUCRE OLUMU

1972 yilinda Kerr tarafindan ortaya konulan apoptoz, programlanmis hiicre 6liim
yolag1 olarak nitelendirilmektedir. Hiicre apoptoz icin tiim gerekli bilgileri
icermektedir. Hicresel dizeyde 6liim karar1 alindiginda apoptotik siirecin dogru bir
sekilde ilerlemesi i¢in koordine edilmis bir aktivasyon siireci ve bir¢ok alt programin
yurutilmesi gerekmektedir. Apoptotik surecin ilerlemesi hiicre kigilmesi ile
baglayarak kromatin yogunlasmasi, niikleer pargalanma yoluyla ilerlemektedir [98].
Apoptoz, gelisim ve doku homeostazinda 6nemli bir rol almaktadir. Apoptozun
herhangi bir etken sonucu anormal bir sekilde diizenlenmesi ¢esitli hastaliklara yol
acmaktadir. Apoptoz sonucu 6liim emri ile fagositlerin toplanmasini saglayan uyarici
sinyallerin aktive olmas1 s6z konusu olmaktadir. Apoptoz ilk zamanlarda cevredeki
dokular1 etkilemeyen sessiz bir siire¢ olarak kabul edilmekteyken suan, komsu
hiicreler iizerinde ciddi etkilere sebep olabilecek sinyallerin kaynagi oldugu
anlasilmistir. Cesitli etkenler sonucu hiicresel diizeyde olusabilecek stres ve
yaralanma gibi durumlarda apoptoz gegiren hiicreler, biiylime ve doku onarimi igin
mitojenik ve morfojenik sinyal proteinlerinin salgilanmasmi tetikleyebilmektedir
[99]. Programlanmis hiicre oliimii olan apoptoz ¢esitli fizyolojik siireglerde rol
almaktadir. Fetal gelisim veya organizmanin yetiskine doniisiimii sirasinda hiicrelerin
hizl1 ve siirekli tiretimi s6z konusudur. Sonrasinda olusum tamamlandiginda hiicresel
apoptoz yolag1 gorev alacaktir. Apoptoz viicut dengesinin gelismesi ve
korunmasinda olduk¢a 6nemli bir rol alir. Ayn1 zamanda bagisiklik sisteminde de
etkin rol almaktadir. Islevini yerine getiremeyen hiicreler, tiimor hiicreleri ve patojen
aracili enfekte olmus hiicrelerin organizmadan yok edilmesinde oldukca dnemlidir.
Apoptotik siirecin hatali gerceklesmesi veya deregiilasyonu kanser ve otoimmiin
hastaliklar gibi ¢esitli sorunlara yol agmaktadir. Ayni zamanda asir1 apoptoz ise
ndrodejeneratif hastaliklar, iskemik hastaliklar ve AIDS gibi hastaliklarin gelisimine
neden olabilmektedir [100]. Ayrica, aktif bir islem olan apoptoz enerji gerektiren bir

sureg ile ilerlemektedir.

Apoptotik hiicre 6limu  sirecinde pek ¢ok anahtar rol oynayan proteinler
bulunmaktadir. Kaspazlar olarak adlandirilan sistein-aspartik proteazlar ile hicresel

Oliime hazirlik, hiicresel yapilarin degradasyonu ve gevresel hiicrelerde stresin



minimum da tutulmasi gibi siireglerde etkin rol oynamaktadirlar. Bcl-2 ailesi
proteinleri hem apoptotik sireci tetiklemede hem de anti-apoptotik stiregte apoptozun
engellenmesin de gorev almaktadir. Proapoptotik ve antiapoptotik siirecte yer alan
proteinler arasindaki denge ile hiicre sagkalimi ve Oliimii arasinda kalan dengede
belirleyici rol oynamaktadir. Apoptoz igsel (mitokondriyal) ve digsal (6lim
reseptorleri aracili) apoptoz olmak iizere iki farkli yolak tizerinden aktive olmaktadir

[101].
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Sekil 15. Apoptozun molekiiler mekanizmasi [102]

2.8.1. Kaspazlar

Kaspazlar (Cysteine Asp-specific proteases) metazoanlar boyunca korunmus olup
apoptoz, sag kalim, enflamasyon, farklilagma gibi pek ¢ok hiicresel olaylarda etkin
rol oynayan sistein proteaz ailesi liyeleridir. Hiicre 6liim yolagi olan apoptozun ana
efektorleridirler. Sistein bdlgelerinin  katalitik bolge olarak kullanan kaspazlar
proteolitik enzimlerdir. Ayrica kaspazlar hedef protein iizerinde bulunan aspartik asit
bolgesinin yanindan spesifik olarak kesim yapmaktadirlar [111]. Kaspazlardaki
diizensizlik pek ¢ok hastalia neden oldugu i¢in terapotik hedef olarak kullanilirlar.
Diizensizliginin sebep oldugu hastaliklar arasinda kanser, kalp hastaligi,

norodejeneratif hastaliklar, osteoartrit, romatoid artrit gibi dnemli rahatsizliklar yer



almaktadir. inflamasyonda gorev alan kaspazlar oncii sitokin aktivatorleri olarak
gorev yaparlar. Kaspazlar ~ 20 kDa ve ~ 10 kDa 'lik biiyiik ve kii¢iik katalitik alt
birimlerin ardigik degisken boyutlu bir amino-terminal bdlgesinden olugmaktadir.
Kaspazlarda ki bu iki katalitik bdlge proteaz bdlgesini olusturmaktadir. Baslatici
kaspazlarin amino-terminal bolgeleri kaspaz alim bolgesini veya Oliim efektor
bolgelerini olustururlar. Apoptotik siirecte yer almalar1 oldukg¢a Onemli olan
kaspazlar iki grup altinda incelenebilir. Bunlardan biri baslatici kaspaz gruplari
olurken digeri ise sonlandirici kaspaz gruplaridir. Spesifik 6liim yolaklarinda gorev
alan baglatic1 kaspazlar ilk aktive olan protein gruplarindan olusmaktadir. Ayni
zamanda iki asamali olarak ilerleyen kaskad aktivasyonunda sonlandirici kaspazlari
da aktive etme gorevleri bulunmaktadir. Kaspaz aktivitelerindeki diizensizlik
hicresel sirec icin oldukca 6énemlidir. Bu nedenle de hiicreler kaspaz proteinlerini

onct form da bulundurmakta ve kesilmedikleri surece aktive olmamaktadirlar [112].

Apoptoz da rol oynayan kaspazlardan i¢sel apoptoz yolaginda kaspaz 9 ve kaspaz 2,
dissal apoptoz yolaginda ise kaspaz 8 ve kaspaz 10 baslatic1 kaspazlar olarak gorev
alirlar. igsel apoptoz yolaginda yer alan kaspaz 9 sitozol de monomerik yapida
bulunmaktadir. Ancak aktif oldugunda dimerik yapidadir. Mitokondriyal membran
potansiyeli bozulan igsel apoptoz yolaginda olusan apoptozom kompleksi kaspaz 9
‘un kesilip aktive olmasini saglar. Bunu da N-terminal kaspaz aktivasyon cagirici
domeyin (CARD) araciligiyla Apaf-1 ‘in kaspaz 9 ‘u apoptozom kompleksine
cagirmasiyla gerceklestirir. I¢sel apoptoz yolaginda rol oynayan diger bir kaspaz
grubu olan kaspaz 2, apoptotik cevaba bagli DNA hasarinda goérev almaktadir.
Kaspaz 2 ‘nin aktivasyonu kaspaz 9 gibi Apaf-1 proteinine bagli olarak
gerceklesmemektedir. Kaspaz 2 ‘nin  aktivasyonu kaspaz 9‘a goére CARD
proteininden daha kompleks yapidaki proteinlerle interaksiyonu sonucu
gerceklesmektedir. Kaspaz 8 ve kaspaz 10 immiin sistem tarafindan aktivasyonlar1
saglanarak digsal apoptoz yolaginda efektif rol oynamaktadir [113]. Digsal apoptoz
yolagin aktivasyonu tiimor nekroz faktor reseptor tip 1 (TNFR1) ailesi liyesi olan
transmembran reseptorii FAS (CD95) ligasyonu ile gerceklesmektedir. FAS
reseptOriiniin hiicre yiizeyinde agregat olusturmasi ligasyon ile gerceklesmektedir.
Agregat olusumu sonrasi FADD (FAS ile iligkili 6lum domeyinine sahip protein),
FAS reseptoriiniin hiicre i¢i bolgesine ¢agrilir. Olusan komplekste FADD N-terminal



oliim efektdr domain (DEDs) bolgesi araciligiyla kaspaz 8 cagrilir. DISC (6liim
baslatici sinyal kompleksi) ifade edilen bolgede bulunmaktadir. Olusan kompleks de
kaspaz 8 ‘i aktive eder. Kaspaz 8 ‘in aktive olmasi kesilip dimerize yapiya ulagsmasi
sonucu gergeklesir. Dissal apoptoz yolagi insan hiicrelerinde kaspaz 10 araciligiyla
gerceklestirilir ve bazen de kaspaz 8 ‘in yerini alir. Baslatic1 kaspazlarin yani sira
sonlandirict kaspazlar da bulunmaktadir. Sonlandirict Kaspazlar arasinda kaspaz 3,
kaspaz 6, kaspaz 7 yer almaktadir. i¢sel ve digsal apoptoz yolaklarinda gérev alirlar.
Kaspaz 3 ve kaspaz 7 sitozolde inaktif durumda ve dimer halinde bulunurlar.
Domainler aras1 baglanma bolgelerinden kesilebilen kaspazlar kisith proteoliz ile

aktiflesebilir ve kesilimleri i¢in baslatici kaspazlara ihtiya¢ duyarlar [114,115].
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Sekil 16. Kaspazlarin molekiiler yapis1 ve fonksiyonel smiflandirilmasi [116]

2.8.2. BCL-2 Ailesi

Igsel ve digsal yolaklar iizerinden ilerleyen apoptozda, igsel apoptoz yolag: ile
yakindan iligkili B hiicreli lenfoma 2 (Bcl-2) protein ailesi, memeli hiicrelerinde
apoptotik faktorlerin salmimini baslatarak hiicreyi 6liime gotiirme ya da apoptozun
gerceklesmesini engellemek i¢cin mitokondrinin biitiinligiinii diizenlemede gorev

almaktadir. Ayrica kaspaz aktivasyonu {iizerinde de rol oynamaktadirlar. Bcl-2



protein ailesinin pro-apoptotik (apoptoza tesvik eden faktorler) ve anti-apoptotik
(apoptozu onleyici faktdrler) proteinleri arasindaki antagonizm aracilik eder ve bu
etkilesim siire¢ icerisinde organizmalarda korunmus vaziyettedir. Pro-apoptotik ve
anti-apoptotik proteinler arasindaki etkilesimin molekiiler temeli, ilgili proteinlerin
korunmus olan sekanslarina dayanmaktadir. Bcl-2 protein ailesinde bulunan her bir
proteinin Bcl-2 Homoloji (BH) motifleri olarak bilinen dort ¢esit olarak bulunan
korunmus dizilerden olusmaktadir [117]. Apoptoz siirecinde gorev alan Bcl-2 protein
ailesi Uyelerinde BH3 domain iceren gruplar tarafindan yolak aktive olmaktadir.
Oncii apoptoz por olusum proteinlerinden olan BAX (Bcl-2 iligkili X protein) ve
BAK (Bcl-2 antagonist/katil) ile BIM (Bcl-2-etkilesim hiicre 6limi diizenleyicisi),
BID (BH3-etkilesim 6lim agonist domeyini), PUMA (p53-anlatimi artmis apoptoz
baslaticis1) gibi proteinlerin etkilesimi sonucu aktive olmaktadirlar. Bax ve Bak
mitokondri membran yiizeyinde allosterik yapilarin degisimine ugrayarak mitokondri
membraninda por olusumunu saglamaktadirlar. BH domainleri arasindan BH1, BH2
ve BH3 domainleri hidrofobik girintiler olustururken, BH3 domaini ise anti-
apoptotik proteinlerin baglanma bdlgelerini olusturmaktadir. Ayrica BH4 domeyini
ise endoplazmik retikulumda kalsiyum pompalarmin kontroliiniin
gergeklestirilebilmesi i¢in inositole baglanmada kullanilmaktadir. BH domeyini
disinda Bcl-2 protein ailesi iiyelerinde MBR (membran baglanma bdolgesi) de
bulunmaktadir. Bcl-2 protein ailesi tiyeleri MBR bolgeleri araciligiyla membranla

interaksiyona gecebilmektedir [118,119,120].
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2.8.3. I¢sel Apoptoz Yolag

I¢sel apoptoz yolagi mitokondriyal apoptoz yolagi olarak da adlandirilmaktadir.
Hiicre canliligmin belirteci olarak goriilen mitokondri {lizerinde olusan geri
dondiiriilemez degisiklikler ile yolak aktiflesmektedir. I¢sel apoptoz yolagi, oksidatif
stres, asir1 kalsiyum yiiklenmesi ve DNA hasar1 gibi hiicre i¢i stres kosullar1 altinda
tetiklenen, hiicre ici sinyallerin Uretilmesi ve hucre igi biyokimyasal degisikliklere
yol agarak gergeklesir. Uyar1 sonrast membran potansiyelinin degisimi ile
mitokondriyal transmembran bozulmaya ugrayarak gegirgenlik arttirilir. Igsel
apoptoz yolagi mitokondriyal membran boslugundan proapoptotik protein salinimini

baglatan Bcl-2 protein ailesi tarafindan kontrol edilmektedir [103].

Memeli hucrelerinde Bcl-2 ailesi proteinlerinden olan Bax ve Bak 6ncli apoptoz
proteinleri aracihifiyla yolagin aktivasyonu saglanir. I¢sel apoptoz sinyali almayan
hicrelerin  mitokondri membraninda Bak proteini lokalize olmaktayken Bax
sitoplazmada serbest olarak bulunur. I¢sel apoptoz sinyali alindiginda Bax ve Bak
proteinleri mitokondri membranina yonelerek oligomerik membran porlarmi
olustururlar. Olusan oligomerik membran porlarmin ortadan kaldirilmasi igin
antiapoptotik Bcl-2 protein ailesi liyeleri Bak ve Bax ‘a baglanarak inaktif olmalarini
saglarlar. I¢sel apoptoz yolagi esnasinda olusan porlar dncii apoptotik faktdrlerin
mitokondriden sitoplazmaya gecisine izin vermektedir. Bax ve Bak proteinlerinin
olusturdugu oligomerik komplekse veya antiapoptotik Bcl-2 proteinlerine BH-3
proteinleri dogrudan baglanarak notralize edilmesi saglanmaktadir. Olusan
oligomerik kompleks sonrasi olusan porlarda mitokondriden sitoplazmaya sitokrom-
¢, Smac ve endoniikleaz G apoptotik proteinlerinin gecisi saglanir. Sitoplazmaya
gecisi saglanan sitokrom-c Apaf-1 ile etkilesim kurarak apoptozom olusumu saglar.
Olusan apoptozom kompleksi igerisindeki Apaf-1 kaspaz 9 ‘a baglanir. Bu sekilde
kaspaz 9 aktivitesi oldukga yiiksek bir noktaya ulagmig olur. Apoptozom igerisinde
yer alan kaspaz 9 prokaspazlarla oligomerik bir yap1 olusturur. Kaspaz 9, kaspaz 3 ‘i
keserek hiicre 6liim kaskadini artirict yonde etki yaparken kaspaz 9 kendini keserek
kompleksten ayrilir. Kaspaz 9 ‘un ayrilmasi inaktif olmasina neden olur. Bu da
apoptozom aktivitesinin simirlanmasi i¢in olduk¢a Onemlidir. Kaspaz 3 efektor

kaspazlar1 keserek ve BH-3 domeyinine sahip Bid proteinini keserek apoptotik



aktiviteyi arttirrr. Kesilen Bid araciligiyla geri doniisiimlii bir dongii olarak Bax ve
Bak aktivasyonu artarak sitokrom-c ve Smac salinimi saglanir, sonrasinda ise kaspaz

9 aktivasyonu gordlur [104,105].
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2.8.4. Dissal Apoptoz Yolag:

Digsal apoptoz belirli transmembran reseptorlerin ayni kdkenli ligandlarina
baglanmas1 sonucu tetiklenen sinyal yolagidir. Bu transmembran reseptorler, 6liim
reseptorleri (DR) olarak da bilinirler. Oliim reseptorleri timér nekroz faktori (TNF)
reseptor ailesinin iiyeleridir. Oliim reseptorleri ile dissal apoptotik yolak aktive hale
getirilir. Bilinen sekiz DR bulunmakta olup DR4 ve DR5 kanser hicrelerinde
eksprese edilmektedir. Oliim reseptorleri arasinda Fas, TNFa reseptor 1 (TNF-R1)
yer alirken bu reseptOrlerin ligandlar1 FasL ve TNFa olmaktadir. Tiimor nekroz
faktor reseptor ailesi Uyelerinden olan Fas, (¢ sisteince zengin domain iceren tip |
membran proteinidir. Fas reseptor proteininin sitoplazmik kismi yaklasik seksen
O0lim domaini bulundurmaktadir. Bu domainler tum &lim reseptorleri ile
paylasilmaktadir. Fas resoptoriiniin ligandi olan Fas ligandi trimerik yapidadir.
Sitotoksik T lenfositlerinin membraninda bulunmaktadir [107]. Fas reseptoriine
ligand1 baglandig1 anda digsal apoptoz yolag:1 aktive olmaktadir. Aktif hale gecmis
olan Fas konformasyonel degisiklige ugrayarak hiicresel kaskad da sinyal iletiminin
baglamasina neden olmaktadir. Aktif haldeki Fas, FADD adaptor proteini ile
birleserek DISC kompleksinin olusumunu saglamaktadir. Oncii kaspaz 8 ‘in &liim

efektdr domaininden DISC kompleksi baglanir. Standart hiicresel kosullar altinda



oncii kaspaz 8 proteini monomerik yapida bulurken DISC kompleksi ile
baglandiginda dimerizasyona ugrayarak katalitik aktivite sergilemektedir. Olusan
dimerik yapilar komsu dimerizasyon gecirmis proteinleri keserek serbestlestirir.
Sonucunda da heterotetramer aktif kaspaz 8 kompleksi olugur. Aktif haldeki kaspaz 8
araciligiyla kaspaz kaskadi i¢in gerekli olan kaspazlar aktive olmaktadir. Kaspaz 8
‘in diger bir gorevi de Bid proteinini BH-3 domaininden keserek i¢sel apoptoz
yolaginin baslatilmasini saglamaktir. Hiicre yiizeyinde transmembran nitelikte Fas
reseptorii bulunurken hiicre 6liim kaskadindan kacist nasil sagladigi oldukga
onemlidir. Hiicreler cFLIP olarak adlandirilan kaspazlar iligkili proteini
bulundururlar. Bu protein hiicre icerisinde katalitik aktivitesi olmayan kaspaz 8 ‘e
benzer nitelikte bir proteindir. cFLIP ylksek ekspresyon seviyesinde hicrede
bulundugu i¢in Oncii kaspaz 8 monomerlerine baglanarak hiicresel diizeyde 6liim
yolaginin aktive olmasini engelleyici diizeyde etkili enzim olusturmaktadir

[108,109].
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3 MATERYAL VE YONTEMLER

3.1.MATERYALLER

3.1.1. Kullamilan Cihazlar

Kullanilan cihazlar Tablo A boliimiinde yer almaktadir.

3.1.2. Hicre Kulturd Malzemeleri

Hiicre kiiltiirtinde kullanilan malzemeler Tablo B boliimiinde yer almaktadir.
3.1.3. Kimyasal Maddeler

Kullanilan kimyasallar Tablo C bdliimiinde yer almaktadir.

3.1.4. Cozeltiler

Kullanilan ¢ozeltiler ve igerikleri Tablo D boliimiinde yer almaktadir.

3.1.5. Antikorlar

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Model Hiicre Hatlan

A549 (ATCC® CCL-185™) akciger kanseri hiicresi olup 58 yasinda Kafkas kokenli
erkek bireyden eksplant kiiltiirli yoluyla elde edilmistir. Epitel benzeri ve adherent
yapidaki A549 akciger kanseri hiicre hattt ayn1 zamanda uygun bir transfeksiyon
konakgisidir. Bu hiicrelerin % 24'tinde meydana gelen 66 modal kromozom sayisima
sahip bir hipotriploid insan hiicre hattidir. 64 (% 22), 65 ve 67 kromozom sayimina
sahip hicreler de nispeten yiiksek frekanslarda meydana geldi; daha yiksek ploidileri
olan oran % 0.4'de disiikti. Tim hiicrelerde tek kopya halinde 6 isaret
mevcuttur. Bunlar der (6) t (1; 6) (q11; g27); 8 del (6) (p23); del (11) (g21), del (2)
(q11), M4 ve MS5’dir. Cogu hiicrede iki X ve iki Y kromozomu vardir. Bununla

birlikte, analiz edilen 50 hiicrenin % 40'nda bir veya her iki Y kromozomu



kaybedilmistir. N2 ve N6 kromozomlarmin hiicre basma tek kopyas1 vardir; ve N12
ve N17 genellikle 4 kopyaya sahiptir. Sitogenetik bilgiler, ATCC'deki ilk tohum
stoguna dayanmaktadir. Baz1 hiicre hatlar1 igin literatiirde sitogenetik instabilite
bildirilmistir. M. Lieber ve ark. A549 hicrelerinin, lesitini, sitidin difosfokolin
yolunu kullanarak yiiksek oranda doymamis yag asitleri sentezleyebildigini ortaya

koymustur.

BEAS-2B (ATCC® CRL-9609™) normal insan bronsiyal epitel hiicrelerinden otopsi
yoluyla elde edilmistir. Bu hiicre hatti uygun bir transfeksiyon konakgisidir. Hiicreler
seruma tepki olarak skuamoz farklilagsma gecirme yetenegini korur ve farklilagsma ve
/ veya karsinogenezi indiikleme veya etkileme yetenegi icin kimyasal ve biyolojik
ajanlar1 taramak igin kullanilabilir. Hicrelere bir adenovirtis 12-SV40 viris hibriti
(Ad12SV40) bulasmis ve klonlanmustir. Hiicreler, immdinstprese edilmis farelerde

tumorojenik degildir.

3.2.2. Hucre Kulttrd

Akciger kanseri hiicresi olan A549 (ATCC® CCL-185™) ve normal insan bronsiyal
epitel hiicresi olan BEAS-2B (ATCC® CRL-9609™) %5 CO2 ve %95 nem iceren
ortamda 37°C ’lik hiicre inkiibatoriinde, RPMI-1640 besiyerinde %10 fetal sigir
serumu (FBS) ve 10 U/ml Penisilin/ Streptomisin ile biiyiitiilmiistiir. Hazirlanmis
olan besiyeri hiicre kiiltiirti ile uyumlu 0,22 uM por ¢apindaki filtrelerden gegirilerek
steril hale getirilip +4°C de 50ml ‘lik falkonlarda muhafaza edilmistir. Hiicreler 25

veya 75cm? ’lik hiicre kiiltiirli petrilerinde biiyiitiilmiistiir.

3.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hicreler konfluent duruma gelince hem besi ortami hiicreler i¢in yetersiz hale gelir,
hem de kiiltiir kabinda yer olmadig1 i¢in kontakt inhibisyon adi verilen mekanizma
ile hiicrelerin ¢ogalmalar1 durur. Hiicreler pasajlanarak ilgili deneyler icin ekime
alinabilir. Hiicreler besiyerinden uzaklastirilarak 75cm? ‘lik petri kabi igin 2 ml fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikanir. Daha sonra 75cm?‘lik petri kabi i¢in 2 ml
tripsin-EDTA (etilen diamin tetra asetik asit) ¢cozeltisi ilave edilerek %5 CO» ve %95



nem iceren ortamda 37°C ‘lik hiicre inkiibatoriinde 5 dakika bekletilir. Hiicrelerin
kalktiklarindan emin olunduktan sonra 1:1 oraninda RPMI-1640 besiyeri ilave
edilerek tripsin inaktif hale getirilir ve petri kab1 yikanarak 15 ‘lik falkona toplanir.
Hiicreler 500 g (2000 rpm) de 5 dakika santrifiijlenir. Siipernatant uzaklastirilarak
1ml RPMI-1640 besiyeri ile hicreler pipetajlanarak homojen bir hiicre stispansiyonu
elde edilir. Neubauer hemositometresinin kanalina hiicre siispansiyonundan 10 pl
alinarak hemositometrede bulunan 25 kare igerisindeki hiicre sayimi gergeklestirilir
ve 10* ile carpilarak 1 ml’deki hiicre miktar1 hesaplanir. 75 cm? ‘lik petri kabina

8x10° hiicre ekilerek pasajlama islemi tamamlanur.

3.2.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Petri yizeyine adhere durumundaki hicreler tripsin-EDTA c¢Ozeltisi ile yizey
etkilesimleri kaldirilir. %5 CO2 ve %95 nem iceren 37°C ‘lik inkiibatorde 5 dakika
bekletilir. Daha sonra 1:1 oraninda besiyeri ile muamele edilerek enzim aktivitesi
inhibe edilen hiicreler 15 ‘lik falkona toplanir. 500 g (2000 rpm) de 5 dakika
santrifiijlenir. Hiicreler 1ml freezing medya igerisinde ¢dziilerek kriyo tiipe alnir ve

Once -80°C’ de daha sonrada s1v1 azot tankinda inkiibe edilebilir.

3.2.5. Hucrelerin Cozilmesi

Siva azottan ¢ikarilan hiicreler hizlica ¢oziilerek iizerine 1:1 oraninda besiyeri ilave
edilir. Hicreler 500 g (2000 rpm) de 5 dakika santrifijlenir. Sipernatant
uzaklastirilarak hiicreler besiyerlerinde ¢oziiliir. Olusan homojen ¢ozeltideki hiicreler

25 veya 75 cm? ‘lik petri kaplarma ekimleri yapilarak inkiibatérde muhafaza edilir.

3.2.6. Hiicre Canhih@inin Belirlenmesi ( MTT Testi )

Hiicre canliiginin  belirlenmesi icin 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromide (MTT) ajani kullanilmistr. MTT ajani igerisinde
bulunan tetrazolium halkasi, canli hiicrelerin mitokondrilerindeki dehidrogenaz
enzimleri sayesinde pargalanir ve mor renkli formazan tuzu olusturur. Sonucunda da

kolorimetrik yontem ile hiicre canlilimnin belirlenmesi hedeflenmistir. A549 akciger



kanseri ve BEAS-2B normal bronsiyal epitel hiicreleri 1x10* hiicre/kuyu olacak
sekilde 96 kuyucuklu petrilere ekilir. 1 giin boyunca inkiibatorde inkiibe edilen
hiicreler 1 pM, 2 uM, 3 pM, 4 uM, 5 pM Abemasiklib olacak sekilde uygulanir. ilac
uygulamasindan 24 saat sonra 10 pl MTT ajan1 uygulanir. 4 saat boyunca inkiibe
edilen hiicreler besiyerinden uzaklastirilarak olusan formazan kristallerinin
¢ozilmesi icin her kuyucuga 100 pl dimetil siilfoksit (DMSO) eklenerek karanlikta
oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilir ve sonrasinda mikroplaka ELISA okuyucusu
kullanilarak ikili dalga boyunca (570 ve 655nm’de) absorbans 6l¢timii yapilir.

3.2.7. Hiicre Sag kalm Analizi

A549 akciger kanseri ve BEAS-2B normal bronsiyal epitel hiicreleri 10x10%
hiicre/kuyu olacak sekilde 12 kuyucuklu petrilere ekilir. Gece boyunca inkiibe
edildikten sonra, hiicrelere canlilik analizi sonrasi belirlenen dozlarda abemasiklib
uygulanarak her iki hiicre hatti i¢in 24, 48 ve 72 saatlik ilag uygulamalari
tamamlandiktan sonra hiicreler tripsin-EDTA ¢o6zeltisi ile kaldirilarak 500 g (2000
rpm) de 5 dakika santrifuj edilir. Huicre pelleti 100 pl PBS icerisinde ¢ozilerek 1 pl
Tripan mavisi eklendikten sonra Neubauer hemositometresinin kanalina hiicre
stispansiyonundan 10 pl alinarak hemositometre de bulunan 25 karede igerisindeki

canl1 hiicre sayimi gerceklestirilir ve 10*ile ¢arpilarak canh hiicre sayis1 hesaplanir.

3.2.8. Yara lyilesme Deneyi

A549 akciger kanseri ve BEAS-2B normal bronsiyal epitel hiicreleri 35mm? ‘lik petri
kabina 5x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilir. Gece boyunca hiicreler %5 CO2 ve
%95 nem igeren 37°C ‘lik inkiibatérde inkiibe edilir. Daha sonra petri tabani1 1000 pl
‘lik pipet ucu ile hiicreler kaldirilmadan ¢izilir. Belirlenen miktarlarda abemasiklib
uygulamasi ile petri kabindaki hiicrelerin 12, 24 ve 48 saat boyunca ilag ile muamele
edilerek inkiibe edilir. Petri tabaninda olusan yariklarin belirtilen saatlerde
mikroskopta ¢ekimi alinir ve daha sonra kristal viyole ile boyanarak mikroskopta

¢ekimi alinarak sonuglar tekrarlanir.



3.2.9. Asih Damla Hiicre Modeli

A549 akciger kanseri ve BEAS-2B normal bronsiyal epitel hiicreleri 60mm? ‘lik petri
kabmin kapaklarma, 20ul besiyer icerisinde 1x10* hiicre olacak sekilde homojen bir
cozelti olusturur ve mikro pipet yardimiyla damla damla birakilir. flag uygulamasi
icin, 1x10* hiicre 1 uM Abemasiklib iceren besiyer icerinde 20 pl final hacminde
homojen ¢dzelti hazirlanarak 60 mm? ‘lik petri kapagina mikro pipet yardimiyla
damla damla birakilir. Petrileri kaplariin igerisine 1 ml PBS eklenerek kapak kismi
dikkatlice kapatilir. Petri kabindaki hiicreler hareket ettirilmeden %5 CO2 ve %95
nem igeren 37°C ‘lik inkiibatorde inkiibe edilir. Belirlenen siire inkiibasyonu sonrasi
hiicreler mikroskopta kapak dikkatlice oynatilmadan ve damla modeli bozulmadan

goriintiileri alinir.

3.2.10. Hiicre Akis Sitometrisi ile PI Boyama Analizi

Abemasiklib’in  A549 akciger kanseri ve BEAS-2B normal bronsiyal epitel
hlcrelerinde hiicre dongisl Uzerine etkisini belirlemek amaciyla PI boyamasi
sonrasinda akis sitometrisi analizi gerceklestirilmistir. 6 kuyucuklu petrilere 3x10°
hiicre/kuyu olacak sekilde ekim yapilir ve gece boyunca hiicrelerin yapismasi
bekledikten sonra canlilik testi ile belirlenen dozlarda ila¢ uygulanarak 24 saat
boyunca inkiibe edilir. Pasajlama islemi gibi hiicreler tripsin-EDTA c¢ozeltisi ile
kaldirilarak besiyerinde enzim inhibisyonu sonras1 500 g (2000 rpm) de santrifiijlenir
ve silipernatant uzaklastirilarak hiicreler %70 ‘lik etanol ile muamele edilerek
sonrasinda +4°C de 1 hafta fiksasyon islemi gerceklestirilir. inkiibasyon sonrasi
etanol uzaklastirilarak 1 ml 1X PBS igerisinde 1 pl PI (1 mg/ml) boyas1 olacak
sekilde boyama islemi gergeklestirilir ve hiicreler karanlikta 30 dakika boyunca

inkiibatorde bekletildikten sonra akis sitometrisinde okutma islemi gerceklestirilir.

3.2.11. Total Protein izolasyonu

A549 akciger kanseri ve BEAS-2B normal bronsiyal epitel hiicreleri 100 nm ‘lik
petrilere 1x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilir. Bir gece yapismasi beklenen

hiicreler canlilik testi ile belirlenen dozlarda abemasiklib ile muamele edilerek 24



saat etiivde inkiibe edilir. Daha sonra hiicreler 1xPBS c¢ozeltisi ile kaziyicilar
yardimiyla petriden toplanarak 2 dakika boyunca +4°C de 13.200 rpm de
santrifiijlenir. Bu islem petrideki tiim hiicreler toplanip ¢oktiiriilene kadar tekrarlanir.
Santrifiij ile ¢oktirilen hiicrelere 1x CLB ile muamele edilerek 20 dakika boyunca
oda sicakliginda calkalayicida inkiibe edilir. Daha sonra 20 dakika boyunca +4°C de
16000 rpm de santriflij edilerek siipernatant yeni bir ependorf tiipline alinir ve uzun

stireli saklama kosullar1 i¢in -80°C de muhafaza edilir.

3.2.12. Fosfatlanmis Protein izolasyonu

A549 akciger kanseri ve BEAS-2B normal bronsiyal epitel hiicreleri 100 nm ‘lik
petrilere 1x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilir. Bir gece yapismasi beklenen
hiicreler canlilik testi ile belirlenen dozlarda abemasiklib ile muamele edilerek 24
saat etlivde inkiibe edilir. Daha sonra hiicreler 1xTBS c¢ozeltisi ile kaziyicilar
yardimiyla petriden toplanarak 2 dakika boyunca +4°C de 13.200rpm de
santrifiijlenir. Bu islem petrideki tiim hiicreler toplanip ¢oktiiriilene kadar tekrarlanir.
Santrifujle ¢okturulen hicrelere 1x p-CLB ile muamele edilerek 20 dakika boyunca
oda sicakliginda ¢alkalayicida inkiibe edilir. Daha sonra 20 dakika boyunca +4°C de
16000 rpm de santrifiij edilerek slipernatant yeni bir ependorf tiipiine alinir ve uzun

stireli saklama kosullar1 i¢in -80°C de muhafaza edilir.

3.2.13. Protein Miktarmmin Bradford Analizi ile Belirlenmesi

Protein izolasyonu sonrasi -80°C de muhafaza edilen proteinlerin miktar tayinini
yapabilmek amaciyla Bradford teknigi kullanilwr. 96 kuyucuklu petri kullanilarak
konsantrasyonu 1,5 pg/ml olan Bovine Serum Albumin (BSA) (1,5-7,5) ng/ul arasi
artan dozlarda uygulanarak standart bir egri olusturulur. Protein Orneklerinden
belirlenen sira ile 1 pl/kuyu ilave edilerek 200 pl Bradford soliisyonu ile muamele
edilir. 5 dakika karanlikta inkiibe edildikten sonra 6rnekler 595 nm dalga boyunda
mikroplaka okuyucu da okutulur. Cikan absorbans degerlerine gore proteinlerin

konsantrasyon degerleri belirlenir.



3.2.14. immiinoblotlama Analizi

3.2.14.1. Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

Immiinoblotlama teknigi igin bradford analizi ile konsantrasyonu belirlenen
proteinlerin 5X Laemmli yiikleme tamponu ile 40 pg protein drnekleri 1:5 oraninda
karistirilarak 5 dakika 95°C de denatiire edilir. Ornekler SDS-PAGE jeline
yiiklenmek iizere hazir hale getirilmistir. Bu bekleme siiresi i¢inde ornekler buzda

tutulur.

3.2.14.2. SDS-PAGE

%12 ‘lik sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel (SDS-PAGE) hazirlanir. SDS-
PAGE jel sistemi i¢in uygun tank sistemi kurularak soguk 1X yiirlitme tamponu
icerisine jel sistemi yerlestirilir. Protein belirtecleri de kullanilarak belirlenen sira ile
onceden hazirlanmig proteinler jel sistemine yliklenir. Protein 6rnekleri 85 V sabit

gerilim ile 3 saat boyunca yurdtulur.

3.2.14.3. Proteinlerin Membran Uzerine Transferi ve Membran Bloklama

SDS-PAGE jel sisteminde yiiriitiilen proteinler yilikleme jelinden uzaklastirilarak
ayrrma jeli dH20 ‘ya alinir. Poliviniliden florid (PVDF) membran kullanilmadan
once membran aktiflestirmek amaciyla %100 metanol igerisinde bir miktar tutularak
islak transfer sistemi icin transfer tamponu icerisinde filtre kagitlariyla beraber
akimm yoniine baglh olarak sandwich seklinde hazirlanan sistem, 300mA de 1 saat
boyunca transfere alinir. Transfer sonras1 PVDF membran iizerine gecen proteinler
%S5 yagsiz siit tozu ( %0,1 Tween 20 iceren 1XTBS ) icerisinde oda sicakliginda 1

saat boyunca galkalayicida bekletilir.



3.2.14.4. Antikor Baglanmasi ve Membranlarin Goriintiilenmesi

1 saat boyunca %35 yagsiz siit tozunda bloklanan membran 1:1000 olarak hazirlanan
proteine 6zgii birincil antikor icerisine alinarak 1 giin boyunca +4 °C de muamele
edilir. Birincil antikora 6zgii ikincil antikora alinmadan once 10 dakika da bir
degistirilmek tlizere 3 kez 1X TBS-Tween igerisinde calkalayicida muamele edilir.
Daha sonra 1:3000 olarak hazirlanmis olan ikincil antikor ile 1 giin boyunca +4°C de
muamele edilir. Goriintiileme islemi i¢in hazirlanan membran 10 dakikada bir
degistirilmek {izere 3 kez 1XTBS-Tween ile 1 kez de 1XTBS ile muamele edilir.
Kemiliiminesans A ve B c¢ozeltileri hazirlanarak karanlikta membran ile 3 dakika
kadar muamele edilir. Ardindan membran Bio-Rad ChemiDoc™ gériintiileme

sistemine yerlestirilerek sonuglar elde edilir.

3.2.15. Floresan Boyama

3.2.15.1. Propidyum Iyodiir ( PI ) Boyama

A549 akciger kanseri ve BEAS-2B bronsiyal epitel hiicreleri 6 kuyucuklu petriye
5x10% hiicre/kuyu olacak sekilde ekim yapilir ve 1 giin boyunca hiicrelerin yapismasi
icin 37 °C lik %5 CO: igeren etiivde inkiibe edilir. Daha sonra belirlenen dozlarda
ilaglama islemi gergeklestirilerek 24 saat boyunca 37 °C lik %5 CO: iceren etivde
inkiibe edilir. 1xPBS ile yikanan hiicreler tizerine 1ml 1xPBS ilave edilerek her bir
kuyucuga 2 pg/ml PI ( ana stok: 50mg/ml ) uygulanarak 15 dakika boyunca 37 °C lik
%5 CO2 igeren ectiivde inkiibe edildikten sonra floresans mikroskobu ve 1s1k

mikroskobunda goriintiileri alinarak 6lii hiicreler belirlenir.

3.2.15.2. 3,3-Diheksiloksakarbosiyanin Iyodiir ( DIOCs) Boyama

A549 akciger kanseri ve BEAS-2B bronsiyal epitel hiicreleri 6 kuyucuklu petriye
5x10* hiicre/kuyu olacak sekilde ekim yapilir ve 1 giin boyunca hiicreler yapigmasi
icin 37 °C lik %5 CO: iceren etlivde inkiibe edilir. Daha sonra belirlenen dozlarda
ilaglama islemi gergeklestirilerek 24 saat boyunca 37 °C lik %5 COz iceren etuvde

inkiibe edilir. 1xPBS ile yikanan hiicreler {izerine Iml 1xPBS ilave edilerek her bir



kuyucuga 400 nm DIOCs uygulanarak 15 dakika boyunca 37 °C lik %5 CO: iceren
etlivde inkiibe edilir. Saglikli mitokondri membranmi boyayarak canli hiicreler
belirlenir. Saglikli mitokondri membranina sahip hiicrelerin floresans mikroskobunda

eksitasyonu 488 nm, emisyon 525 nm ‘de yesil olarak goriintiilenir.

3.2.15.3. 4,6-Diamidino-2-fenilindol ( DAPI ) Boyama

A549 akciger kanseri ve BEAS-2B bronsiyal epitel hiicreleri 6 kuyucuklu petriye
5x10* hiicre/kuyu olacak sekilde ekim yapilir ve 1 giin boyunca hiicreler yapigmasi
icin 37 °C lik %5 CO: iceren etlivde inkiibe edilir. Daha sonra belirlenen dozlarda
ilaglama islemi gergeklestirilerek 24 saat boyunca 37 °C lik %5 CO: iceren etuvde
inkiibe edilir. 1xPBS ile yikanan hiicreler lizerine 1ml 1xPBS ilave edilerek her bir
kuyucuga 5 mg/ml DAPI uygulanarak 10 dakika boyunca 37 °C lik %5 CO- iceren
etiivde inkiibe edilir. DNA ‘ya baglanan boyanin floresans mikroskobunda

eksitasyonu 350 nm, emisyon 420 nm ‘de mavi olarak goriintiilenir.

3.2.15.4. MitoTracker Boyama

A549 akciger kanseri ve BEAS-2B bronsiyal epitel hiicreleri mitokondri zar
potansiyeline bagli canliligi belirlemek amaciyla mitotracker (100 nM) boyamasi
yapilmistir. Hiicreye niifuz eden mitokondri problar1 canli hiicrelere girdiginde
mitokondriyumdaki tiyol gruplarina baglanarak mitokondri igerisinde tutulur. 6
kuyucuklu petriye 5x10* hiicre/kuyu olacak sekilde ekim yapilir ve 1 giin boyunca
hiicreler yapigmasi i¢in 37 °C lik %5 CO: igeren etlivde inkiube edilir. Daha sonra
belirlenen dozlarda ilagclama islemi gergeklestirilerek 24 saat boyunca 37 °C lik %5
CO: igeren etuvde inkilbe edilir. 1xPBS ile yikanan hiicreler iizerine 1ml 1xPBS
ilave edilerek her bir kuyucuga 0,8 pg/ml MitoTracker Red ( ana stok: 10 mM )
uygulanarak 30 dakika boyunca 37 °C lik %5 CO: igeren etiivde inkiibe edildikten

sonra floresans mikroskobu ve 151k mikroskobunda goriintiileri alinir.



3.2.15.5. Akridin Turuncusu ( AO ) Boyama

A549 akciger kanseri ve BEAS-2B bronsiyal epitel hiicreleri 6 kuyucuklu petriye
5x10* hiicre/kuyu olacak sekilde ekim yapilir ve 1 giin boyunca hiicreler yapigmasi
icin 37 °C lik %5 CO: iceren etlivde inkiibe edilir. Daha sonra belirlenen dozlarda
ilaglama islemi gergeklestirilerek 24 saat boyunca 37 °C lik %5 CO: iceren etuvde
inkiibe edilir. 1xPBS ile yikanan hiicreler tizerine 1ml 1xPBS ilave edilerek her bir
kuyucuga 2 mg/ml Akridine Turuncusu uygulanarak 10 dakika boyunca 37 °C lik

%5 COzigeren etiivde inkiibe edilerek floresans mikroskobunda ¢ekime alinir.

3.2.15.6. BODIPY Boyama

A549 akciger kanseri ve BEAS-2B bronsiyal epitel hiicreleri 6 kuyucuklu petriye
5x10* hiicre/kuyu olacak sekilde ekim yapilir ve 1 giin boyunca hiicreler yapismasi
icin 37 °C lik %5 CO: igeren etiivde inkiibe edilir. Daha sonra belirlenen dozlarda
ilaglama islemi gergeklestirilerek 24 saat boyunca 37 °C lik %5 CO: iceren etuvde
inkiibe edilir. Medya uzaklastirilarak 500l %4 paraform aldehit ilave edilerek 30
dakika etiivde inkiibe edilir. Daha sonra %4 paraform aldehit uzaklastirilarak 1ml
1xPBS ilave edilir ve 1mg/ml BODIPY boyasi ilave edilerek 30 dakika etiivde
inkiibe edilir. Uzerine 5 mg/ml DAPI boyasi ilave edilerek 10 dakika daha etiivde
inkiibe edildikten sonra BODIPY ve DAPI icin ayr1 floresans mikroskobunda

goriintiiler almarak iki goriintii merge edilir.

3.2.16. istatistiksel Analizler

MTT hiicre canlilig1 testi ve hiicre sagkalimi analizi ile iligkili veriler GraphPad
Prism 6 yazilimi ( La Jolla California USA, www.graphpad.com ) ile grafik halinde
diizenlenerek iki yonlii ANOVA testi kullanilmistir. Akis sitometrisi ile PI boyama
sonuglarinin analizi BD Accuri C6 Plus (RRID:SCR _014422) yazilimi ile
gerceklestirilmistir. Immiinoblotlama sonuglariyla alakali kantitatif veriler Image J
yazilimi kullanilarak elde edilmis ve her kondiisyondaki veriler kontrol grubuna

oranlanarak verilmistir.



4 SONUCLAR

4.1 ABEMASIKLIB UYGULAMASI A549 KUCUK HUCRELI OLMAYAN
AKCIiGER KANSERI HUCRE HATTI VE BEAS-2B NORMAL BRONSIiYAL
EPITEL HUCRE HATTI UZERINDE HUCRE CANLILIGI UZERINE
ETKIiSININ GOSTERILMESI

Abemasiklib uygulamasinin hiicre canliligi tizerindeki etkisinin gdsterilmesi
amaciyla kiiciik hiicreli olmayan akciger kanseri A549 ve normal bronsiyal epitel
hlcresi Beas-2b iizerinde doza baglh olarak MTT testi gerceklestirilmistir. Akciger
kanseri A549 hiicre hatt1 lizerinde uygulanan abemasiklib artan doza bagli olarak
hiicre canliligmi azaltic1 yonde etki etmistir. Ayn1 zamanda normal bronsiyal epitel
hiicresi olan Beas-2B hiicre hatti iizerinde de artan doz da uygulanan abemasiklib
hiicre canliligni azaltic1 yonde etki etmistir. Akciger kanseri hiicre hatti olan A549
iizerinde 5 M abemasiklib uygulamasi % 65 hiicre canlilig1 gosterirken, bronsiyal
epitel hiicresi olan Beas-2B hiicre hatt1 tizerinde 1 uM abemasiklib uygulamasi %50
hiicre canliligi gostermektedir. Hiicre canliligmin belirlenmesi asamasinda %50
canlilik  hedeflenmektedir. Kanserli hiicrelerin hedeflemesine bagli olarak
organizmadaki saglikli hiicrelerin ve doku homeostazinin korunmasi {izerine
belirtilen diizeyde canlilik hedeflenmektedir. Beas-2B hiicre hatt1 {izerinde 1 uM
abemasiklib uygulamasi hiicre canliligini oldukga yiiksek diizeyde etkilerken A549
hiicre hatt1 iizerinde 1 puM abemasiklib uygulamast %93 hiicre canlilig
sergilemektedir. Ayrica Beas-2B hiicre hatti iizerinde 3 uM abemasiklib uygulamasi
%354 hiicre canlilig1 gosterirken, A549 hiicre hatt1 lizerinde 3 pM abemasiklib
uygulamasi %74 hiicre canlilig1 gostermektedir. Test sonucunda en uygun doz aralig1

olarak 1 pM ve 3 UM ilag¢ dozlar1 belirlenmistir (Sekil 20).
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Sekil 20. A549 ve Beas-2B hiicre hatlarinda abemasiklib uygulamasinin bagil hiicre
canlilig1 tizerindeki doza bagl etkilerinin MTT yontemi ile gosterilmesi
(*¥***P<0,0001; ***P=0,0008)

4.2 ABEMASIKLIB UYGULAMASI A549 KUCUK HUCRELI OLMAYAN
AKCIGER KANSERI HUCRE HATTI VE BEAS-2B NORMAL BRONSIYAL
EPITEL HUCRE HATTI UZERINDE ZAMANA BAGLI HUCRE
SAGKALIMI UZERINE ETKIiSININ GOSTERILMESI

Abemasiklib uygulamasimnm kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri hiicre hatti olan
A549 ve normal bronsiyal epitel hiicre hatt1 olan Beas-2B Uzerinde doza ve zamana
bagli olarak hiicre sagkalim analizi gergeklestirilmistir. MTT testi ile belirlenen
dozlarda ila¢ uygulamasi sonucu hiicrelerin ilaca maruz kalmasi ile 24, 48 ve 72
saatlik maruziyet durumlarinda hiicresel diizeyde ilacin etkinligi ve sag kalim
diizeylerinin belirlenmesi hedeflenerek tripan mavisi ile hiicreler boyanarak 1gik
mikroskobunda araciligiyla sayilarak kontrol grubuyla kiyaslama sonrasi canlilik
lizerinde zamana bagl degisim gdsterilmistir. Buna bagli olarak artan dozlarda
abemasiklib uygulamasi hiicre canliligi lizerinde zamana bagli olarak etkinlik
gosterirken, artan dozlarda daha etkin rol oynadig1 sdylenilmektedir. A549 akciger

kanseri hiicre hattinda ilk 24 saatte yiiksek dozda hiicre proliferasyonunu durdurucu



yone ek olarak canliligi azaltict yonde etki etmektedir. Ancak 48 saatte hiicre
proliferasyonu artig gosterirken kontrole kiyasla hiicre sayisinda azalma
goriilmektedir. 72 saatte ise hiicre canliligi azalmaktadir. Beas-2B bronsiyal epitel
hiicre hattinda da 24 saatte proliferasyon engellenir ve doza bagh olarak canlilig1
azaltic1 yonde etki ederken 48 ‘inci saatte hiicre proliferasyonunda bir miktar artis
gordliir. Ancak 72°inci saatte hiicre canlilig1 azaltict yonde etki etmektedir. Ayrica

hiicre sagkalimi tizerinde ki etki de doza bagl bir sekilde artmaktadir (Sekil 21).
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Sekil 21. A549 ve Beas-2B hiicre hatlarinda abemasiklib uygulamasinin hiicre

sagkalimi lizerinde zamana bagl etkinliginin gosterilmesi (****P<0,0001; ns)



4.3 ABEMASIKLIB UYGULAMASI A549 VE BEAS-2B HUCRE HATLARI
UZERINDE FLORESAN BOYALAR ARACILIGIYLA CANLI VE OLU
HUCRE OLUSUMLARININ BELIRLENMESI

A549 akciger kanseri hiicre hatt1 ve Beas-2B bronsiyal epitel hiicre hatti iizerinde
abemasiklib uygulamasi doza baglh olarak hiicre o6liimii {izerinde etkinlik
gostermektedir. Buna bagli olarak canli ve 6l hiicrelerin gdsterilmesi amaciyla
floresan boyalar kullanilarak gosterilmeye calisilmistir. Propidyum iyodiir canhi
hiicre zarindan ge¢is yapamaz ancak o6lii hiicrelerin morfolojik yapilarinin degismesi
ile hiicre zarindan geg¢isi saglanir. Propidyum iyodiir araciligiyla niikleik asitlerin
boyanmas1 gergeklestirilerek Olii hiicrelerin mikroskop altinda kirmizi belirtegler
halinde goriilmesi saglanmistir. A549 akciger kanseri hiicre hatti ve Beas-2B
bronsiyal epitel hiicre hatti ilizerinde doza bagli olarak artan kirmizi belirtecler
floresan mikroskobunda net bir sekilde gosterilmektedir. Kanser hiicre hattinda 3uM
abemasiklib uygulanmasi sonucu olusan 6lii hiicreler 1 M abemasiklib uygulanmasi
sonucu olusan 6lii hiicre belirteglerine gore oldukca fazladir. Ayni1 durum bronsiyal
epitel hiicre hatti olan Beas-2B icin de goriilmektedir. Ayni zamanda genetik
materyalin isaretlenmesinde kullanilan DAPI boyasi ile de a¢ik mavi renginde DNA
kiriklar1 gosterilmektedir. A549 hiicre hatt1 izerinde doza bagh olarak artan kiriklar
mevcutken Beas-2B hiicre hattinda ise olusan kiriklar yiiksek dozda tespit edilmistir.
DAPI boyama ile isaretlenen DNA kiriklar1 kirmizi  gergeve igerisinde
gosterilmektedir. Olii hiicrelerin floresan altinda gdsterilmesi disinda canli hiicrelerin
gosterilmesi amaciyla mitokondri membran potansiyeli bozulmamis hiicrelerin
boyanmasi ile hiicre canlilifinin mitokondri organeli iizerinden gdsterilmesi
amaciyla DIOCs floresan boyasi kullanilmistir. A549 akciger kanseri hiicre hatti ve
brongiyal epitel hiicre hatt1 Beas-2B (izerine uygulanan abemasiklib hiicre canliligini
engelleyici yonde etki ettigini gostermek amaciyla uygulanan DIOCs floresan
boyama ile ilag dozuna bagl olarak her iki hiicre hattinda da hiicre canlilig1 azalmis

ve canlt hiicreler yesil floresan renk ile isaretlenmistir (Sekil 22).
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Sekil 22. A549 ve Beas-2B hiicreleri tizerinde abemasiklib uygulamasinin hiicre
6limu tzerinde etkisinin PI, DIOCes ve DAPI floresan boyalari ile gosterilmesi

44 ABEMASIKLIB UYGULAMASININ A549 VE BEAS-2B HUCRE
HATLARI UZERINDE MITOKONDRIYAL MEMBRAN
POTANSIYELLERI UZERINE ETKIiSININ GOSTERILMESI

Akciger kanseri hiicre hatt1 olan A549 ve bronsiyal epitel hiicre hatt1 olan Beas-2B
morfolojik yapilarni1 kazandiktan sonra iizerine abemasiklib uygulanmasi sonucu
mitokondriyal membran potansiyeli iizerine ilacin etkinliginin gdsterilmesi amaciyla
mitoTracker boyama gergeklestirildi. Hiicre zarmi gegebilen ve mitokondriyi
isaretleme kullanillan boya aktif mitokondri de birikmektedir. Mitokondriyal
bozunmay1 analiz etmek i¢in kullanilan bu yontem ile floresan yogunlugunda ilagla
beraber azalma gozlemlenmektedir. Doza bagl olarak her iki hiicre hattinda da
kontrole kiyasla olusan kirmiz1 floresan isaretlemeler abemasiklib etkinligi ile hiicre
canliligindaki azalmaya bagli olarak floresan isaretlemelerin miktarlarindaki azalma
tespit edilmistir. Aynt zamanda DNA kiriklarmin tespit edilmesinde kullanilan
floresan boyalar arasinda yer alan DAPI ile agik mavi isaretlemeler halinde

isaretleme yaparsak mitokondriyal bozulmanin yaninda olusan DNA kiriklar1 da



gorulmektedir. Artan ilag dozuna bagl olarak DNA kiriklar1 olusumu kontrole
kiyasla DAPI boyama ile gosterilmistir. Her iki hiicre hattinda da kontrole kiyasla
artan ilag dozlarma bagli olarak mitoTracker boyamasi ile kirmizi lekelerin
yogunlugundaki azalmanin goriilmesiyle birlikte DAPI boyama ile de azalan kirmizi
isaretlemelerin yaninda DNA kiriklar1 da gosterilmis olup merge ile iist iiste getirilen
iki floresan goriintiileri ile her iki boyanin ilacin dozuna ve etkinligine bagli olarak
goriintiisii sunulmustur (Sekil 23). Boylece akciger kanseri hiicre hatt1 olan A549 1
uM abemasiklib uygulamasi hiicre canliligini azalttigi ve bu etkinin 3 pM
abemasiklib uygulamasimin ise kontrol hiicrelere kiyasla daha fazla hiicre canliligina

ket vurdugu tespit edilmistir.
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Sekil 23. A549 ve Beas-2B hiicreleri lizerinde abemasiklib uygulamasimin
MitoTracker ve DAPI floresan boyalar1 ile gosterilmesi

4.5 ABEMASIKLIB UYGULAMASI ILE A549 VE BEAS-2B HUCRE
HATLARI UZERINDE AKRIDIN TURUNCUSU FLORESAN BOYAMA iLE
GOSTERILEREK OTOFAJIK VAKUOL OLUSUMLARININ
INCELENMESI

A549 akciger kanseri ve Beas-2B brongiyal epitel hiicre hatt1 lizerine uygulanan
abemasiklib ‘in otofajik siiregteki roliinii ve etkinligini gdstermek amaciyla floresan
mikroskobu araciligiyla akridin turuncusu boyama gerceklestirilmistir. Akridin
turuncusu DNA ve RNA tespitinde kullanilmakta olup ayrica etkin haldeki

makrofajlarin tespitinde de kullanilmaktadir. Akridin turuncusu sitoplazmik igerigi



yesil floresans seklinde gdsterirken asidik vezikiilleri turuncu floresans olarak isaret
etmektedir. 1 pM abemasiklib uygulamasi ile A549 hiicre hattinda olusan asidik
vezikiiller goriilmektedir. Ilag dozuna bagli olarak 3 uM abemasiklib uygulamasin da
olusan asidik vezikiillerde otofajik siireci ifade etmektedir. Ayni zamanda artan ilag
dozuna bagli olarak kontrole kiyasla olusan asidik vezikiiller de artis goriilmektedir.
Beas-2B hiicre hattinda 1 uM abemasiklib uygulanmasi sonucu kontrole kiyasla
asidik vezikiil olusumunun doza bagh olarak 3 pM abemasiklib uygulamasi

sonucuna kiyasla yliksek dozda asidik vezikiillere rastlanmistir (Sekil 24).
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Sekil 24. A549 ve Beas-2B hiicreleri lizerinde abemasiklib uygulamasinin akridin
turuncusu floresan boyasi ile gosterilmesi

4.6 BODPY BOYAMASI iLE ABEMASIKLIB UYGULAMASININ A549 VE
BEAS-2B HUCRE HATLARI UZERINDE LiPiD DAMLACIKLARINA
ETKIiSININ GOSTERILMESI

BODPY boya hiicrelerdeki hiicre alt1 lipidleri ve yag asitlerini irdelemek igin
kullanilmaktadir. A549 akciger kanseri hiicre hatt1 ve Beas-2B bronsiyal epitel hiicre
hatt1 ilizerine uygulanan abemasiklib hiicre canlilig1 iizerinde negatif diizenleyici
olarak rol oynamaktadir. Buna baglh olarak bodpy boyama ile yag asitlerini ve notr
lipitlerin dagilimlarin1 ve hareketliligini gostermek amaciyla kullanilmaktadir. A549
hiicre hattinda kontrol grubunda bodpy floresan boyama ile lipit damlaciklar1
gosterilmistir. Doza bagli olarak artan miktarda kullanilan abemasiklib ile hiicre
canlilig1 tizerine etkisi sonucu yiiksek dozda lipid damlacik olusumunun kontrole
kiyasla azaldigi goriilmekte iken 1 pM ilag dozunda ise artan lipid damlaciklar1

gorulmektedir. Beas-2B hiicre hattinda ise durum tam tersi olarak seyretmektedir.



Kontrole kiyasla yiiksek dozda abemasiklib kullaniminda lipid damlacik olusumu
artarken 1 pM abemasiklib kullaniminda kontrole kiyasla lidip damlacik olusumu
azalmaktadir. Ayni zamanda uygulanan DAPI floresan boyama ile nukleus
isaretlenmis ve ayni zamanda ag¢ik mavi olarak gorillen DNA kiriklar1 ifade
edilmistir. Merge ile iki floresan goriintii iist liste getirilerek BODPY ve DAPI

floresan boyamalarmin hiicre iizerinde birlikte gosterilmistir (Sekil 25).
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Sekil 25. A549 ve Beas-2B hiicreleri lizerinde abemasiklib uygulamasmim bodpy ve
DAPI floresan boyalari ile gosterilmesi

4.7 ABEMASIKLIB UYGULAMASININ A549 VE BEAS-2B HUCRE
HATLARINDA HUCRE DONGUSU UZERINE ETKIiSININ
GOSTERILMESI

Abemasiklib hiicre dongiistiniin G1 asamasinda RB fosforilasyonunu engelleyerek
G1-S gecisinin blokajmi1 saglamaktadir. Bu amagla gerceklestirilen hiicre akis
sitometrisi ile Pl boyama analizi ile kullanilan ilacin hiicre dongiisii sirasinda hangi
faz tlizerinde blokaja neden oldugunu gdstermek hedeflenmistir. A549 akciger
kanseri hiicre hatt1 {izerine abemasiklib uygulamasi hiicre dongiisiiniin G1
asamasimda blokaja neden olmustur. Kontrol grubunda Gl asamasinda %65.1
oraninda hiicre tespiti sz konusuyken, 1 pM abemasiklib uygulamasi sonucu bu
oran %83 e ¢cikmaktadir. Ayn1 zamanda 3 uM abemasiklib uygulamasi sonucu da bu

oran %79.1°1 gostermektedir. Kanser hiicre hatt1 iizerinde uygulanan abemasiklib



doza baglh olarak G1 asamasi blokaj da efektif rol oynamaktadir. Beas-2B normal
bronsiyal epitel hiicre hattinda ise kontrol grubunda G1 asamasinda %54.4 oraninda
hiicre tespiti s6z konusuyken 1 pM abemasiklib uygulamasi sonucu bu oran %57.3, 3
UM abemasiklib uygulamasi sonucu ise %54.7’yi gostermektedir. Abemasiklib
uygulamasi bronsiyal epitel hiiclerinde hiicre dongiiniin G1 asamasinda tutulumunu

saglamamaktadir (Sekil 26).
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Sekil 26. A549 ve Beas-2B hiicreleri tGizerinde abemasiklib uygulamasimnin hiicre
dongiisii iizerinde etkisinin PI boyama yontemi ile akis sitometrisinde gosterilmesi

4.8 A549 VE BEAS-2B HUCRE HATLARI UZERINE ABEMASIKLIiB
UYGULAMASININ 3D SFEROID HUCRE MODELI iLE GOSTERILMESI

Geleneksel olarak olusturulan 2D hiicre modellerine kiyasla giiniimiizde 3 boyutlu
sferoid modellerinin olusturulmasi yaygin olmaktadir. Buna bagli olarak tercih edilen
3D sferoid modeli ile hiicre canliligina bagli koloni olusumunun gdsterilmesi
hedeflenmistir. Tercih edilen ila¢ dozlarina bagli olarak artan dozlarda hicre

canliliginin azalmasi sonucu koloni olusturma potansiyellerinin diismesi ve olusan 3



boyutlu sferoid modellerin de koloni ¢aplarmin giine bagl olarak degisimi sz

konudur.

Akciger kanseri hiicre hatti olan AS549 {izerinde zamana bagli olarak kontrol
gruplarinda 3 boyutlu sferoid yapisinda koloni ¢apinda 24 saatte 85.8um, 48 saatte
95.5um; 72 saatte 104pm olarak bir artis s6z konuyken, 1 uM abemasiklib
uygulamasi sonucu koloni ¢aplarinda 24 saatte 81.3um, 48 saatte 70.3um, 72 saatte
63.2um azalma goriilmektedir. 3 uM abemasiklib uygulamasi ile 24. saate 107um,
48 saatte 109um ve 72 saatte 115pum tespit edilmistir. 3 pM abemasiklib
uygulamasi ile 24. saate bagl olarak koloni ¢apinda bariz bir sonug¢ goriilmezken
yinede 72. saatte yiiksek dozda da efektif bir sonug elde edilmistir. Akciger kanseri
hiicresinde ki sonuglarin yani sira bronsiyal epitel hiicre hatti olan Beas-2B
hiicrelerinde kontrol gruplarmin 24 saatte 179um, 48 saatte 163um ve 72 saatte
173um olarak tespit edilmistir. BOylece zamana bagli olarak koloni olusturma
potansiyellerinde ¢apa bagh bir artis s6z konuyken, 1 pM abemasiklib uygulamasi
sonucu 24 saatte 148um, 48 saatte 163um, 72 saatte 183um 3 boyutlu sferoid
yapisiin morfolojisini korudugu ve zamana bagl olarak ilag dozunun etkisinin
minimum diizeyde seyrettigi goriilmektedir. 3 uM abemasiklib uygulamasi ile 24.
saate 165um, 48 saatte 114um ve 72 saatte 159um tespit edilmistir. 3 uM
abemasiklib uygulamasmin 48. saatte koloni ¢apinda kii¢iilme s6z konusuyken 72.

saatte koloni ¢capinda bariz bir artis s6z konusu olmaktadir.

Olusan 3D sferoid hiicre modellerinde 72. saatte DIOCg boyama ile olusan iki hiicre
hattinda da 3 boyutlu yapinin daha net irdelenmesi hedeflenmistir. Ayrica her iki
hiicre hattinda da tekrar sayisina bagli olarak koloni ¢aplarindaki degisim GraphPad
uygulamasi ile grafige dokiilerek gosterilmistir (Sekil 27).
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Sekil 27. A549 ve Beas-2B hiicreleri tizerinde abemasiklib uygulamasmin 3D sferoid
yapist ile koloni olusum potansiyellerinin gosterilmesi (****P<0,0001; **P=0,0081;
ns)



4.9 ABEMASIKLIB UYGULAMASININ A549 VE BEAS-2B HUCRE
HATLARI UZERINDE ETKISININ YARA IYILESME YONTEMIYLE
GOSTERILMESI

Akciger kanseri ve bronsiyal epitel hiicre hatlarina abemasiklib uygulamasi ile lateral
hiicre hareketi iizerine etkilerini irdelemek iizere yara iyilesme analizi uygulanmistir.
Ayr1 ayr1 degerlendirilecek olursa A549 akciger kanseri hiicre hattinda 0. saatte
acilan yarik ile zamana bagli olarak hiicre proliferasyonuna bagli olarak olusan
yarigin kapanma yoniinde hareket ettigi goriilmektedir. 1 puM abemasiklib
uygulamasi sonucu 0. saatte olusan yarigin zamana bagl bir sekilde ilacin etki
mekanizmasi geregi kontrol grubuna kiyasla daha yavas bir kapanma s6z konusu
olmaktadir (42,6 um ****p<0,0001). Ayrica 48. saatte olusan yarik c¢apindaki
genigslemede bariz olarak goriilmektedir (40,6 pm ****p<(0,0001). Yiiksek dozda
uygulanan abemasiklib ile olusan yarikta proliferasyonuna etkisi lizerine 0. saatte

bagli olarak olusan yarigin ¢apindaki minimum bir azalig s6z konudur.

Beas-2B bronsiyal epitel hiicre hatt1 tizerindeki lateral hareket sonucu yara iyilesme
analizindeki etkisi degerlendirilecek olursa kontrol grubunda zamana bagli olarak
olusan yaralarm kapanma yoniinde hareket ettigi goriilmektedir. 1 uM abemasiklib
uygulamasi sonucu epitel hiicrelerinde etki goriilmemekte ve yarik diizeyi kontrol
grubu oraninda kapanma yoniinde ilerlemektedir (36,8um ***p =0,0009). Yine ayni
sekilde 3 uM abemasiklib uygulamasinda da benzer sonuglar s6z konusu olmaktadir
(34,8um ****p<(,0001). Epitel hiicrelerinde lateral hareket ile hiicrelerin yariklar
kapanma yoOniindeki ilerleyisi ilacin etki mekanizmasimin epitel hiicre hatlarinda
kanser hiicre hattina bagl olarak efektif rol sergiledigini géstermektedir. Akciger

kanseri hiicre hattindaki ilacin efektif rolii ¢arpici bir sekilde goriilmektedir.

Olusan yariga bagli olarak hiicresel hareket sonucu kapanma oranlar1 ve hiicresel
yap1y1 daha net ifade edebilmek icin 72. saatte DIOCe uygulamasi gerceklestirilerek
mikroskobik diizeyde goriintii elde edilmistir. Ayn1 zamanda gergeklestirilen tekrara
bagli olarak GraphPad analiz programi araciligiyla istatistiksel veri analizi

gerceklestirilmistir (Sekil 28).
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Sekil 28. A549 ve Beas-2B hiicre hatlar1 {izerine abemasiklib uygulamasinin yara
iyilesme {izerine etkisinin gosterilmesi (****P<(0,0001; ***P=0,0009; ***P=0,0002;
**P=0,0068; *P=0,0297; ns)

410 ABEMASIKLIB UYGULAMASININ A549 VE BEAS-2B HUCRE
HATLARINDA HUCRE DONGUSU UZERINE ETKIiSIiNIN
IMMUNOBLOTLAMA iLE GOSTERILMESI

Akciger kanseri ve brongiyal epitel hiicre hatti lizerinde abemasiklibin roliinii
irdelemek amaciyla immiinoblotlama ile etki mekanizmasma bagh olarak c¢esitli
protein diizeylerinin gosterilmesi hedeflenmistir. Bilindigi iizere abemasiklib hiicre
siklusunun G1 asamasinda CDK4 ve CDKG6 iizerinde blokaja bagh olarak RB nin
fosforilasyonunu etkilemektedir.

CDK4 protein seviyesi A549 akciger kanseri hiicre hattinda 1 pM abemasiklib
uygulamasi ile artarken 3 uM ilag uygulamasi ile protein seviyesi kontrole kiyasla
artsada 1 uM abemasiklibe gore protein seviyesinde daha az artis goriilmektedir.
Beas-2B bronsiyal epitel hiicre hattinda ise CDK4 protein ifadesinin seviyesinde
spesifik bir degisiklik s6z konusu degildir. CDK6 protein ifadesi A549 hiicre
hattinda 1 uM abemasiklib uygulamasinda artig gosterirken, doza bagh olarak 3 uM
abemasiklib uygulamasinda protein anlatiminda bir farklilik goériilmemektedir. Beas-
2B hiicre hattinda ise CDK6 protein seviyesinde artis doza bagli bir sekilde spesifik
olarak ifade edilmektedir. Siklin D1 protein diizeyleri degerlendirilecek olursa A549
akciger kanseri hiicre hattinda ilag dozuna bagli olarak anlatimda artis goriilmektedir.
Beas-2B hiicre hattinda da artan ila¢ dozuna bagl olarak protein seviyesinde artis
gorulmektedir. p-RB proteini hiicre siklusunun ilerlemesinde kritik bir proteindir.
Buna bagl olarak protein diizeyi irdelemek istenmistir. Proliferasyona bagli olarak
hicre siklusunda etkin rol oynayan retinablostama proteininin fosforilasyon
diizeyinde ila¢g dozuna bagli olarak anlatimida azalma goriilmektedir. Her iki hiicre
hattinda da 1 uM abemasiklib de efektif rol oynamaktadir. Yiikleme kontrolu olarak
B-tiibilin kullanilmastir (Sekil 29).
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Sekil 29. Abemasiklib uygulamasinin A549 ve Beas-2B hiicre hatlar1 {izerine
etkisinin immiinoblotlama araciliiyla gosterilmesi

4.11 ABEMASIKLIB UYGULAMASININ A549 VE BEAS-2B HUCRE
HATLARINDA ENERJIi METABOLIZMASI UZERINDEKIiI ETKIiSININ
GOSTERILMESI

Abemasiklib’in enerji metabolizmasi iizerindeki efektif roliiniin irdelenmesi igin
akciger kanseri hiicre hatti ve bronsiyal epitel hiicre hatt1 lizerindeki etkisi
incelenmistir. Enerji stresinin anahtar roli olarak gdrev alan AMPK proteininin
seviyesini belirlemek amaciyla immiinoblotlama gerceklestirilmistir. A549 ve Beas-
2B hiicre hattinda doza baglh olarak AMPK protein anlatimi1 azalmaktadir. p-AMPK
protein anlatimi ayni oranda doza bagli olarak azalmaktadir. AMPK 02 protein
seviyesi degerlendirilecek olursa A549 akciger kanseri hiicre hattinda 1 pM
abemasiklib uygulamas1 ile protein seviyesi artig gosterirken 3 pM abemasiklib
uygulamasinda protein anlatiminda artis gosterse de diisiik doz kadar efektif rol
oynamamaktadir. Beas-2B brongiyal epitel hiicre hattinda 1 uM abemasiklib
uygulamasi ile protein seviyesi artig gosterirken 3 uM abemasiklib uygulamasinda ki
protein seviyesi artis1 diisiik doza oranla minimum derecede kalmaktadir. Asetil CoA

karboksilaz ve p-Asetil CoA karboksilaz protein seviyeleri degerlendirildiginde



protein anlatiminda ilag ile beraber artig gostermekte oldugu tespit edilmistir. Ancak
en efektif artis 1 uM abemasiklib uygulamasinda goriilmektedir. FASN proteini
irdelendiginde ise protein seviyesi artis gostermekte ve en etkin artist da 1 uM
abemasiklib uygulamasinda goriilmektedir. Yiikleme kontrolii olarak GAPDH
kullanilmistir (Sekil 30).
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Sekil 30. Abemasiklib uygulamasmin A549 ve Beas-2B hiicre hatlar1 Gzerindeki
enerji metabolizmasina bagl etkisinin gosterilmesi

4.12 ABEMASIKLIB UYGULAMASININ A549 VE BEAS-2B HUCRE
HATLARINDA PI3K-mTOR-akt YOLAGI VUZERINE ETKISININ
GOSTERILMESI

Hiicresel metabolik islevde kritik bir rol oynayan PI3K-mTOR-Akt yolagi ve enerji

metabolizmasina ile olan iligkisini irdelemek amaciyla immiinoblotlama analizi



gerceklestirilmistir. Bu anlamda yolakta kritik rol oynayan proteinler iizerinde
durulmustur. Akciger kanseri hiicre hatt1 olan A549’un PI3K protein seviyesi en
etkin olarak 1 uM abemasiklib uygulamas: ile artmakta Beas-2B bronsiyal epitel
hiicre hattinda da en etkin artis diisik doz terapotik ajan kullaniminda
gerceklesmektedir. AMPK sinyal yolagi ile iliskisi bilinen mTOR sinyal yolagi,
A549 hiicre hattinda diisilk dozda terapotik ajan kullanimiyla protein seviyesinde
artig gosterirken, Beas-2B hiicre hattinda bir artig goriilmektedir. p-mTOR protein
diizeyi irdelendiginde ise akciger kanseri hiicre hatt1 olan A549 protein ifadesi doza
bagli bir sekilde artig gosterirken, AS549 icin efektif Ozellik gosteren 1 uM
abemasiklib uygulamasiyla Beas-2B bronsiyal epitel hiicresinin protein seviyesinde
azalma goriilmektedir. Yolagin diger major elemani olan Akt proteininin seviyesi
degerlendirildiginde A549 hiicre hattinda 3 uM abemasiklib uygulamasi ile anlatim
diizeyinde azalma tespit edilmistir. Ayn1 durum Beas-2B hiicre hatti icinde
gorilmektedir. p-akt protein diizeyi irdelendiginde ise A549 hiicre hatti igin protein
anlatim profili belirlenmemisken, Beas-2B hiicre hattinda doza bagli bir artis
gorilmektedir. PIBK-mTOR-Akt sinyal yolaginin diger bir kritik proteini olan p70S6
kinaz seviyesi degerlendirildiginde 1 pM abemasiklib uygulamasmin her iki hiicre
hattinda protein seviyesinde belirgin bir azalma goriilmektedir. Ylkleme kontroli
olarak aktin kullanilmustir (Sekil 31).
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Sekil 31. Abemasiklib uygulamasinin A549 ve Beas-2B hiicre hatlar1 ile PI3K yolag1
tzerine etkisinin gosterilmesi

4.13 ABEMASIKLIB UYGULAMASININ A549 VE BEAS-2B HUCRE
HATLARINDA OTOFAJi YOLAGI UZERINE ETKIiSININ GOSTERILMESI

Akciger kanseri ve bronsiyal epitel hiicre hatt1 lizerinde abemasiklib uygulamasinin
terapotik etkinliginin irdelenmesi amaciyla otofajik siirecteki rolii anlagilmak {izere
immiinoblotlama analizi gergeklestirilmektedir. Bu kapsamda otofajik yolak da
onemli olan kritik proteinlerin seviyeleri incelenmistir. A549 akciger kanseri hiicre
hattinda ATGS protein seviyesinde ila¢ dozuna bagh anlatiminda artig goriilmektedir.
Beas-2B bronsiyal epitel hiicre hattinda belirgin bir artis goriillmemektedir. ATG12
protein seviyesi A549 akciger kanseri hiicre hattinda doza bagl olarak protein
anlatiminda bir artis gosterirken, Beas-2B bronsiyal epitel hiicre hattinda kayda deger
bir farklilik goriilmemektedir. Otofajik siirecin diger bir elemani olan beclin-1, A549

akciger kanseri hiicre hattinda doza bagli olarak belirgin bir artig gosterirken Beas-



2B bronsiyal epitel hiicre hattinda kayda deger bir farklilik tespit edilememistir. Bu

asamada yiikleme kontrolii olarak B-tubulin proteini kullanilmistir (Sekil 32).
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Sekil 32. Abemasiklib uygulamasmin A549 ve Beas-2B hiicre hatlar1 ile PI3K yolagi
tzerine etkisinin gosterilmesi

4.14 ABEMASIKLIB UYGULAMASININ A549 VE BEAS-2B HUCRE
HATLARINDA ENDOPLAZMIK RETIKULUM STRESIi UZERINE
ETKIiSININ GOSTERILMESI

Akciger kanseri ve akciger brongiyal epitel hiicre hatlarina terapotik ajan olarak
uygulanan abemasiklibin hiicre hatlar1 {izerindeki endoplazmik retikulum stres
roliinliin  incelenmesi lizerine immiinoblotlama analizi gerceklestirilmistir.
Endoplazmik retikulum stres roliinde major proteinler incelenmistir. A549 akciger
kanseri hiicre hattinda PERK protein seviyesinde doza baghh olarak artig
gorilmektedir. Beas-2B bronsiyal epitel hiicre hattinda PERK protein seviyesi ayni
sekilde doza bagl olarak artmaktadir. A549 akciger kanseri hiicre hattinda IREla
protein anlatiminda 1 pM abemasiklib terapdtik ajan  kullanimiyla artis
gOstermektedir. Beas-2B bronsiyal epitel hiicre hattinda doza bagl olarak bir artig
goriilmektedir. CHOP protein seviyesi incelendiginde A549 akciger kanseri hiicre

hattinda doza bagl olarak protein ifadesinde artig goriilirken Beas-2B bronsiyal



epitel hiicre hattinda doza bagl olarak azalma ifade edilmektedir. Bip sinyali ise her
iki hiicre hattinda artis gosterirken, ATF6 proteini A549 akciger kanseri hucre
hattinda 1 uM abemasiklib ajan1 uygulamasinda protein seviyesinde bir miktar
azalma gorilirken 3 uM abemasiklib uygulamasi ile protein seviyesinde artis
gorilmektedir. Beas-2B bronsiyal epitel hiicre hattinda ise doza bagl olarak protein
seviyesinde artig goriilmektedir. Endoplazmik retikulum stres proteinleri arasinda yer
alan diger bir protein olarak calnexin A549 akciger kanseri hiicre hattinda doza bagh
olarak artig gostermekte Beas-2B bronsiyal epitel hiicre hattinda da protein
seviyesinde doza bagl artis goriilmektedir. Calreticulin protein seviyesi her iki hiicre
hattinda doza bagli olarak artis gostermektedir. Bu asamada yiikleme kontrolii olarak

hiicresel homeostazda seviyesi de§ismeyen B-tubulin proteini kullanilmistir (Sekil
33).



A549 BEAS-2B

ABEMASIKLIB 3MM oMM 1MM
3MM , '
o) | - - N .oy

0,98

IRE1a (130 kDa) e - - - - i

1,03 0,99 1,25
CHOP (19 kDa) ‘ ‘ - . - ’

1,58 1,60

bip (78 kDa) -~ ‘ "
l m Q

ATF6 (75 kDa)

1,09 1,31 1,07
1,45 1,73 1,33
'

calnexin (90 kDa)

calreticulin (55 kDa)

0,89 0,61 0,84
B-tiibilin (55 kDa) G — .J

1 1 1

1|05 0,95 0,78
1 1 1

Sekil 33. Abemasiklib uygulamasinin A549 ve Beas-2B hiicre hatlar1 ile
Endoplazmik Retikulum Stresi Uzerine etkisinin gosterilmesi

4.15 ABEMASIKLIB UYGULAMASININ A549 VE BEAS-2B HUCRE
HATLARINDA APOPTOZ UZERINE ETKISININ GOSTERILMESI

Hicresel yolakta kritik rol oynayan hiicresel 6liim yolagi olarak adlandirilan apoptoz,
terapotik ajan kullanimi sonucu akciger kanseri hiicre hattinda ve bronsiyal epitel
hiicre hattinda efektif roliiniin incelenmesi i¢in immiinoblotlama analizi
gerceklestirilmistir. Bu kapsamda igsel ve digsal apoptoz yolaginda yer alan énemli
proteinler iizerine odaklanilmigtir. A549 akciger kanseri hiicre hattinda bad protein
seviyesi 1 uM abemasiklib uygulamasiyla artig gosterirken, 3 pM abemasiklib
uygulamasiyla belirgin bir azalma gostermektedir. Beas-2B bronsiyal epitel hiicre

hattinda 1 pM abemasiklib uygulamasiyla artig gosterirken, 3 pM abemasiklib



uygulamasiyla spesifik bir azalis gdstermektedir. Bax protein seviyesi A549 akciger
kanseri hiicre hattinda doza baglh olarak artis gosterirken, Beas-2B bronsiyal epitel
hiicre hattinda belirgin bir farklilik goriilmemektedir. Bid protein seviyesi A549
akciger kanseri hiicre hattinda 1 uM abemasiklib uygulamasiyla bir miktar artig
gosterirken, 3 uM abemasiklib uygulamasinda kontrol grubuna kiyasla belirgin bir
farklilik gdstermemektedir. Beas-2B bronsiyal epitel hiicre hattinda belirgin bir
farklilik gériilmemektedir. Bim protein seviyesi A549 akciger kanseri hiicre hattinda
doza bagl olarak bir miktar azalis sergilerken belirgin bir sonug gostermemektedir.
Beas-2B bronsiyal epitel hiicre hattinda ise 3 uM abemasiklib kullaniminda bir artis
goriilmektedir. PARP protein seviyesi A549 akciger kanseri hiicre hattinda kontrol
grubunda anlatim goriilmezken doza bagh olarak artis gosterdigi ifade edilmektedir.
Beas-2B bronsiyal epitel hiicre hattinda ise doza bagh olarak protein seviyesinde
belirgin bir azalma gostermektedir. Kesilmis PARP proteininin seviyesi
incelendiginde ise Beas-2B hiicre hattinda belirgin bir degisiklik goriilmezken, A549
akciger kanseri hiicre hattinda kontrol grubunda anlatim goriilmezken doza bagh
olarak artig gostermektedir. A549 akciger kanseri hiicre hattinda kaspaz 3, kaspaz 7
ve kaspaz 9 proteinlerinin seviyesinde doza bagl olarak artis goriilmektedir. Kritik
olarak en Onemli artisin ise 1 uM abemasiklib terapétik ajaninda sergiledigi
gorilmektedir. Beas-2B hiicre hattinda ise kaspaz 3, 7, 9 proteinlerinin seviyesinde
belirgin bir degisiklik gériilmektedir. Anti-apoptotik strecte etkin rol oynayan bcl-2
proteininin seviye A549 akciger kanseri hiicre hattinda doza bagli olarak bir miktar
artis sergilemektedir. Beas-2B bronsiyal epitel hiicre hattinda ise kontrol grubunda
anlatimi  bulunmazken 3 uM abemasiklib terapdtik ajaninin  etkisiyle artis
gostermektedir. Bu asamada yiikleme kontrolii olarak hlicresel homeostazda seviyesi
degismeyen GAPDH proteinleri tercih edilmistir (Sekil 34).
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Sekil 34. Abemasiklib uygulamasiin A549 ve Beas-2B hiicre hatlarinin apoptoz
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5 TARTISMA

Tez arastrmasi kapsaminda incelenen akciger kanseri diinya genelinde kansere
dayali 6lim nedenleri arasinda ilk sirada yer almaktadir [4]. Ayn1 zamanda akciger
kanseri diinya genelinde de oldukga sik goriilmektedir. Bu siklikta goriilmesinin
baslica nedenleri arasinda akciger kanserinin geg teshisi yer almaktadir [5]. Belirti ve
farklilasmig bir doku tespiti disinda teshis edilebilir bir yontem heniiz mevcut
degildir. Buna baglh olarak hastalarda ileriki evrelerde tespit edilip tedavi
uygulanmaya c¢alismasindan oOtilirii de olduk¢a etkili ve c¢oklu mekanizmalari
etkileyebilen terapdtik ilaclar gelistirilmeye calisilmaktadir. Akciger kanserinin
gelisim ve ilerlemesinde pek ¢ok faktor yer almaktadir. Bu faktorler arasinda yer alan
en biiyiik etkenler arasinda da tiitiin ve tiitlin iirlinlerinin kullanim1 yer alir. Akciger
kanserinin goriilmesi, ilerlemesi ve tekrarlamasi {izerine yapilan pek cok ¢alismada
sigara kullanimmin etkisi goriilmektedir. Bunun yani sira da zehirli gazlara maruz
kalma, kimyasal maddeler, genetik faktorler gibi pek ¢cok etkende mevcut olmaktadir
[8,9]. Kadin ve erkekler arasinda diinya genelinde goriilme sikli§1 arasinda da farkl
sonuglar yer almaktadir. Ozellikle erkek hastalarda goriilme siklig1 ilk siralarda yer
alirken kadinlar arasinda dordiincii sirada yer almaktadir. Erkek ve kadmn hastalar
arasindaki bu yogunluk farkmin tiitlin ve tiitiin Uriinlerinin erkekler arasindaki
kullannominin siklik ve yogunluguna baglh olarak nitelendirilmistir [7]. Giiniimiize
kadar ki siire¢ zarfinda yapilan pek c¢ok calisma akciger kanserine i1sik tutmak
amaciyla ve tedaviye bir adim daha yaklagmak icin gerceklestirilmektedir. Ancak
sonuclar neticesinde akciger kanserinde pek c¢ok yan etkiye ve kanser hiicrelerinin
tedaviye karsi diren¢ kazanmasi ile sonu¢lanmaktadir. Bu nedenle akciger kanseri
Uzerine daha ¢ok g¢alisma yapilmasi gerekmekte ve farkli terapotik etkinlige sahip

yeni ila¢ kullanimi saglanmalidir.

Akciger kanseri gelisim ve ilerlemesi sirasinda en etkili yol olarak hiicresel
proliferasyon goriilmektedir. Buna bagli olarak hiicre dongiisii iizerinde bir etki
gerceklestirilerek akciger kanserinin ilerlemesinin engellenmesi hedeflenmektedir.
Hicre dongust kontrol mekanizmalar1 ele alindiginda dongiiniin ilk asamasinda
proliferasyonu engellemenin etkinlik agisindan daha dogru olacagi diisiiniilmiistiir.

CDK 4/6 inhibitorlerinin bu asamada ki rolleri ele alindiginda hiicre dongiisiiniin G1



asamasindan S fazma gecisi engelledikleri bilinmektedir [38]. Bilinen ve efektif
olarak kullanilan CDK 4/6 inhibitorleri EMA ve FDA onay:1 alarak aromataz
inhibitorleri (anastrozol/letrozol) veya fulvestrant ile kombinasyon tedavisinde
kullanilmak tizere onaylanmiglardir [36]. CDK 4/6 inhibitorleri olan palbociclib,
abemasiklib ve ribosiklib benzer farmakokinetik ve farmakodinamik profiller
sergilemekle beraber ayni etki mekanizmalarma sahiplerdir. Eli Lilly and Company
Research Laboratories bilim insanlar1 tarafindan biyokimyasal tarama Yyoluyla
tanimlanmis olan abemasiklib pek ¢ok kanser tiirlinde etkin rol oynamaktadir. Ayrica
abemasiklib FDA tarafindan 28 Eylil 2017 tarihinde endokrin tedaviyi takiben
hastalik ilerlemesi ve metastatik ortamda HR-pozitif, HER2-negatif ilerlemis veya
metastatik meme kanseri olan yetiskin hastalarin tedavisi igin monoterapi olarak
onaylanmistir [49]. CDK4 ve CDK6'nin ATP-baglama alaninin yariscil bir inhibit6rii
olarak hareket eden abemasiklibin antineoplastik aktivitesi mevcuttur [41].
Abemasiklibin meme kanseri, melanoma, kolorektal, glioblastoma, kan kanseri ve
akciger kanseri gibi kanser tiirleri arasinda ki etkinligi in vitro ve in vivo deneyler
sonucu gosterilmistir [46]. Ayrica tiimOr ksenogreft modelleri {izerinde de doza bagl
antitimaor aktivitesi gosterdigi bilinmektedir. Abemasiklib kan-beyin bariyerini de
spesifik olarak gecebilme kabiliyeti gosterirken metastatik lezyonlar (zerinde de

merkezi sinir sistemini etkileyen antitimor aktivitesi mevcuttur [42,47].

Gergeklestirilen tez ¢alismalar1 sonucuna gore abemasiklibin akciger kanseri hiicre
hatt1 olan A549 ve normal bronsiyal epitel hiicre hatt1 olan Beas-2B hiicre hattinin
tizerindeki etkinligi arastirilmistir. Bu kapsamda MTT deneyi gergeklestirilerek in
vitro kosullar altinda abemasiklibin hiicre canliligi tizerindeki etki mekanizmasi
aydinlatilmaya calisilmistir. Islevsel olarak mitokondrinin tetrazolium tuzlarinin
rediiksiyonu sonucu mitokondrideki dehidrogenaz enzimleri araciligiyla mor renkli
formazan kristallerinin olusturulmasiyla gergeklestirilen renk degisimi kolorimetrik
yontem aracilifiyla absorbansa bagli olarak hiicre canliliginin degerlendirilmesi
hedeflenmektedir. Olugsan formazan miktar1 ile canli hiicre sayis1 belirlenir. Buna
bagli olarak gerceklestirilen MTT testi icin doz belirleme isleminde diisiik dozda
efektif rol oynadig1 bilinen abemasiklib i¢in uygun doz belirleme de 1-5 uM aralig1
secilmistir [126]. Literatiir arastirmalar1 1s18imnda SW1736 ve C643 hiicre hatlarinda
abemasiklib doz araligi 1, 2.5, 5 UM doz aralig1 belirlenmistir [127]. Ayn1 zamanda



MiaPaCa 2, Panc-1 ve HS 766T hiicre hatlarinda da diisiik dozda abemasiklib
kullaniminda efektif bir rol sergiledigi goriilmektedir [128]. Yapilan c¢aligmalarin
sonrasinda ilerleyen agamalarda yiiksek organizmalarda efektif rolii irdelenecek olan
ilacin saglikli hiicreleri lizerindeki rolu de degerlendirilecegi i¢in %50 canlilik orani
uygun gorilmektedir. Yapilan in vivo deneylerde de buna dikkat edildigi ve
abemasiklibin diisiik dozlardaki efektif rolii goriilmektedir [129]. Buna bagl olarak
akciger kanseri hiicre hatt1 olan A549 ve bronsiyal epitel hiicre hatti olan Beas-2B
icin en efektif rol 1 pM ve 3 pM abemasiklib uygulamasi olarak belirlenmistir (Sekil
20). MTT testi sonrasi belirlenen dozlarda zamana bagli olarak hiicre sagkalimi
analizi gergeklestirilerek in vitro kosullar altinda hiicre hatlarindaki maruziyetin
zamana bagli etkinligi arastirilmistir. Literatlir arastirmalarinda cesitli kanser tiirleri
yani sira bas boyun skuaméz hiicreli karsinomda da bizim gerceklestirmis
oldugumuz analiz ile esdeger sonucglar sundugu gorilmektedir [130]. MTT testine
bagl olarak hiicre sagkalim analizinde de doza bagli olarak hiicre canliligindaki
azalma goriilmektedir. Buda iki deney sonucunun birbirini destekledigini
gostermektedir. Hiicre sag kalimmim A549 hiicre hattinda abemasiklibin zamana
bagl olarak kontrole kiyasla farkli dozlardaki etkinligi kanser hiicrelerindeki hiicre
dongusuni engelleyerek proliferasyonun Onlenmesi ve gesitli 6lim yolaklarini

hedefleyebilecegi diisiindiirmektedir (Sekil 21).

Canlilik tizerine diger sitotoksik etkinin gosterilmesi amaciyla floresans boyama
islemleri gergeklestirilmistir. Canli hiicre membranlarindan gecisi saglanamayan
promidium iyodiir araciligiyla 6lii hiicrelerin morfolojik yapilarindaki degisiklik
sonucu membrandan gecisi saglanir ve floresans mikroskobunda niikleik asitlerin
isaretlenmesi ile kirmizi noktalar halinde goriintiilenmesi saglanir [131]. Daha 6nce
yapilan arastirmalarda propidyum iyodiir 6lii hiicrelerin gosterilmesinde kullanildig1
ifade edilmistir [132,133]. A549 hiicre hattinda kontrol grubunda saglikli hiicrelerin
varlig1 ve ila¢ dozuna bagl olarak 6lii hiicre sayilarinda artis goriilmekte ve bu
sonuglar daha once gergeklestirilen MTT ve hiicre sagkalim analizi ile esdeger
sonuglar sunmaktadir. Buda bize abemasiklibin hiicre dongiisiinii {izerindeki
etkinligine bagli olarak Olim yolaklarmma yonlendirmekte ve arastirmalarin
kapsaminin daha derinlemesine yapilmasmi saglamaktadir. Beas-2B hiicre hattinda

da propidium iyodiir araciligiyla 6lii hiicrelerin gdsterilmesi hedeflenmistir. Burada



da doza bagl olarak kirmiz1 floresans noktalarda artig goriilmekte ancak A549 hiicre
hattina goére daha yogun kirmizi floresans nokta goriilmesi kontrol gruplarindaki
hiicresel yogunlukla iligkilendirilmektedir. Hiicresel diizeyde 6liim yoniinde ilerleyen
mekanizmanin DNA kiriklar1 {izerinden gosterilmesi amaciyla DAPI boyama
gerceklestirilmistir. Literatiirde yapilan ¢alismalarla DAPI boyama ile DNA
kiriklarmin olugsmasi abemasiklib sitotoksik etki mekanizmasinda yer aldigini
gostermektedir [134]. A549 hiicre hattinda her iki dozda da olusan DNA kiriklar1
kanser hiicresi lizerinde abemasiklib uygulamasmin etkinligini gdstermektedir. Ayni1
zamanda da doza bagli olarak DNA kiriklarinda ki artis abemasiklib etkinliginin
kanser hiicrelerinde efektif rol sergiledigini gostermektedir. Beas-2B hiicre hattinda
da sadece yiiksek dozda DNA kiriklar1 saptanmis buda ilacin bronsiyal epitel
hiicrelerinde genetik materyal aracili etkisinin daha diisiik bir seyir izledigini ve ayni
zamanda da kanser hiicrelerindeki genetik materyale bagh kiriklar1 tetikledigi
bilgisini sunmaktadir. Ayni1 zamanda olusan DNA kiriklar1 hiicreleri apoptoza
ugrayarak DNA onarmm mekanizmalarmin etkin olmadigmi gostermektedir. Olii
hiicreler disinda saglikli hiicrelerinde floresans mikroskobu altinda gosterilmesi
amaciyla hiicre canliligmin mitokondri organeli araciligiyla DIOCe boyama
araciligiyla mitokondri membran potansiyeli bozulmamis hucrelerin floresans
mikroskobu altinda gdésterilmesi hedeflenmistir [135]. Daha 6nce yapilmis olan
calismalarda farkl ilaglarinda akciger kanseri hiicre hatti olan A549 tlizerinde DIOCe
boyama ile canli hiicreler floresans araciligiyla gosterilmistir [136]. Yapilan deneyler
1s51¢inda A549 hiicre hattinda abemasiklib uygulamasi doza bagli bir sekilde hiicre
canliligimi azaltic1 yonde etki etmisken DIOCes boyama ile floresans altinda canhi
hiicrelerin gosterilmesi hedeflenmistir. Ayn1 sekilde Beas-2B hiicre hattinda da ayni
hedef dogrultusunda DIOCs boyama gerceklestirilerek saglikli hiicrelerin varligi
gosterilmis ve artan ila¢ dozuna bagli olarak saglikli hiicre sayisindaki azalma da
yine aynit dogrultuda ilerlemis oldugu sergilenmistir (Sekil 22). Burada
gerceklestirilmis olan floresans sonuglar saglikli hiicrelerle birlikte 6lii hiicrelerin
degerlendirilmesine bagl olarak degisen korelasyonun gosterilmesi ve buna bagl

olarak ilacin etkinlik yonlerinin degerlendirilmesi hedeflemektedir.

Floresans boyalar arasinda yer alan mitoTracker hiicre zarmi gecerek aktif

mitokondride birikir ve mitokondriyi isaretlemede kullanilir. Uygulanan boyama ile



mitokondriyal bozunma ila¢ dozuna bagli olarak azalma gostermektedir [137].
Abemasiklibin doza bagli bir sekilde hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi daha 6nce MTT
ve hiicre sagkalim analizinin yani sira propidium iyodiir gibi floresans boyalar ile
gosterilmistir. Ayrica mitoTracker floresans boyama ile de farkli bir acgidan
gosterilmeye calisilmistir. Doza baglh olarak A549 hiicre hattinda kontrole kiyasla
azalan hiicre canliligina baglh olarak daha diisiik yogunlukta kirmizi floresan problar
gorilmektedir. Kontrol ile kiyaslandiginda Beas-2B hiicre hattinda da floresan
problar da azalma carpicidir. Hiicresel diizeyde mitokondriyal bozunma
gerceklesmesi apoptoz yolaginin etkin rol oynadigini gostermektedir [103]. Ayni
zamanda DNA kiriklarmin gosterilmesi amaciyla DAPI floresan boyama
gerceklestirilmistir. Mitokondriyal potansiyel disinda da olusan DNA kiriklar1 DNA
onarimmin gerceklesmemesi sebebiyle hiicresel apoptoz yolaginda etkinlik
sergiledigi soylenebilir [103,124,125]. Ayrica ER stres sonrasinda da DNA hasarinin
meydana geldigi bilinmekte olup gerceklestirilen tez calismasinda bu siiregte ayrintili

bir sekilde degerlendirilmistir (Sekil 23) [74].

Hiicresel diizeyde ilacin etki mekanizmasina bagli olarak canlilik {izerinde ki etkisi
ve buna bagli olarak ilaca maruz kalan hiicrelerin koloni olusturma potansiyellerinin
gosterilmesi amaciyla 3 boyutlu sferoid hiicre modeli olusturulmustur. Daha 6nce
gergeklestirilmis olan bir calismada EGFR mutasyonu tastyan kiigiik hiicreli olmayan
akciger kanseri hiicreleri lizerinde abemasiklibin efektif rolii 3D sferoid model ile
aracilifiyla hiicre sayisinda azalma gosterilmistir [138]. 3 boyutlu sferoid model ile
abemasiklibin tek basma kullaniminin yani sira pek g¢ok farkli ilag ile kombine
kullanimi ve 3D sferoid modelde koloni olusumun gdsterilmesi zamana bagl olarak
capinda kiiclilme gosterilmistir [139]. Literatiir ile esdeger olarak gergeklestirilmis
olan calismada A549 akciger kanseri hiicrelerinde zamana bagli olarak kontrol
gruplarma kiyasla 3 boyutlu sferoid yapisinin olusumunda koloni ¢apinda azalma
olciilmiistiir. En efektif doz ise 1 uM abemasiklib olarak belirlenmistir. Ilerleyen
saatler de captaki azalmada daha 6nceki yapilmis olan ¢aligmalarla esdeger olarak
ilerlemektedir [138]. Akciger kanseri hiicresinde ki sonug¢larin yani sira bronsiyal
epitel hiicre hatt1 olan Beas-2B hiicrelerinde kontrol gruplarinin zamana bagl olarak
koloni olusturma potansiyellerinde ¢apa baghh bir artiy soz konuyken, 1 uM

abemasiklib uygulamasi sonucu 3 boyutlu sferoid yapismin morfolojisini korudugu



ve zamana bagli olarak ilag dozunun etkisinin minimum diizeyde seyrettigi
goriilmektedir. 3 uM abemasiklib uygulamasmin 48. saatte koloni ¢apinda kugtlme
s0z konusuyken 72. saatte koloni ¢capinda bariz bir artig s6z konusu olmaktadir (Sekil
27). Sonug olarak 1 uM abemasiklibin uygulamasinin etkin olarak hiicre canliligma
ket vurarak, mitokondriyal membran potansiyelini diisiirlip, koloni olusumunu

engelledigi A549 akciger kanseri hiicrelerinde gosterilmistir.

Yara iyilesme deneyi esas olarak Hiicre gé¢iine bagh olarak gerceklesir. Hiicre-hiicre
etkilesimini esas alarak ilacin dozuna ve siiresine bagl proliferasyon hizi ile iliskili
yontemleri kapsamaktadir [140]. Yapilan bir ¢alismada insan kolorektal kanser
hiicrelerinde abemasiklib monoterapi ve BYL719 ile kombine terapisi ile kolorektal
kanser hiicre hatlar1 olan Caco-2 ve SNU-C4 (zerinde hiicre gocu, yara iyilesme
analizi ile gosterilmis ve abemasiklibin hiicre gogiinii 6nemli 6lciide inhibe ettigi
ifade edilmistir [141]. A549 akciger kanseri hiicre hattinda 0. saatte agilan yarik ile
zamana bagli olarak hiicre proliferasyonuna bagl olarak olusan yarigin kapanma
yoniinde hareket ettigi goriilmektedir. 1 pM abemasiklib uygulamasi sonucu 0. saatte
olusan yarigin zamana bagl bir sekilde ilacin etki mekanizmasi geregi kontrol
grubuna kiyasla daha yavas bir kapanma s6z konusu olmaktadir. Ayrica 48. saatte
olusan yarik c¢apindaki genislemede bariz olarak goriilmektedir. Yiiksek dozda
uygulanan abemasiklib ile olusan yarikta proliferasyonuna etkisi lizerine 0. saatte
bagl olarak olusan yarigin ¢apindaki minimum bir azalis s6z konudur. Beas-2B
bronsiyal epitel hiicre hatt1 lizerindeki lateral hareket sonucu yara iyilesme
analizindeki etkisi degerlendirilecek olursa kontrol grubunda zamana bagli olarak
olusan yaralarin kapanma yoniinde hareket ettigi goriilmektedir. 1 pM abemasiklib
uygulamasi sonucu epitel hiicrelerinde etki goriilmemekte ve yarik diizeyi kontrol
grubu oraninda kapanma yoniinde ilerlemektedir. Yine aymi sekilde 3 uM
abemasiklib uygulamasinda da benzer sonuglar s6z konusu olmaktadwr. Epitel
hiicrelerinde lateral hareket ile hiicrelerin yariklar1 kapanma yoniindeki ilerleyisi
ilacin etki mekanizmasinin epitel hiicre hatlarinda kanser hiicre hattina bagli olarak
efektif rol sergiledigini gostermektedir. Akciger kanseri hiicre hattindaki ilacin
efektif rolii garpict bir sekilde goriilmektedir (Sekil 28). Literatiir ile esdeger sonuclar
goriilmekte ve ilacin hiicre gogiinde etkin rol sergiledigi akciger kanseri hiicre

hatlarinda da gosterilmektedir.



Hiicre dongiisii, hiicrelerin ¢ogalma silirecinin gergeklestigi ve bu esnada kontrol
mekanizmalarinin yer aldigi, sonucunda da ana hiicreden 2 kardes hiicrenin olustugu
siirecin tamamm1 olusturmaktadir [23]. Ozellikle kanser hiicrelerinde hiicresel
proliferasyon ortak 6zellik olup olduk¢a 6nemli bir yer tutmaktadir. Gerek dokuda
yer edinmesi gerekse metastatik 6zellik kazanip farkli dokulara ulagmasi sonrasinda
proliferasyon siirekli ve devamli bir sekilde gerceklesmektedir. Akciger kanserin de
ozellikle odaklanilan noktada abemasiklibin bir hiicre dongiisii kontrol noktalarindan
olan CDK 4/6-siklin D1 blokajinda gorev aldigi bilinmekte olup sarkom hiicre
hatlarinda hiicre dongiisii blokajina sebep olarak dongliniin G1 asamasmda
tutulumuna neden olmaktadir [142]. Ayrica daha 6nce yapilmis olan bir ¢alismada da
pek cok akciger kanseri hiicre hatlarmin yani sira A549 hiicre hatt1 i¢inde analiz
gerceklestirilmis olup hiicre dongiisiiniin G1 asamasinda tutulum gorildigi
gosterilmistir [143]. Literatlir 1518iInda A549 akciger kanseri hiicre hatt1 iizerine
abemasiklib uygulamasi hiicre dongiistiniin G1 asamasinda blokaja neden olmustur.
Kontrol grubunda G1 asamasinda %65.1 oraninda hiicre tespiti s6z konusuyken 1
uM abemasiklib uygulamasi sonucu bu oran %83 e c¢ikmaktadir. Ayn1 zamanda 3
pM abemasiklib uygulamasi1 sonucu da bu oran %79.1 i gostermektedir. Kanser
hiicre hatt1 lizerinde uygulanan abemasiklib doza bagli olarak G1 asamas1 blokaj da
efektif rol oynamaktadir. Beas-2B normal bronsiyal epitel hiicre hattinda ise kontrol
grubunda G1 asamasinda %54.4 oraninda hiicre tespiti s6z konusuyken 1 pM
abemasiklib uygulamasi sonucu bu oran %57.3, 3 uM abemasiklib uygulamasi
sonucu ise %54.7 ‘yi gostermektedir. Akciger kanseri hiicre hattinda abemasiklib
daha oncede pek c¢ok kanser tiiriinde ifade edildigi gibi hiicre dongiisiiniin G1
asamasinda tutulumuna neden olmustur. Ancak bronsiyal epitel hiicre hatti olan
Beas-2B de hiicre doéngust Uzerinde bir etki sergilenmektedir. Buda epitel
hiicrelerinin proliferasyonlarmi devam ettirdigini ancak canliligmm azalmasina bagh
olarak farkli bir yolag: tetikledigini ve bunun irdelenmesi gerektigi bilgisini bize
sunmaktadir (Sekil 26). Abemasiklibin etki mekanizmasi kapsaminda hiicre dongiisii
iizerindeki roliiniin irdelenmesi iizerine immiinoblotlama analizi gerceklestirilmistir.
Retinoblastoma fosforilasyonu ile ilerleyen hiicre dongistinin G1-S fazi gegisi kritik
rol oynamaktadwr. Literatiir arastirmalarinda Uvea melanomu hiicre hatlarinda
abemasiklib uygulamasi iizerine p-RB protein ifadesinde doza baghh azalma
goriilmekte ve CDK4 siklinD1 protein seviyelerinde ise doza bagh olarak artis

oldugu goézlenmektedir [144]. Akciger kanseri hiicre hatlar1 {izerinde daha Once



yapilan bir calismada p-RB protein seviyesinde doza bagli olarak abemasiklib
kullanimiyla azalma goriilirken, CDK4, CDK6 ve siklin D1 protein seviyelerinde
doza bagh olarak artig goriilmektedir [134]. Baska bir ¢alismada da abemasiklib
tedavisi, MiaPaCa 2, Panc-1 ve HS 766T hiicre hatlarinda p-RB protein seviyelerinde
azalma goriilmektedir [138]. Akciger kanseri hiicre hatt1 olan A549 iizerinde yapilan
calisgmada CDK4 protein seviyesi 1 uM abemasiklib uygulamasi ile artarken 3 pM
ila¢ uygulamasi ile protein seviyesi kontrole kiyasla artsada 1 uM abemasiklibe gore
protein seviyesinde daha az artig goriilmektedir. Beas-2B bronsiyal epitel hiicre
hattinda ise CDK4 protein ifadesinin seviyesinde belirgin bir degisiklik s6z konusu
degildir. CDK6 protein ifadesi AS549 hiicre hattinda 1 pM abemasiklib
uygulamasinda artig gosterirken doza bagl olarak 3 pM abemasiklib uygulamasinda
protein anlatiminda farklilik goriilmemektedir. Beas-2B hiicre hattinda ise CDK6
protein seviyesinde artis doza bagh bir sekilde belirgin olarak ifade edilmektedir.
Siklin D1 protein diizeyleri degerlendirilecek olursa A549 akciger kanseri hiicre
hattinda ilag dozuna bagli olarak protein anlatimida artig goriilmektedir. Beas-2B
hiicre hattinda da artan ila¢ dozuna bagh olarak protein seviyesinde artis
gorilmektedir. p-RB proteini ila¢ dozuna bagli olarak protein anlatiminda azalma
goriilmektedir. Her iki hiicre hattinda da 1 uM abemasiklib de efektif rol
oynamaktadir (Sekil 29). Sagkalim analizi ve floresans boyalar ile birlikte hiicre akis
sitometrisi ile Pl boyama, yara iyilesme ve sferoid hiicre modeli dahil bir¢ok
calismamizda abemasiklibin diisiik dozda efektif rol oynadigir goriilmektedir. Buda

ilerleyen surecte in vivo kosulda ¢alisabilmesi igin bize 151k tutacaktir.

Hiicresel diizeyde abemasiklib uygulamasi {izerine otofajik cevabin aydinlatilmasi
amaciyla akridin turuncusu floresans boyama gergeklestirilmistir. Lizozomlar i¢inde
bazik molekiiller birikerek pH’in artmasina neden olur buda lizozomal fonksiyonlar1
etkilemektedir. Akridin turuncusunun pH’1 emisyon spektrumuna bagli olarak
degisen bir boyadir. Notr pH’daki sitozol ve ¢ekirdegi yesil, islevsel lizozomlari ise
asidik pH da kirmizi olarak boyar [145]. Daha 6nce yapilmis olan bir ¢alismada 1
puM abemasiklib uygulamasi ile MBA-MB-468 hiicre hattinda lizozomal
asidifikasyon lizozomlarin vakuol olusumu ile ilerledigi gosterilmistir [146]. A549
hiicre hattinda diisiik dozda dahi vezikiil olusumu g6zlenmis ve buna bagl olarak

yiksek dozda da vezikiill olusumunda yogunlagma goriilmiistiir. Ayn1 zamanda



bronsiyal epitel hiicre hatti olan Beas-2B’de diisiik dozda vezikiil olusumunun
yiiksek doza kiyasla daha diisiik bir diizeyde oldugunu gostermektedir (Sekil 24). Bu
sonuglara bagli olarak otofajik siire¢ daha derinlemesine irdelenmek istenmistir.
Bunun i¢in immiinoblotlama gergeklestirilerek otofajik siiregte rol oynayan kritik
protein seviyeleri irdelendi. Yapilan bir ¢aligmada A549 akciger kanseri hiicre hatti
dahil farkl hiicre hatlarinda abemasiklib uygulamasinin otofajik siirecteki rolii genis
kapsamli olarak irdelenmistir. Calismada CDK 4/6 inhibitorlerinin kanser hicre
hatlarinda sitosidal etkiye sebep oldugu, abemasiklibin en giiclii sitotoksik etkiye
neden oldugu ve ayrica apoptoz, nekroptoz, otofajik hiicre 6liimii ile tutarli olmayan
bir hiicre 6liimiinti indiikledigi, abemasiklibin sitoplazmik vakuol olusumu ile iligkili
yeni bir hiicre 6liim tiirlinii indiikledigi ortaya ¢ikarmislardir [147]. Gergeklestirmis
oldugumuz immiinoblotlama analizlerine bagli olarak otofajik siirecle 1ilgili
proteinlerin seviyelerinde dikkate deger bir farklilik olmamasi literatiir ile esdeger
sonuglar ortaya koydugunu gostermektedir. otofajik siirecte abemasiklibin rolii
aydmlandiktan sonra apoptotik siirecteki roliide irdelenmek istenmistir. Bu kapsamda
cesitli protein seviyeleri irdelenmistir. Daha 6nce yapilmis olan ¢alismalarda CDK
4/6 inhibitorlerinin proliferasyonu inhibe ettigi ve glioma hiicrelerinde apoptozu
indiikledigi gosterilmistir. Ayn1 calismada Bax protein anlatimmin 5 pM abemasiklib
uygulamasi1 ve iizerine c¢ikilmasi ile protein ifade seviyesinde artis saglandigi
gorilmekte, benzer sonug olarak bcl-2 protein seviyesinde de yuksek dozda protein
ifadesinde degisim goriilmektedir [148]. Gergeklestirmis oldugumuz ¢alismada da
benzer sonuglar yer almaktadir. Ayni sonuglarin akciger kanseri hiicre iizerinde
benzer sonuclara neden oldugunu gostermektedir. Bir diger ¢alismada da
abemasiklibin meme ve yumurtalik kanseri hiicre hatlarinda apoptotik siirecte rol
oynadigin1 gostermekte, ayni zamanda kaspaz protein ifade seviyelerinde azalmanin
hiicre hattma bagli olarak degistigini bize godstermektedir. Meme kanseri hiicre
hatlarinda degisiklik gostermezken, yumurtalik kanseri hiicre hatlarinda protein
ifadesinde azalma goriilmektedir [149]. Bu literatiir bilgisine bagli olarak akciger
kanseri hiicre hatti olan A549 hiicrelerinde de benzer sonuclar gorilmektedir.
Apoptotik siirecte de otofajik siire¢ gibi rol oynadigi ancak farkli bir 6lim yolagi

iizerinden proliferasyona bagl hiicresel canliligin etkilendigi sdylenilmektedir.



Akciger kanseri hiicrelerinde proliferasyona bagli olarak hiicre dongiislinin
ilerlemesini engelleyici aktiviteye sahip abemasiklib terapotik ajanmin hiicresel
diizeyde aktivitesini saglayan ve devamliliginin olabilmesi i¢in enerji
metabolizmasinin  efektif rolii s6z konusu olmaktadir. Daha once yapilan
calismalarda pek ¢ok kanser tiiriinde enerji stresi gosterilmistir [155]. Abemasiklib
uygulamasi ile proliferasyon engellenmeye calisildigindan hiicresel diizeydeki enerji
durumu kontrol edilmek istenmektedir. Kanser hiicrelerinde CDK 4/6 inhibitdri
olarak kullanilan abemasiklib AMPK-a2 alt biriminin dogrudan fosforilasyonu
yoluyla AMPK aktivitesini inhibe eder ve kanser hiicresi enerji yoksunlugu
yasayarak apoptotik siire¢ tetiklenir. Inhibitdrler ile yapilan in vitro ve in vivo
caligmalarda AMPK 'ya bagl artmis oksidatif metabolizma sergilemekte ancak CDK
4/6 inhibitorleri hiicresel enerji yoksunluguna sebep olmaktadir [156]. AMPK
aktivasyonunun, karaciger kanseri dahil olmak iizere cesitli kanser tiirlerinde tiimor
ilerlemesine kars1 c¢ikabilece§ine dair artan bir farkindalik vardir ve ayrica
abemasiklib‘in hepatoseliiler karsinoma da hiicre canliligi ve PP5/AMPK ekseni
iizerinde etkisinin oldugu gosterilmistir [157]. Bu sebeple akciger kanseri hiicre
hatlar1 {izerindeki efektif rolii arastirilmistir. Gergeklestirilen immiinoblotlama
analizine sonuglarina gére abemasiklib uygulanmasi ile AMPK ve p-AMPK protein
ifadelerinde azalma goriilmektedir. Buda daha once farkli kanser tlirlerinde
gosterilmis olan abemasiklibin efektif roliiniin akciger kanseri hiicre hatlarinda da
efektif rol oynadigin1 gostermektedir (Sekil 30). AMPK yolagindaki enerji
yoksunlugu ile ilerleyen siirecte hiicre alt1 lipidleri ve yag asitlerini irdelemek
amaciyla bodipy floresans boyama gercgeklestirildi. Ayrica bodpy, fluoresan boyama
ile yag asitlerini ve notr lipitlerin dagilimlarini ve hareketliligini gdstermek amaciyla
kullanilmaktadir [158]. AMPK yolaginin giinlimiizde glikoz, lipit, protein
metabolizmasi, ¢esitli asag1 akis metabolik kinazlarin fosforilasyon durumunu gegici
olarak degistirerek veya transkripsiyonel olarak adaptasyonu etkileyerek veya enerji
algilama iizerindeki etkisi dahil bir¢ok etkeni kapsadigi bilinmektedir [50]. Olusan
lipit damlaciklar1 ile birlikte DAPI floresan boyama gerceklestirilerek DNA
kiriklarmm gosterilmesi ve DNA onarim mekanizmasinin inaktif oldugu sartlar
altinda hiicresel apoptoz yolag: altinda etkili oldugu ve buna bagl lipid damlaciklari
ile birlikte olusan floresan goriintiiniin  iist {iste getirilmesiyle birlikte

gorsellestirilmesi saglanarak birlikte degerlendirilmesi saglanmustir (Sekil 25).



CDK 4/6 siklin D1 aktivitesi ER/PR/AR, NF-kB, MAPK lar, STAT lar, Wnt/p-
katenin, PI3K/akt/mTOR gibi karmasik bir ag tarafindan diizenlenir [150]. Biiyiime
faktorii reseptorii tizerinden PI3K/akt/mTOR yolagi ile ilerleyen CDK 4/6 siklin D1
kompleks olusumu ve buradan da proliferasyona bagli hiicre dongiisiiniin ilerlemesi
meme kanserinde gosterilmistir [151]. Akt proteininin fosforilasyonu CDK 4/6
inhibitorleri i¢in kazanilmis direng¢ mekanizmasi olarak bilinmektedir. Akt
fosforilasyonu yoluyla PI3K/Akt/mTOR yolaginin aktive olmasi daha once ifade
edilen bir diren¢ mekanizmasidir [152]. RAS mutasyonu tasiyan akciger kanseri
hiicre hatlarinda PI3K/akt/mTOR yolagmin kritik rol oynadigi literatiirde yer
almaktadir [153]. Yapilan bir ¢alismada bas boyun skuamdéz hiicreli karsinom
abemasiklib uygulamasi ile mTOR, p-mTOR ve Akt protein seviyeleri degismezken
p-Akt protein ifadesinde azalma gorilmektedir [130]. Bu sonu¢ daha once ifade
edilmis diger sonuglarla iligski oldugu ifadesini bize sunmaktadir. Yapilan diger bir
calismada da DMS-53 hiicrelerine abemasiklib uygulamasi ile p70S6 kinaz protein
ifadesinin doza baglh olarak azaldigi ifade edilmistir [154]. Gergeklestirdigimiz
calismada da p70S6 kinaz proteininin literatiir ile esdeger bir sekilde akciger kanseri
hiicre hatlarinda protein ifadesinin azaldig1 goriilmektedir. Benzer sonuglar
sergilemesi akciger kanserinde abemasiklibin efektif rol oynadig1 ancak
PI3K/Akt/mTOR yolag: tizerindeki roliiniin tam aydinlatilmasi gerektigi bilgisini

sunmaktadir.

Endoplazmik retikulum hiicresel homeostazi1 korumada gorev alarak hiicresel siiregte
olduk¢a oOnemli bir yer tutmaktadir. Hiicresel diizeyde o©nemli rol oynayan
proteinlerin katlanmasi ve islev gormesi icin aktif hale gecme siireclerini
irdelenmektedir [159]. Yanlis katlanmig ya da katlanmamis protein olusumu ile ER
stresi meydana gelir. Endoplazmik retikulum stresi sonrasinda IREla, CHOP, BiP,
PERK proteinlerinin aktive olmasiyla gercekleserek apoptotik silire¢ yoniinde
hiicresel 6lim yolaklarmin ilerlemesini saglamaktadir [160]. Meme kanserinde
yapilan arastirmalara bagli olarak endoplazmik retikulum stresi ile apoptotik siirecin
desteklendigi daha 6nceki calismalarda gosterilmistir [161]. Insan prostat kanserinde
endoplazmik retikulum stresine bagli olarak ER stresindeki proteinlerin ifade
seviyeleri artmis ve apoptotik silirecin indiiklendigi gosterilmistir [162]. Akciger

kanseri hiicre hatlarinda yapilan bir ¢calismada farkl ilag tiirlerinin de ER stresine



neden oldugu ilgili protein seviyelerinde artig gorildigi ifade edilmistir [163].
Glisiretinik asit hiicre dongiisiiniin G1 asamasinda blokajin1 saglayan terapotik ajan,
akciger kanseri hiicre hatt1 olan A549 iizerine uygulandiginda endoplazmik retikulum
stresine yol actig1 gosterilmistir [164]. Abemasiklibin akciger kanseri hucre
hatlarinda endoplazmik retikulum stresine neden oldugu daha dnce hicbir ¢alismada
gosterilmemistir.  Gergeklestirmis  oldugumuz  immiinoblotlama analizi ile
endoplazmik retikulum stresine yol acan kritik proteinlerin  seviyeleri
degerlendirilmistir. Akciger kanseri hiicre hatlarinda ER stres proteinlerinin
seviyelerinde artig goriilmektedir. Endoplazmik retikulum stresi hiicresel diizeyde
apoptotik siirecin ilerlemesine neden olarak hiicresel 6liimiin ger¢eklesmesine neden

olmustur. Otofajik yolak ise bu siiregte dengeleyici bir rol oynayarak ilerlemistir.

Sonug olarak abemasiklib CDK 4/6 inhibitori olarak hiicre doéngusiinde G1
asamasinda blokaja neden olarak hiicresel proliferasyona ket vurmaktadir. Bu
ilerleyen sirecide endoplazmik retikulum stresi (zerinden ilerleterek apoptotik

yolaklarin indiiklenmesine ve siirecin bu yonde ilerlemesine neden olmaktadir.
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Distile su cihazi TANKPEQ30 Millipore Direct g-5UV
Mikropipet (0,5-10ul) EH52836 Thermo Scientific
Mikropipet (20-200ul) EH46925 Thermo Scientific




Mikropipet (200-1000pl) T27274 Thermo Scientific
Santrifiij cihazi 5417R Ependorf
Santrifiij cihazi 5810R Ependorf
Stv1 azot tanki Arpege 40 Air Liquide

Spin mini spin plus SNO708 LabNet
Sogutmali etiiv ES120 Nuve
Laminar flow LN090 Nive
Laminar flow Model: 12469,2000 HeraSafe
Otoklav cihaz1 Oto32 Nuve
pH metre N315 SEM BIO Technologie
Vorteks SA8 Stuart/ProLab
Inkiibator 51026280 Thermo Scientific




Floresan mikroskobu Model: 1X71 Olympus

Inverted mikroskop Model: XDS-1B SOIF
Optik mikroskop 701 Ivymen
Stereo mikroskop V12 Zeiss
Kuru 1sitict blok FN120 Nuve

Akis sitometri cihazi AC6531180147 BD Biosciences




Elektroforez sistemi 1658004 BioRad
Rotasyon cihazi SRT9D Stuart Equipment
Spektrofotometre Ultraspec 2100 pro Biosciences
Kar-buz makinasi AF80 ScostMan
PVDF membran 88518 Thermo
Mikroplaka okuyucu 680 BioRad
Gili¢ kaynagi PowerPac/B BioRad




Dry heat sterilizer FN120 Nive
Facs flow cihazi AC6531180147 BD ACURI C6
Transfer cihazi 10016505C BioRad
Ek B: Hiicre Kiiltiirii Donanimlan
Tablo 2. Hiicre kiltiiriinde kullanilan malzemeler
Adi Uriin Kodu Firma Adi
6 kuyucuklu petri 92006 TPP




12 kuyucuklu petri 92012 TPP

96 kuyucuklu petri 92096 TPP

25cm? hiicre blyttme 90026 TPP
kaplar1

75cm? hiicre biyitme 90076 TPP
kaplar1

60mm hicre buyitme 93060 TPP
kaplar1

100mm hiicre buyutme 93100 TPP
kaplar1

Steril pipetler (5ml) 94005 TPP

Steril pipetler (10ml) 94010 TPP




Enjektor seti 21G ASTRAJECT
Filtreler 99722 TPP
Hemastometre 7359629 Sigma Aldrich
Etlv Heracell 1150 Thermo
Kriyovial tiip V7634 Thermo Scientific
Tipsin-EDTA 25200-056 Gibco




Penisilin/Streptomisin 15140-122 Gibco
Fetal Bovine Serum 10500-064 Gibco
RPMI Medium 11875093 Gibco
Mikropipet uglar 5030010 CAPP
(10ul)
Mikropipet uglar1 (100ul) 5130070 CAPP
Mikropipet uglar1 (1000ul) 4130135 CAPP
A549 hiicre hatt1 ATCC
Beas-2B hiicre hatt1 ATCC




Ek C: Kimyasal Maddeler

Tablo 3. Caligmada kullanilan kimyasal maddeler

Adi Uriin Kodu Firma Ad
Etanol CAS 64-17-5 ALKO MED
Saf etanol 32221 SIGMA-ALDRICH
[zopropanol K44518295 321 MERCK
Metanol 24229 SIGMA-ALDICH




2-merkaptoetanol S4805940 517 MERCK
Akrilamid/Bis-Akrilamid A9099 SIGMA-ALDRICH
30% cozelti
Amonyum persilfat A2941 Applichem
Coomassie Blue Belirteci A3480 Applichem
DMSO D2650 SIGMA-ALDRICH
EDTA A2937 Applichem

Pl boya

P4170-100MG

SIGMA-ALDRICH




Fetal Bovine Serum P290310 Pan Biotech
Laemmli Tamponu S3401-1V SIGMA
p-Coumaric Asit C9008-1G SIGMA-ALDRICH
Luminol A2185 Applichem
MTT Solusyonu M2128-5G SIGMA-ALDRICH
Phosphate buffered saline BE17-51-5F LONZA
(PBS)
Sigir Serum Albumin A2153-10G SIGMA-ALDRICH




(BSA)

SDS (Sodyum dedosil UN1888 Applichem
stilfat)
Protein Izolasyonu 78501 Thermo
Tamponu
Thermo Page Ruller Plus 26619 Fermentas
Prestained Protein Ladder
Tris Baz 648310 CALBIOCHEM
Asetik Asit 27225 SIGMA-ALDRICH
Tris-HCI 648317 CALBIOCHEM
NaCl A2941 Applichem




Tween 20 S6740684 348 MERCK
TEMED A1148,0100 Applichem
APS
Yagsiz Siit Tozu SC-2325 Santa Cruz Biotechnology
Glisin 3570 CALBIOCHEM
H202 K39218400838 MERCK




Rnase Free Water 42480093 QIAGEN
Super Block T20 37536 Thermo
Blocking Buffer
Ponceau kirmiz1 belirteci A1405 Applichem
HCI K43804717 239 MERCK
Kristal Viyole FN1048735 MERCK
Paraffin 42-40 8002-74-2 MERCK

Ampisilin




Ek D: Kullanilan Cozeltiler

Tablo 4. 10X Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS), pH:7,4

NaCl 80,0 gr

KCI 2,0 gr
Na;HPO, 14,4 gr
KH2PO4 2,4 gr

dH20 1000 ml
Toplam 1L

Hassas tarti ile tartilan tiim kimyasallar 1L’lik balon joje igerisine almarak dH-O ile
¢Ozulir ve 1L dH20 ile tamamlanarak pH metre ile pH ayar1 yapilir. Cozelti oda

sicakliginda muhafaza edilir. 1X’e ¢evrilerek kullanilir.




Tablo 5. Hiicre Dondurma Medyas1

Fetal s1gir serumu (FBS) 9 mi
Dimetil sulfoksit (DMSO, (CH3).SO) 1ml
Toplam 10 mi

Hiicre kiiltiiriine uygun sekilde DMSO kullanilarak hazirlanan medya 0,22 mm’lik

filtre kullanilarak stiziilur ve -20°C’de muhafaza edilir. Dondurulan hiicreler sivi azot

igerisinde uzun siireli olarak saklanir.

Tablo 6. 1,5 Molar Tris-Baz Cozeltisi, pH:8,8

Tris-baz (C4H11NO3) 90,8 gr
dH20 500 mi
Toplam 500 mi

Hassas tart1 ile tartilan Tris-baz 500 ml'lik erlen igerisine almarak 500ml dH.O da

coziilerek pH ayar1 yapilir. Cozelti oda sicakliginda muhafaza edilir.




Tablo 7. 0,5 Molar Tris-Baz Cozeltisi, pH:6,8

Tris-baz (C4H1:NO3) 30,25 gr
dH20 500 mi
Toplam 500 ml

Hassas tarti ile tartilan Tris-baz 500 ml'lik erlen icerisine alinarak 500ml dH.O da

coziilerek pH ayar1 yapilir. Cozelti oda sicakliginda muhafaza edilir.

Tablo 8. Hiicre Lizis Tamponu (CLB)

M-PER™ Mammalian Protein Extraction 10,0 ml
Regent
Roche® PhosSTOP fosfataz inhibit6r 1 tablet
kokteyli
Roche® proteaz inhibitor kokteyli 1 tablet
Toplam 10 mi




Hazirlanan ¢ozelti +4°C de muhafaza edilir.

Tablo 9. 5X Laemmli Tamponu

1,5 M Tris-Cl ¢0Ozeltisi (pH 6,8) 2,0 ml
%1 (w/v) bromofenol mavisi 0,5ml
Gliserol 5,0 mi
R-merkaptoetanol 2,5 ml
SDS, NaCi2H25S04 2,0 gr
Toplam 10 mi
Hazirlanan Laemmli tamponu -20°C'de muhafaza edilir.

Tablo 10. %10(w/v) Sodyum Dodesil Sulfat (SDS) Cozeltisi
SDS, NaCi2H25504 10,0 gr
dH20 100 ml




Toplam 100 ml

Hazirlanan SDS ¢o6zeltisi oda sicakliginda muhafaza edilir.

Tablo 11. %30 (v/v) Akrilamid/Bisakrilamid Cozeltisi

Akrilamid (C3HsNO) 29,2 gr
Bis-Akrilamid (C7H10N20>) 0,8 gr
dH20 100 mi

Toplam 100 ml

Hazirlanan akrilamid/bisakrilamid ¢6zeltisi +4°C de muhafaza edilir.

Tablo 12. %10 (w/v) Amonyum Persulfat (APS)

Amonyum persiilfat ((NH4)2S20s) 1,0 gr

dH20 10 ml




Toplam

10 mi

Hazirlamam APS ¢ozeltisi -20°Cde muhafaza edilir.

Tablo 13. %12 (v/v) Poliakrilamid Jel

Alt jel

Ust jel

dH20

3,4 ml

3,075 ml

Tris-baz ¢ozeltisi

2,5ml (1,5 M, pH 8,8)

1,125 ml (0,5 M, pH 6,8)

%10 (W/v) SDS 0,1 ml 0,05 ml
%30 (V/V) 4,0 ml 0,67 ml
Akrilamid/Bisakrilamid
%10 (w/v) APS 0,05 ml 0,025 ml
TEMED 0,005 ml 0,005 ml




Tablo 14. 10X Yuritme Tamponu, pH:8,3

Tris-baz (C4H1:NO3) 30,3 gr
Glisin (C2HsNO») 144,0 gr
SDS, NaCi12H25S04 10,0 gr
dH20 1000 ml
Toplam 1L

Tris-baz ve glisin hassas tarti ile tartilarak balon joje igerisinde dH2O ile ¢ozuliir ve
pH ayar1 yapilir. Daha sonra SDS ilave edilir ve 1 L’ye tamamlanir. Cozelti oda

sicakliginda muhafaza edilir. 1X olarak kullanilir.

Tablo 15. 10X Transfer Tamponu, pH:8,3

Tris-baz (C4H11NOs) 30,3 gr

Glisin (C2HsNO2) 144.,0 gr

dH20 1000 ml




Toplam 1L

Tris-baz ve glisin hassas tart1 ile tartilarak balon joje icerisinde dH20 ile ¢ozllir ve
pH ayar1 yapilir. 1 L’ye tamamlanir. Cozelti oda sicaklifinda muhafaza edilir. 1X

olarak kullanilir. %20 metanol icerir.

Tablo 16. 10X Tris Tampon Cozeltisi (TBS), pH: 7,6

Tris-baz (C4H1:NO3) 12,11 gr

NaCl 86,6 gr

dH20 1000 ml
Toplam 1L

Tris-baz ve glisin hassas tart1 ile tartilarak balon joje igerisinde dH>O ile ¢ozulir ve
pH ayar1 yapilir. 1 L’ye tamamlanir. Cozelti oda sicakliginda muhafaza edilir. 1X
olarak kullanilir. TBS-Tween ¢ozeltisi i¢in 1X TBS igerisine 1:1000 (v/v) oraninda

Tween ilave edilir.

Tablo 17. %5 (w/v) Sut Cozeltisi




Yagsiz sut tozu 2,59r

1X TBS-Tween ¢ozeltisi 50 mi

Toplam 50 ml

Hazirlanan siit ¢6zeltisi -20°C de muhafaza edilir.

Tablo 18. Bradford Cozeltisi

Coomassie mavisi (C47HsoN307Sy) 25,0 gr
%95 (v/v) C2HsOH 12,5¢gr

%85 (v/v) CHsCOOH 25,0 ml
dH20 212,5 mi

Toplam 250 ml

Hazirlanan siit ¢ozeltisi +4°C de muhafaza edilir.




Tablo 19. 1M Tris-Baz Cozeltisi, pH: 8,5

Tris-baz (C4H1:NO3) 60,5 gr
dH20 500 mi
Toplam 500 ml

Hazirlanan ¢6zelti oda sicakliinda muhafaza edilir.

Tablo 20. Kumarik Asit Cozeltisi

p-Coumaric asit (CoHsOs) 0,15 gr
DMSO, (CHs)2SO 10 ml
Toplam 10 mi

Hazirlanan ¢6zelti +4°C de muhafaza edilir.

Tablo 21. Luminol Cozeltisi




Luminol (CsH7N303) 0,44 gr

DMSO, (CHz3).SO 10 mi

Toplam 10 mi

Hazirlanan ¢6zelti -20°Cde muhafaza edilir.

Tablo 22. Kemiluminesans Cozeltisi

Kemiluminesans A Miktar Kemiluminesans B Miktar
Cozeltisi Cozeltisi
dH>0 9,0 ml dH20 9,0 ml
1 M Tris-baz 1,0 mi 1 M Tris-baz 1,0 mi
cozeltisi, pH 8,5 cozeltisi, pH 8,5
Kumarik asit 45,0 ul H20; 6,0 pl
cozeltisi
Luminol ¢Ozeltisi 100,0 pl




Hazirlanan A ve B ¢ozeltisi karanlik ortamda karistirilarak kullanilir.

Tablo 23. PBS/BSA Cozeltisi

BSA 0,5¢r
1X PBS ¢ozeltisi 50 mi
Toplam 50 ml

Hazirlanan ¢ozelti +4°C de muhafaza edilir.

Tablo 24. Blok Cozeltisi

BSA 0,59r
%10 (w/v) SDS c¢ozeltisi 2,5 ml
1X PBS cozeltisi 50 ml

Toplam 50 ml




Hazirlanan ¢ozelti +4°C de muhafaza edilir.

EK E: Antikorlar

Tablo 25. Calismada kullanilan antikorlar

Adi Katalog No Firma Ad1

Bim 2933 Cell Signaling Technology

Bax 610982 BD Biosciences
Bid Cell Signaling Technology
p-RB Cell Signaling Technology
AMPK Cell Signaling Technology
p-AMPK (Thr172) 2535 Cell Signaling Technology
kesilmis PARP 5625 Cell Signaling Technology
GAPDH Cell Signaling Technology




Akt 4691 Cell Signaling Technology
p-akt (Ser473) 4060 Cell Signaling Technology
acc Cell Signaling Technology
p-acc Cell Signaling Technology
FASN Cell Signaling Technology
mTOR 2983 Cell Signaling Technology
p-mTOR Cell Signaling Technology
AMPK o2 5832 Cell Signaling Technology
CDK4 12790 Cell Signaling Technology
CDKG6 13331 Cell Signaling Technology
siklin D1 Cell Signaling Technology
PI3K Cell Signaling Technology




p70S6 kinaz 611261 BD Biosciences

ATGS 12994 Cell Signaling Technology
ATG12 4180 Cell Signaling Technology
Bcl-2 15071 Cell Signaling Technology
Beclinl 3495 Cell Signaling Technology
CHOP 2895 Cell Signaling Technology

BIP Cell Signaling Technology
ATF4 Cell Signaling Technology
ATF6 Cell Signaling Technology
PERK Cell Signaling Technology
IREla Cell Signaling Technology
BAK Cell Signaling Technology




PARP Cell Signaling Technology
KASPAZ 3 9661 Cell Signaling Technology
KASPAZ 7 Cell Signaling Technology
KASPAZ 9 9505 Cell Signaling Technology

GAPDH 8884 Cell Signaling Technology
AKTIN 12620 Cell Signaling Technology
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