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1. GiRiS

Malign melanoma dinyada go6rilme sikligi agisindan
kadinlarda altinci, erkeklerde beginci sirada goérulen, hem gorilme sikhgi
hem de o&lim orani gun gectikge artan bir deri kanseridir. Diger
kanserlerde oldugu gibi malign melanoma gelisimi, metastazinda ve
apoptozunda birgok sinyal yolagl gérev almaktadir. Malign melanomanin
proliferatif ve apoptotik mekanizmasinin aydinlatiimasi, tani ve tedavi
hedeflerinin belirlenmesi, tedavi sonrasinda hastaliksiz sagkalim igin

oldukca 6nemlidir.

Malign melanomada hicre dongusunun duzenlenmesi ve
hidcrenin  ¢ogalmasiyla iligskilendirilen pek ¢ok molekuler kusur
tanimlanmigtir. Malign melanoma gelisimine Ozellikle CDK4-6/Siklin D

inhibisyonunu gerceklestiren CDKN2A gen bélgesi rini p16™<“A

delesyonu veya sessizlesmesinin neden oldugu bilinmektedir. p16™<*/
CDK/Rb/E2F yolagi, hicre dongusunun G1 ve S fazi boyunca ilerleyisini

dizenler. p16™<A

fonksiyonunun kaybi  retinoblastomanin  (Rb)
hiperfosforilasyon ile inaktiflesmesine sebep olur ve bu durum hicre
doéngusunin kontrolsiz ¢odalmasi ile sonuglanir ve timoér olusumunu

tetikler.

Calismamizda p16™“* mutant B16F10 fare malign
melanoma hticre hattinda ve melanoma olusturulmus C57BL6 irki farelere
siklin  bagimh  kinaz inhibitér  flavoridol uygulamayi planladik.
P16™***/CDK/Rb/E2F yolagindaki siklin bagimli kinazlari inhibe ederek
apoptotik degisimleri Bcl2l11 ve kaspaz 3'U mRNA seviyesinde ve kaspaz
3/7, kaspaz 9'u, Bcl-2 ve hlcre proliferasyonunda goérev alan PCNA'yi
(proliferating cell nuclear antigen) protein diuzeyinde degerlendirerek

flavopiridolin apoptotik ve inhibisyon mekanizmasina etkisini arastirmayi
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hedefledik. B16F10 hucrelerine flavopiridol, oksaliplatin ve es zamanli
kombinasyonlari  verilerek hlicre canlihdr Uzerine olan etkileri
degerlendiriimigtir. Calismamiz flavopiridolin melanoma olusturulmus
farelerde apoptotik etkilerinin arastirilmasiyla ilgili sonraki ¢alismalara 11k

tutabilecek ilk calisma niteligindedir.



2. GENEL BIiLGILER

Kanser, normal hicresel davraniglari kontrol eden
mekanizmalarin  bozulmasi sonucu olustugundan sinyal yolaklari
molekuler ve hucresel duzeyde anlasilmasi gereken bir hastaliktir. Kanser
hlcrelerinin buylme ve g¢ogalma kontrollerindeki kayip, hicre kontrol
sistemlerindeki birikmis anormalliklerin sonucudur. Kontrolsiiz sekilde
cogalan hicre kiimeleri timér olarak adlandirilir. Iyi huylu (benign) timér
(6rnegin bir deri sigili) koken aldigi yerde hapsedilmis olup ne cevre
dokuya ne de vilcudun diger taraflarina yayillmaz. Fakat kotl huylu
(malign) timoér, hem c¢evre dokuya hem de dolagim veya lenf sistemi ile
vicudun diger bolgelerine yayilir (metastaz). Genelde yalnizca kétlu huylu
tumorler kanser olarak tanimlanir. Koétu ve iyi huylu timorler orijin aldiklari
hicre tipine gdére siniflandirilirlar. insan kanserlerinin yaklasik %90’1ni

olusturan karsinomalar, epitel hiicrelerin malignansileridir’.

Malign melanoma; deri, goz, i¢ kulagin mukozal epiteli ve
beyin zarlari da dahil melanositlerin oldugu herhangi bir dokuda geligebilir.
insanlarda, melanositler, ndéroektodermin ilk taslagindan néral éncl
hlcrelerden kdken alirlar ve embriyonik yasamda melanositlerin dnculleri
olan melanoblastlar epidermisin bazal hicre tabakasina ve daha az

siklikla da dermis ve subkutan yag§ tabakasina goc¢ ederler?.

21. Malign Melanoma

2.1.1. Epidemiyoloji

Melanoma dinyada gorilme sikligi agisindan, erkeklerde
besinci, kadinlarda altinci sirada gorulen bir kanserdir. Melanoma gelisimi
icin erkeklerde risk yasi 39, kadinlarda ise 58’dir ve beyaz irk erkekleri en

yuksek riske sahiptir. Melanoma deri kanserleri arasinda yalnizca % 5
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oraninda gorulmesine ragmen, deri kanseri Olumlerinin gogundan
sorumludur®. Melanoma erkekler arasinda herhangi bir kanserin gériilme
sikhgindan daha hizli artis gostermektedir ve kadinlar arasinda ise
gorilme sikligindaki artis bakimindan ikinci sirada yer almaktadir®. Jemal
ve arkadaslari tarafindan 2012 yilinda yayinlanan Amerika kanser
istatistiklerine gore her iki cinsiyet i¢in tahmini 76,250 melanoma vakasi
gorilmustar ve buna bagh olarak da yaklasik 9180'i odlumle
sonuglanmistir’.  Malign  melanomanin  gérilme  sikligi  beyaz
populasyonlarda daha fazladir®. Tirkiye'de kanser tirleri arasinda,
kadinlarda ve erkeklerde gorulme sikligi agisindan onbirinci sirada gorulen

kanser turtdur’.

2.1.2. Melanomanin Etiyoloijisi

Clark modeli normal melanositten malign melanomanin

gelisimine eslik eden histolojik degisiklikleri tanimlar®.

Clark modelinde, melanositlerdeki ilk fenotipik degisiklik iyi
huylu benlerin gelisimidir. Atipik melanositler epidermiste bulunur. BRAF
mutasyonu ve MAPK vyolaginin aktivasyonu bu basamakta basladigi
gosterilmistir. BRAF mutasyonlari benign bende, primer ve metastatik
melanomalarda ayni siklikla gorular. Hucrelerdeki buylimenin kontrolU
bozulmustur ve ben gelisimi hentz sinirhdir, ¢ok nadiren kansere

donusur®.

Clark modelinin énerdigi diger basamak, 6nceden var olan
benlerden ya da yeni lezyonlardan gelisebilen displastik bende sitolojik
atipi gelisimidir. Atipik melanositler papiller dermise inmistir, ancak
retikiler dermise inmemistir. Gelisimin bu basamagindaki molekuler

degdisimler, hicre dlumune yatkinligi, DNA tamirini ve hicre blyumesini



etkiler. Bir tumor baskilayici gen olan PTEN (fosfataz ve tensin homologu)

mutasyonla inaktive olur®.

Clark modelinin diger bir basamagi olan radyal buyume
fazinda atipik melanositler papiller dermisi doldurmus retikller dermise
gecmis ancak buraya retikiller dermise yayllmamislardir®. Normal
melanositlerle karsilastirildigr zaman, AKT’nin (yeni tanimi Protein kinaz B
ya da PKB) aktif formunun artan seviyesi radyal blyume fazinda

bulunabilir™®.

Clark modelinde, invaziv karakterler, atipik melanositler
retikiler dermise inmis ve burayl doldurarak yayilmislardir. Melanoma
hicreleri sadece bazal membrani patlattigi zaman vertikal blylime fazinda
goriliirler, ayrica genisleyen nodill olarak intradermal biyirler'. Vertikal
buyime fazinda melanomanin radyal buyume fazindan vertikal buyume

fazina gelisiminde E-kaderin kaybi ve N-kaderinin ekspresyonu goriliir"

(Sekil 1).

Clark modelinin son basamagi olan metastatik melanomada,
atipik melanositler subkutan yad dokusuna ulagsmiglardir, stromanin
etrafina dogru go¢ ederek, kan damarlarina gecgerler ve lenfatikler uzak bir

bdlgede timér olustururlar'?.



Benign Displastik Radyal Vertikal Metastatik
Ben Ben Blyime Fazi Buylme Fazi Melanoma

Epidermis

Baza
Membran

Dermis

BRAF
Mutasyonlari

CDKN2A Kaybi
PTEN Kaybi

Molekuler
Lezyonlar

CD1 Artisi

E-kaderin kaybi
N-kaderin ifadelenmesi

Sekil 1. Melanoma gelisiminde evreleme ve genetik de§1i§imler13

2.1.3. Malign Melanoma Kanserlerin Histolojik
Siniflandiriimasi

Malign melanoma Wallace Clark ve arkadaslari® tarafindan

1- Yuzeyel Yayilan Malign Melanoma,
2- Lentigo Malign Melanoma
3- Noduler Malign Melanoma olarak siniflandiriimistir.

Sonrasinda Dr. Richard Reed”,

4- Akral lentigindz malign melanomayi tanimlamistir.



Yuzeyel yayillan malign melanoma % 50-75, noduler malign
melanoma % 15-35, lentigo malign melanoma % 5-15 ve akral lentigo

malign melanoma % 5-10 siklikla gériilmektedir™®.

2.1.4. B16F10 Fare Melanoma Hiicre Hatt

B16F10 hucreleri, fare melanoma hattt olan B16F0’in
metastatik bir klonudur’®. Melnikova ve arkadaslarinin yaptigi bir
¢alismada bu hicre hattindaki genetik degisimler incelenmistir. Buna gore:
INKAA/ARF lokusunda ekzon 1a, ekzon 18 ve ekzon 2'deki
delesyonlardan otirii p16™“* ve P19°%F proteinin ekspresyonunun
olmadigi; PTEN ekspresyonunun kaybinin bu hicre hattinda bulunmadigi;
p53, BRAF ve ras bakimindan gen mutasyonlari degerlendirildiginde bu
hicre hattinin yabanil tipte, Mdm2 protein ekspresyonunun az oldugu ve
ras-MEK1-ERK1/2 MAPK sinyal yoladinin duguk seviyede c¢aligtigi
gbzlenmistir. Calismada p16™*V/P19°RF 153 ve ras-MAPK yolaklarindaki
genetik degisimlerin fare melanoma gelisiminde beraber calistiklari

gosterilmektedir'’.

2.1.5. Malign Melanoma Kanserinde Molekuler Mekanizma

Melanoma igin en guclu risk faktérG melanomanin aile
hikayesi, coklu benign ve atipik bendir. immin baskilama, giines
hassasiyeti ve ultraviyole radyasyona maruziyet de diger risk faktorleridir.
Bu risk faktorlerinin her birinden, genetik yatkinlik ya da melanomanin
genetigine katkisi olan ¢evresel etkenler sorumludur. Malign melanomada
gen kazanimi, kaybi, amplifikasyonlari, ifadede artis veya azalisa neden
olan mutasyonlar ve protein fonksiyonunda degisiklige neden olan
mutasyonlar gibi hidcre dongusunun dizenlenmesi ve hicrenin

cogalmasiyla iliskilendirilen pek cok molekiler kusur tanimlanmistir'®.



Melanomada ve diger kanserlerde siklikla homozigot
delesyonlarla etkilenen kromozom 10’'daki PTEN bélgesidir®'®. PTEN
kaybi malign melanoma timdrogenezinde rol oynamaktadir. PTEN gen
arindndn delesyonu ya da mutasyonu malign melanomada %5-20

oraninda gorilmektedir'®.

Melanomanin fare modellerinde, CDKN2A ya da PTEN’den
birinin mutasyonunun melanomaya neden oldugu gosterilmistir. Ancak
birbiri ile ya da diger genlerdeki mutasyonlarla® kombine edildiginde de
melanoma gelisebilmektedir. CDKN2A ya da PTEN’in mutasyonu
melanomanin geligsim yolunda sadece molekuler bir basamaktir. Ancak bu

mutasyonlarin ne zaman goruldagi tam olarak agik degildir.

Melanosit  farklilasmasinin  normal slrecinde, hicre
dongusini tamamlamaya ve pigment Uretimi igin gerekli proteinleri
kodlayan genlerin ekspresyonuna gereksinim vardir. Melanomada bu iki
sure¢ bozulmustur. Yetiskinlerde MITF, melanositlerin geligsimini ve
farklilasmasini?’ ve melanosit 6énciil hiicrelerin devamhiligini diizenler®*?,
MITF, anahtar antiapoptotik faktdr Bcl-2 geninin ekspresyonunu artirarak
melanosit sagkaliminda payi oldugu gézlenmektedir®. Melanoma hiicre
hatlarinda, ayrica Bcl-2 proteinindeki azalma hicre 6limine neden olur.
Bu durum malign melanositlerin Bcl-2’ye badimhi bir sagkaliminin

oldugunu géstermektedir?®>%.

Molekuler seviyede, mitojen aktive edici protein kinaz
(MAPK) sinyal yolaginin anormal aktivasyonu, melanoma hucrelerinde
bilylimeyi uyarir’’. Bu yolagin aktivasyonu melanomalarin yaklasik %15’i
ile iliskili olan NRAS’In ya da melanomalarin yaklasik %50’si ile iligkili olan

BRAF’In somatik mutasyonu ile sonuglanir. Ikisinden birinin gérildigi bu



mutasyonlar, ERK-MAPK vyolaginda serin-treonin kinazlarin devamili

aktivasyonuna neden olurlar?®®?%°.

MEK yolagi NRAS ya da BRAF’tan birinin mutasyonu ile
aktive edilir ve NRAS mutasyonu hem MEK hem de PTEN yolaklarini
aktive edebilir. Benzer olarak, tek yolaktaki p16™**, CDK4 ve siklin D1
fonksiyonu hiicre déngiisiinii etkiler; p16™<**nin mutasyonu siklin D1 ya

da CDK4'iin mutasyonu ile benzer sonuglanir’®®%-31,

2.1.5.1. Apoptoz

Gelismis organizmalarda gereksinim duyulmayan ve/veya
fonksiyonu bozulan hucrelerin g¢evreye zarar vermeden kontrolli ve
programli 8limii apoptoz olarak tanimlanir®. ilk defa 1972 yilinda Kerr ve
arkadaslar tarafindan tanimlanan apoptoz, birgok fizyolojik ve patolojik

33-34

suregte yer almaktadir Apoptozun  kontroliindeki bozukluklar

karsinogenezde énemli rol oynamaktadir®.

Apoptotik sinyal, dis yolak olarak da bilinen, plazma
membran reseptorleri araciligi ile hucrenin disindan ya da i¢ veya
mitokondriyal yolak olarak da bilinen hicrenin icinden kdken alan stres
nedeniyle baslatilabilir’®*”. Dis apoptotik yolak dogrudan sistein aspartik
proteazlar olan kaspazlarin aktivasyonunu tetikledigi zaman TNFa ya da
CD95L/FASL gibi proapoptotik ligandlarin 6lim reseptor sinyallerini

tetiklemesiyle iliskilidir®®.

Apoptoz pek c¢ok gen tarafindan kontrol edilmektedir.
Bunlardan biri de anti-apoptotik gen olan Bcl-2 genidir®®. Bcl-2, hiicreleri

apoptozdan korudugu belirlenen ik gendir®. ic ve dis yolaklar



birbirlerinden farkli olmasina ragmen, dis yolagin i¢ yolak boyunca
apoptozu uyarmasi ya da tersi gibi birbirine karisan durumlar s6z konusu
olabilmektedir. Bu durumda Bcl-2 ailesi hicre kaderinin belirlenmesinde
onemli kontrol noktasini olusturur. Bcl-2 anti-apoptotik etkisini
mitokondriden sitokrom-c salinmasini ve buna bagli olarak efektor
kaspazlarin aktivasyonunu onleyerek gosterir®®. Kaspazlar, ic ve dis
apoptotik yolaklarin temel biyokimyasal efektorleridirler ve kirilma ile aktive
olurlar. Monomerik apoptotik proteaz aktive edici faktor 1 (APAF1)
sitokrom ¢ ve dATP ile birlikte apoptozumu olugturur. Bu yapi, oligomerik
kaspaz aktivasyon platformudur®’*2. Apoptozom, sonrasinda prokaspaz 3-
6 ve 7’nin fonksiyonunu saglayan pro-kaspaz-9’u aktive etmekle goérevlidir.
Mitokondriyal yolaktaki bu durum bazen geri donugu olmayan nokta olarak
bilinir. Apoptozun son fazi i¢ ve dis iki apoptotik yolagi da paylasan kaspaz

3 gibi sonlandirici kaspazlarin aktivasyonu ile gergeklesir®’ (Sekil 2).

Apoptotik uyari

BID,BM 7@

B

SMAC/DIABLO|  Sitokrom c/dATP

'
APAF1

|

Kaspaz-9

—
—
Hiicresel hedef

|

Apoptoz

Sekil 2. Mitokondriyel Apoptotik yolak*?
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Antikanser ilaglar ve UV gibi kesin apoptotik uyaranlara yanit
olarak kaspaz 9'un aktivasyonu genellikle hasarli mitokondriden sitokrom
cnin salinimi ile tetiklenir**. Bcl-2 seviyelerindeki azalma hiicreleri
apoptoza goéturarken, artigi ise hucreleri 6limden korumaktadir. Ayrica
melanoma hucre soylari ile normal melanositler arasinda Bcl-2 seviyeleri

arasinda bir fark olmadigini gdsteren calismalarda vardir®>2°.

2.1.5.2. CDKNZ2A Gen Bolgesi

CDKN2A lokusu, 9p21 kromozom bdlgesi Uzerindedir ve
melanoma da dahil birgok kanserde delesyona veya mutasyona
ugramistir*®*’. Bu bélgede CDKN2A lokusu melanomada potansiyel timér

baskilayici gen olarak tanimlanmistir®’.

CDKN2A lokusunun gen yapisi ¢ok farklidir. iki oértisen
ancak tamamen farkli protein olan p16™“** ve p14*"F (p19°%F) (insan
p14’Gn fare homologu olan p19'dur)’yi kodlar. Yapi olarak farkli olmalarina
karsin, bu genlerin protein UrGnleri hiicre dongusunun ilerleyisini de negatif
sekilde duzenleyerek timor baskilayici gorevini Ustlenirler. Major tumor
baskilayici 1 ve siklin bagimli kinaz inhibitori 2a (CDKNZ2A) olarak da
bilinen siklin bagimli kinaz 4a (p16™**)nin inhibitériiniin molekiiler agirhg
16 kilodaltondur*®.

P16™K* proteini retinoblastoma (Rb) yolagini ve p14°%F
proteini p53 yolagini dizenler ve bu yolaklar hicre doéngusinde fren
gorevi gorirler. P16™<*A siklin D/CDK4-6 kompleksine baglanarak bu
kompleksi inhibe eder. Bdylece Rb fosforillenmesini onleyerek, hicre
doénglisiinin durmasina neden olur. P16™¢** fonksiyonunun kaybi

hiperfosforilasyon araciligiyla Rb inaktivasyonunun uyarilmasina neden

11



olur, bu da hiicre déngisiiniin kontrolsiiz ilerleyisi ile sonuclanir®.
Mdm2'yi inhibe eden p14°fF, p53’in ubikitinasyonu ve sonrasinda
degradasyonunu saglar. Bunun sonucunda, p14*"" kaybi p53'( inaktive
eder™ (Sekil 3).

/,p161nk4a —| SikinD — Rb
Inkda-Arf (DK

N1 — gy —1 93

Sekil 3. p16™KA proteini retinoblastoma (Rb) yolagini ve p14ARF proteini p53
yolagini diizenler®

P16™**nin mutasyonu ailesel melanomada yaygin sekilde
kalitsal yatkinligin nedeni olarak bilinir*?, p16™“* mutasyonunun orani

yaklasik %10 ila %40 arasindadir. Sporadik hastaliklarda nadir goriliir’>.

2.1.5.3. P16N*/CDK/Rb/E2F ve Apoptoz

Hucre donglsu kontrolinden kagmak, kanser olusumunda
onemli bir o6zelliktir. Hicre doéngusunin her evresi 6zel CDK-siklin
komplekslerinin  kontrolundedir. CDK4-6/siklin D kompleksi hucre
dongusunin G1 evresi boyunca ilerleyisini diuzenler. CDK2-Siklin E ise

hiicre déngiisiinin G1/S evre gegcisini diizenlemektedir®.

G1 kontrol noktasini yoneten siklin bagimli kinazlarin

diizensizligi timodr olusumu siresince gorilebilir>®. P16™“*  geni

12



olmayan farelerle yapilan bir c¢alismada, tUmor olusumunda, hucre

dongiisiiniin erken G1 evresinin kritik rolii gdsterilmistir®®.

Retinoblastoma ailesi proteinleri hucre déongusunun 6nemli
anahtaridir. G1 fazi siresince CDK4 ve/lya da CDK6 komplekslerince ve
G1/S interfazda CDK2 tarafindan Rb fosforilasyonundan sonra, Rb
inaktive olur ve Rb’nin inaktivasyonu E2F proteinlerinin serbest kalmasina
neden olur ve S evresiyle ilgili genlerin transkripsiyonuna izin verir. Rb bu
gegiste ve DNA sentezinin gerceklestigi S evresinin ilerleyisinde kontrol

noktasi olarak degerlendirilebilir’**"°® (Sekil 4).

Rb ve p16 yolaklari

CDK4-6/Siklin D
CDK2/Siklin E
/ N\ ST
PRb —I E2F
>

Hucre ¢cogalmasi

Hicre dongusunin
durmasi

Sekil 4. pRB ve P16™***yolagi®
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E2F ailesi Uyelerinden vyalnizca E2F1'in apoptoza

yonlendirebildigi gdsterilmistir. E2F 1 (i¢ yolla apoptozu uyarabilmektedir®® :

Antiapoptotik sinyalin inhibisyonu : Hucrede iki énemli apoptotik
yolak mitokondriyal ve 8lim reseptér yolagi olarak bilinir®®>". E2F1

apoptozu bu yolaklari kullanarak uyarabilmektedir.

P53 homologu olan p73 aracili apoptoz : E2F1 dogrudan p53’Un
etkiledigi hedef genlerin ve apoptozun aktivasyonunu uyaran
p73’Un transkripsiyonunu aktive eder. Bu yolla p53’ten bagimsiz

olarak apoptoz gerceklesmektedir®.

P53 bagimli apoptoz : Bu yolakta Mdm2yi inhibe eden 14"%Fnin,
p53’U ubikitinlemesi, sonrasinda da degradasyonunu saglar. Bu

yolla p53 stabilizasyonu saglanir, 14*~F kaybi p53’(i inaktive eder.

B16F10 fare malign melanoma hiicre hattimiz gibi 14°%F

kaybi olan diger bazi hiicrelerde yapilan calismalarda, 14*R" kaybinin

E2F1 aracili apoptozu artirdig1 gosterilmistir

61-62

Frukawa ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, E2F1’in

APAF1’in aktivasyonunu artirarak, kaspaz 9'un aktivasyona neden oldugu

ve kaspaz 9Qun ise kaspaz 3/7’nin aktivasyonunu mitokondriyal hasar

olmadan baslatabildigi gézlenmistir®.

B16 metastatik melanoma hicre hattiyla yapilan bir

calismada da Rb fosforilasyonunun ve kaspaz 3/7 aktivitesinin artmasiyla

apoptozun olustugu gdzlenmistir®.
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P16™ ** mutant ve yabanil tip melanoma hiicre hatlarinda
apoptoza giderken bu hicre hatlarinda normal hicre déngusu kontrol
yolagindaki Rb, E2F ve antiapoptotik Bcl-2 ifadelenmesinin azaldigi

gosterilmistir®®.

PCNA (proliferating cell nuclear antigen), DNA sentezini
katalizleyen, DNA tamirinde yer alan DNA polimeraz delta’nin
kofaktorudur. Sentezi, hicre siklusunun ge¢ G1evresinde baslayarak orta-
gec S evresinde en yilksek degere ulasmaktadir®®. Mason ve arkadaslari
melanoma hucre hatlarinda, E2F1’in ve hicre proliferasyon belirteci olan
PCNA’nin azalan ekspresyonu ve Rb defosforilasyonu nedeniyle hicre

doéngiisiiniin durdugunu gdstermistir®’.

CDKN2A, melanomada siklikla delesyona ugramistir. Bu
delesyon melanoma proliferasyonunda CDK2 ve CDK4 gibi siklin bagiml
kinazlarin rolu ile kombinasyonu sonucunda p16/CDK/Rb/E2F yolagi
terapétik uygulamalar icin hedef olabilir®®. Diizensiz CDK aktivitesi malign
hlcrelerde siklikla gorulir ve CDK’larin inhibisyonu hicre déngusunun

55-56,69

durmasina ve sonrasinda apoptoza sebep olmaktadir Bu tar

bulgular, flavopiridol gibi CDK inhibisyonuna yonelik yeni ajanlarin

uretiimesine neden olmustur.

2.2. Flavopiridol (Alvocidib)

Flavopiridol, Hindistan’a &6zgu bir bitkiden (Dysoxylum

ninectariferum) elde edilen yari-sentetik bir flavonoiddir’ (Sekil 5).
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Sekil 5: Flavopiridol

Flavopiridol’in, hicre déngusunin G1/S ya da G2/M
arafazinda; CDK2, CDK4 ve CDKG6 gibi siklin badimli kinazlari inhibe
ederek, in vitro, hlcre dongusunin ilerleyisini engelleyerek hicre

biyiimesini  durdurdugu  gdsterilmistir’™"2.

Flavopiridol, nanomolar
konsantrasyonlarda butun CDK’lari inhibe ederek, bir¢cok sinyal yolagi
araciligiyla hem hicre dongusinin durmasina hem de apoptoza neden
olmaktadir. Ayrica anjiyogenezin inhibisyonuna neden oldugu da

gosterilmistir™®27°,

Flavopiridol hicre doéngusinin durmasini en az U¢ yolla
tetikler™"" (Sekil 6):

1) Flavopiridol, hicre dongusunun ilerleyisini engelleyen bir
CDK inhibitérudir™®. CDK’larin inhibisyonu ile E2F salinir ve apoptoza

74-78

gidilir

2) Flavopiridol, CDK7 ve CDK9 fonksiyonunu engelleyerek

RNA polimeraz Il proteininin aktivasyonunu énler™.

3) CDK’larin dogrudan inhibisyonuna ek olarak, flavopiridol

bir ¢ok insan tumdrinde fazla ifade edilen siklin D1’in dizeyinde azalmaya
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neden olur. Siklin D1’in ifadesinin azalmasi, CDK aktivitesinin kaybini

tetikledigi gosterilmistir®

CDK7 RNA polimerazin

CDK8 _—> transkripsiyon

/\ CDK9 / fakiorleri
Siklin D I I

Flavopridol ,‘ pRB c-Jun, ATF-2

\

Transkripsiyonlar

/
| MDM2 = p53 mm— 521 (WAF1)
CDK4/S|kI|n D - Siklin (D, G)
_|

CDKB/Siklin D se— - MDM-2 '
(G1 Fazi) - Bax, Bcl-XL
Siklin D D —— Bcl-2
Transkripsiyonun
@ PRB ‘ inhibisyonu

— P16 —

E2F @
CDK2/Siklin E «
\ Flavopridol —| CDK2/Siklin A [ ¢
¥/ (S Faz) GG ——>  Metabolizasyon

Sekil 6. Flavopiridoliin etki mekanizmasi™

Flavopiridoltn in vitro ve in vivo birgok hlcre hattinda etkili

T1-T3 717881 - Ayrica flavopiridoliin ¢ gastrik ve renal

82-85

oldugu goézlenmistir

kanserlerde faz | ve faz Il denemeleri bulunmaktadir

Melanoma hicre hatlariyla yapilan calismalarda
flavopiridolin hicre doéngusunin ilerleyisini inhibe ettigi ve apoptozu

tetikledigi gdsterilmistir® .

Flavopiridolin preklinik ve klinik olarak diger ilaglarla
kombine uygulamalari bulunmaktadir®>®"%8_ Kolon kanser hiicre hattinda
oksaliplatin ve flavopiridol birlikte verildiginde antiproliferatif etkinligin
artirildigi gésterilmistir®’
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2.3. Oksaliplatin (Eloksantin)

Platin grubu ajanlarin sitotoksik 6zelliklerinden dolayr DNA
hasari olusur®®. Sitotoksik ajanlara maruz kalindiginda olusan DNA hasari
nedeniyle, siklin bagimli kinaz (CDK) aktivitesini inhibe eden kontrol
noktasi proteinlerinin aktivasyonu ile o6zellikle G1/S velveya G2/M

gecisinde hiicre déngiisii durdurulur®®'.

Klinikte kullanilan platin kompleksi bir bilesik olan
oksaliplatin, sisplatin yapisindan ayrilan ligand olan klor atomlarinin yerine

oksalat ligandinin gegmesi ile olusan platin kompleksidir®® (Sekil 7).

Sekil 7. Oksaliplatin ve Sisplatin

Oksaliplatin, sisplatine karsi diren¢g godsteren kanser

tirlerinde etkilidir®.

Oksaliplatin tek ajan olarak, klinikte bir ¢ok solid timérde
antitimor etki gostermistir ve ayrica ldkoverin ve 5FU ile FOLFOX
uygulamasinin bir pargasi olarak metastatik kolon kanserinin tedavisinde

kullanilimaktadir®™. Faz | calismasi olarak, flavopiridoliin FOLFOX'un
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etkisini artirdigi belirlenmistir®*. Melanoma hiicre hatlarinda oksaliplatinin

antiproliferatif etkisi gdsterilmistir™.

Bu tez calismamizin in vitro boliminde B16F10 melanom
hidcre hattinda flavopridol ve oksaliplatinin tek tek ve kombine sekilde
uygulanmasiyla P16™““*/CDK/Rb/E2F sinyal yolagindaki apoptotik
molekdillerdeki degisimleri belirlemeyi hedefledik. in vivo béliimiinde ise
melanom hdcre hattinda enjekte ettigimiz melanoma tumoér modelinde

flavopridolun apoptotik etkilerini ortaya koymaya calistik.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihazlar

Biyoguvenlik kabini (DanLaf, Danimarka)

Karbondioksitli etlv (Sanyo, Japonya)

Floresan atagmanli mikroskop (Olympus BX-50, Japonya)

Hassas terazi (AND-ER-182A, Japonya)

Hybaid PCR-Sprint otomatik 1s1 dongu cihazi (Thermo Scientific, ABD)
Isik mikroskobu (DCM 4000, Leicia, Almanya)

LightCycler Real-Time PCR cihazi (Roche, Almanya)
Spektrofotometre (NanoDrop ND-1000) (Thermo Scientific, ABD)
Mikroplaka ELIZA okuyucu (Spectramax M3, Molecular Devices, ABD)
Sogutmali santrifuj (Hettich Mikro 22 R, Almanya)

pH metre (WTW 422, Almanya)

Hassas terazi (AND-ER-182A, Japonya)

Manyetik karistirici (TMA 2071, Almanya)

Spin vorteks (Biosan, Rusya)

Mikropipetler, 10uL, 100uL, 100uL (Bt10, Bt100, Bt1000 Biohit, CLP,
ABD)

Derin dondurucu, -30°C (Sanyo, Japonya)
Derin dondurucu, -86°C (Sanyo, Japonya)
Buzdolabi (Argelik, Turkiye)

invert Mikroskop (Zeiss, Almanya)
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3.2. Kullanilan Sarf Malzemeleri

e Hiicre iireme flasklari, 25 cm?, 75 cm? ve 175 cm? (Corning, ABD)
e Petriler, 35 mm, 60 mm ve 100 mm (Corning, ABD)

e Hiucre kryo (dondurma) ampdulu (Greiner, Aimanya)

e Kultdr tupleri (Corning, ABD)

e Mikrosantriftj tapleri (CLP, Almanya)

3.3. Besiyeri ve Gozeltilerin Hazirlanisi

3.3.1. % 10’'luk DMEM Besivyerinin Hazirlanisi

e 450 ml DMEM besiyeri igerisine, 50 ml FBS ve 200 mM L-
glutaminden 10ml, 100IU/ml penisilin, 100 ug/ml streptomisin karisimindan
10 ml eklenerek % 10’luk DMEM besiyeri hazirlandi.

3.3.2. Hicre Lizis SolUsyonunun Hazirlanisi

e 10X olarak ticari sekilde satilan hicre lizis solisyonundan

1 ml alarak, 9 ml distile su ile 1X yapildi.

3.3.3. Eenilmetilsulfonilflorid (PMSF)

e Hassas terazide 0,3484 g PMSF tartilarak, 10 ml etanol

icerisinde ¢ozulda.
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3.4. B16F10 Hiicre Hatti

Calismadaki ATCC’den alinan fare melanoma hulcre hatt

olan B16F10 hcreleri kullanildi.

3.5. Kullanilan Kimyasal Maddeler

e Dimetil silfoksit (DMSO) (Ambresco, ABD)

e DMEM besiyeri (HyClone, Thermo, ABD)

e Fetal sigir serumu (FBS) (inaktif) (HyClone, Thermo, ABD)
e Penisilin/Streptomisin (HyClone, Thermo, ABD)

e Glutamin (HyClone, Thermo, ABD)

e Tripsin-EDTA (HyClone, Thermo, ABD)

e Fenilmetilsulfonilflorid (PMSF) (Roche, Almanya)

e Primer (Aktin B, BRAF, Bcl-2, CASP3) (Alfa DNA, Aimanya)
e Etanol (Sigma, ABD)

e Hucre Lizis Solisyonu (Roche, Almanya)

e Flavopiridol (Enzo, USA)

e Fosfat saline buffer (PBS)

e Oksaliplatin (Tocris, USA)

e Universal Probe Library (UPL) Problari (Roche, Almanya)

3.6. Kullanilan Kitler

e High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Aimanya)

e High Pure RNA izolasyon Kiti (Roche, Almanya)
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e TagMan Master Mix (Roche, Aimanya)

e Transcriptor First Strand cDNA Sentez Kiti (Roche, Almanya)
e BCA protein tayin kiti (Thermo, USA)

e Kaspaz 9 Kolorimerik Assay Kit (BioVision, USA)

e Sensolyte Homogeneous AFC Kaspaz 3/7 Assay Kit (Anaspec, USA)

3.7. Yontemler

3.7.1. Hicre Kulturi

B16F10 hucreleri, %10’ luk DMEM besiyerinde %95 nem ve
%5 CO?'li ortamda 37°C’de kulture edilerek ¢ogaltildi.

Hucreler 50 nM, 100 nM, 200 nM, 400 nM, 800 nM, 1600 nM
konsantrasyonlarda olacak sekilde flavopiridol ile 24 ve 48 saat inkube
edildi. Flavopiridol ¢bézlicusu DMSO, kontrol grubu olarak kullanildi ve
kontrol grubu hdcreler ayni sure igin inkiibe edildi. Her bir konsantrasyon

icin 4 ayri kultur yapilarak deney tekrarlandi.

Hucreler 5 uM, 10 yM, 20 uM, 40 uM, 80 uM ve 160 yM
konsantrasyonlarda olacak sekilde oksaliplatin ile 24 ve 48 saat inkube
edildi. Flavopiridol ¢bézlicusu DMSO, kontrol grubu olarak kullanildi ve
kontrol grubu ayni sure igin inktUbe edildi. Her bir konsantrasyon igin 4 ayri

kultar yapilarak deney tekrarlandi.

Belirtilen dozlardaki flavopiridol ve oksaliplatin
uygulamalarindan sonra deney araliklarindan uygun dozlar segilerek
hacreler 50 nM, 100 nM, 200 nM, 400 nM konsantrasyonlarda olacak
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sekilde flavopiridol; 40 uM ve 80 pM olacak sekilde oksaliplatin
kombinasyonu ile 24 ve 48 saat inkube edildi. Flavopiridol kontrol
¢6zlcuslt DMSO, kontrol grubu olarak kullanildi ve kontrol grubu hucreler
ayni sure igin inktibe edildi. B16F10 hicrelerine inkibasyon sonrasinda
flavopiridol ve oksaliplatin kombinasyonunda hucre canhiligi degerlendirildi.

Deney 4 kez tekrar edildi.

3.7.2. Subkutantz Melanoma Model, C57BL6 Irk Farelere
B16F10 Hucre Enjeksiyonu

Deney gruplarinda kullanilan “inbred” C57BL6 1irki fareler
Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlari Yetistrme ve Deneysel
Arastirmalar Merkezi’'nden (GUDAM) saglanmis, (iretim, bakim ve her tirl{i

uygulamalar da buradaki laboratuvarda yapilmigtir (Resim 1-2).

Calismalarda 8 haftalik 25 g erkek fareler kullaniimistir.

3.7.2.1. Hucrelerin Hazirlanmasi ve Farelere Enjeksiyon

C57BL6 irk farelere uygulama zamani dncesi kullanilacak
hiicre hatti olan B16F10 hiicrelerinin Gretimi yapilmistir. ilgili hicre hatti
uygulamaya yetecek miktarda 175 cm?lik flasklarda cogaltildiktan sonra,

hdcrelerin sayimi ve farelere enjeksiyonu yapilmigtir.

Batin uygulamalarda deney hayvanlari kullanim ilkeleri

dikkate alinmistir.
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3.7.2.2. Hiicrelerin Enjeksiyon icin Hazirlanmasi

e Hucrelerin flask ylUzeyini %70-80 doluluk oraninda kaplanmasi

saglandi.

e Tripsin ile hucreler kaldirildi.

e Hucreler 1600 rpm’de 10 dakika santrifuj edildi.

e Hucreler thoma lami ile sayildi.

 Enjekte edilecek hiicreler, 5 x 10° hiicre 200 ml PBS igerisinde olacak

sekilde ependorf tiplerde hazirlandi.

3.7.2.3. Hiicrelerin Farelere Enjeksiyonu

Farelere 50 mg/kg Alfamin (Ketamin) ve 5 mg/kg Alfazyn

anestezik olarak verildi ve sirt bolgeleri traglandi.

Hucreler, her bir farenin deri altina (enseye yakin sirt
bdlgesine ve kuyruga yakin sirt bolgesine) insulin ignesi ile bir bdlge igin 5
x 10° hiicre/ 0,2 ml PBS olacak sekilde enjekte edildi. Uygulama

bdlgesinde enjeksiyon sonrasi baloncuk olusumu gézlendi.
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Resim 1. Fare kuyruklarinin igsaretlenmesi

Resim 2. Farelerin gruplar halinde kafeslenmesi

3.7.2.4. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Tablo 1’de planlanan uygulama gruplari ve hayvan sayilari
gorulmektedir. Baglangigta deney toplam 24 fare olarak planlanmig, ancak

20 fare ile tamamlanmistir.
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Tablo 1. Calisma gruplarn ve denek sayilari

Baslangigtaki denek Deney sonunda
Calisma Gruplari
sayIsl denek sayisi
DMSO 6 6
2,5 mg/kg 6 5
5 mg/kg 6 5
10 mg/kg 6 4

TUmor olusmus (Resim 3) tum farelere 12. ve 15. glnlerde
toplam iki kez olmak DMSO ve flavopiridol kasik bolgesinden Resim 4’teki

gibi intraperitonel olarak uygulandi.

Resim 3. B16F10 hiicre enjeksiyonu sonrasi tiimér olusumu goézlenen C57BL6 irk
fareler
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Resim 4. DMSO ve flavopiridol, intraperitonel olarak uygulandi

Uygulama Gruplart:

Kontrol (DMSO): Farelere, B16F10 hucreleri enjeksiyonu
sonrasi 12. ve 15. glinlerde DMSO uygulamasi yapildi.

2,5 mg/kg Flavopiridol: B16F10 hlcreleri enjeksiyonu sonrasi

12. ve 15. gunlerde 2,5 mg/kg flavopiridol uygulamasi yapildi.

5 mg/kg Flavopiridol: B16F10 hucreleri enjeksiyonu sonrasi

12. ve 15. gunlerde 5 mg/kg flavopiridol uygulamasi yapildi.

10 mg/kg Flavopiridol: B16F10 hlcreleri enjeksiyonu sonrasi

12. ve 15. gunlerde 10 mg/kg flavopiridol uygulamasi yapildi.
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3.7.2.5. Farelerin Diseksiyonu ve Patolojik incelemeler

Diseksiyon seti, timor kitlelerini koymak igin steril kaplar,
%70’lik formaldehit, RNA ve protein igin ependorflar, azot tanki ve

fotograflamak igin gerekli hazirliklar yapildi.

Tumor kitlesi hayvanin hareketini zorlastiracak buyuklage
ulastiginda (15 gun sonra), DMSO ve flavopiridol uygulamalarindan 1 saat
sonra fareler servikal dislokasyonla sakrifiye edildi. Fareler dikkatli bir

sekilde disekte edilerek olusan tumor kitleleri alindi (Resim 5).

Resim 5. Diseksiyon sonrasi tiimoér kitlesi gériiniimii

TUumor kitlelerinin bir kismi sivi azot igerisinde muhafaza
edilirken, diger kismi %70’lik formaldehit icine alinarak etiketlendi. Alinan
tumor kitlelerinden preparat hazirlama (kasetlere yerlestirme, fiksasyon,
parafin bloklari olusturma, kesit alma ve boyama) ve mikroskobik inceleme

islemleri Tibbi Patoloji Anabilim Dali Laboratuari’nda yapilmistir.
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TUamor kitlelerinden alinan bir kisim doku 6rnegi protein ve
gen ifade calismalari igin ependorflara alindi. Doku o&rnekleri azot
icerisinde bekletildi ve sonrasinda calisma suresine kadar — 80 °C’de

saklandi.

3.7.3. MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-dimetil tetrazolium

bromid] Sitotoksisite Deneyi

B16F10 hicrelerinde  flavopiridol, oksaliplatin ve
flavopiridol+oksaliplatin - kombine uygulamasinin  hucrelerin  canlihigi

Uzerine olan etkilerinin belirlenmesi icin MTT yontemi kullanildi.

Bu yontem, MTT boyasinin tetrazolyum halkasini
parcalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Bu yontemde, MTT canli
hlcrelere aktif olarak diffiz olur ve reaksiyon mitokondriyal slUksinat
dehidrogenaz tarafindan katalize edilerek mavi-mor renkli, suda
¢ozinmeyen formazana indirgenir. Formazan olusumu, yalnizca aktif
mitokondrinin bulundugu canh hucrelerde gorulmektedir. Bu da hucre
canhihdinin bir belirteci olarak kabul edilmekte ve spektrofotometrik olarak

belirlenen deger, hiicre sayisi ile iliskilendiriimektedir®’.

Flask yuzeyine yapisarak ¢ogalan B16F10 hucreleri flask
yuzeyini %70-80 oraninda kapladigi zaman besiyerleri cekilip, tripsin ile
kaldirildi. 1600 rpm’de 10 dakika santriflj edildikten sonra pelet Gzerine 1
ml % 10 FBS iceren DMEM eklendi. Hlcreler Thoma lami ile sayildi.
Hucreler % 10 FBS DMEM icerisinde homojen bir sekilde dagitildiktan
sonra 96 kuyucuklu hicre kultir kaplarina her kuyucuga yaklagik 7.000
hicre/200 ul olacak sekilde ekildi. Hicreler 37 °C ve %5 CO.'li etlivde bir
gece inkube edildikten sonra besiyerleri uzaklastirildi. Belirtilen dozlarda

flavopiridol, oksaliplatin ve flavopiridol+oksaliplatin kombinasyonu verilen
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hlcreler 24 ve 48 saat slreyle 37 °C ve %5 CO_'li etivde inklbe edildi.
Belirtilen surelerin sonunda 100 ul besiyeri ¢ekilip, 10 pl MTT eklendi.
Formazan Grandndn olusturdugu renk degisimi 3 saat sonunda mikroplaka
ELIZA okuyucusu ile 570 nm dalga boyu arahdinda belirlendi. Sadece
DMSO uygulanan hucre igeren kontrol érneginin ortalama absorbansi %
100 canhliga karsilik gelen deger olarak kabul edildi ve ilag uygulanan
hicrelerden elde edilen absorbans degerleri kontrol hicrelerine gore

oranlanarak hucre canhligi yizde olarak belirlendi.

3.7.4. Gen ifadesi Calismalarinda Kullanilan Yontemler

3.7.4.1. Hicre Kiltirinden Total RNA Saflastiriimasi

inkibasyon slresi sonunda steril flasklarda ekili bulunan
hicrelerden RNA izolasyonu, “High Pure RNA Isolation Kiti” kullanilarak,
asagida yazili olan protokole gore yapildi. Kontaminasyonu engellemek

amaci ile saflastirma islemi biyoguvenlik kabininin iginde gerceklestirildi.

= Hucrelerin Uzerine 200 pyl PBS ve 400 pl Lizis tamponu eklenip 15

saniye vorteksle ¢alkanlandi.

= Filtre, toplama tlupune yerlestirilip tim karisim filtre Gstline aktarildi.

9000 rpm’de 15 saniye santrifij edildi.
= Toplama tupunde toplanan sivi atilip filtre ayni tipe tekrar yerlestirildi.
= Her bir drnek icin 90 yl DNaz inkiibasyon tamponu steril tiipe alindi ve

10 pl DNaz | eklendi. Pipetaj ile karistirildiktan sonra karisim filtrenin

ortasina birakildi. 15 dakika oda sicakliginda inktbe edildi.
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= Birinci yikama tamponu filtre tGzerine 500 ul eklendi ve 9000 rpm’de 15
saniye santriflj edildi. Filtre altinda toplanan kisim atildiktan sonra ayni

toplama tlpu igerisine yerlestirildi.

= |kinci ylkama tamponu filtre lizerine 500 pl yerlestirildi ve 15 saniye
9000 rpm’de santriflj edildi. Filtre altinda toplanan kisim atildiktan sonra

ayni toplama tlpu igerisine yerlestirildi.

= Uciincii yikama tamponu filtre tGizerine 200 ul eklendi ve 3 dakika 13500

rpm’de santrifj edildi.

= Toplama tupu atildi. Filtre, steril 1.5 ml’lik mikrosantriflj tliplne

yerlestirildi.

= Filtre Gzerine 20 pl d6rnek seyrelti ¢ozeltisi eklendi ve 9000 rpm’de 1

dakika santrifij edildi.

» Elde edilen RNA’larin miktarlari ve safigi “NanoDrop ND-1000
Spektrofotometre” cihazinda Olculerek RT-PCR’da kullanilana kadar

-80°C’lik derin dondurucuda saklandi.

3.7.4.2. In vivo Total RNA Saflastirmasi

Doku orneklerinden total RNA saflastirma islemi peqGOLD
TriFast™ dokudan RNA izolasyon kiti kullanilarak, asagida yazili olan
protokole goére yapildi. Kontaminasyonu engellemek amaci ile islemler

guvenlik kabininin iginde gerceklestirildi.
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= 1.5 ml’ lik ependorf tlp iginde bulunan 50-100 mg arasindaki dokularin
uzerine 1000 ul TriFast eklendi ve homojenizator ile pargalandiktan sonra
oda sicakliginda 5 dk bekletildi.

= 200 pl kloroform eklenerek, 15 sn boyunca karistirildi ve 10 dk oda

sicakliginda tutuldu.

= Ornekler 11.000 rpm’'de 5 dk 4 °C’ de santrifiij edildi. Santrifiij sonunda
karigim, altta kirmizi faz (fenol kloroform fazi), arafaz ve Ustte renksiz sivi

faz olmak Uzere Uc¢ faza ayrildi.

= Ust faz yeni bir steril 1.5 ml'lik ependorf tiipiine aktarildi ve tizerine 500

ul izopropanol eklenip karistirildi.

= Ornekler 1.5 saat -20 °C’ de bekletildi. 11.500 rpm’'de 10 dk 4 °C’ de

santrifij edildi. Ust sivi atild.

= DNA kontaminasyonunu engellemek igin 60ul DNaz (ug basina SU
DNaz), 300 ul DNaz Buffer | ve 400 ul DEPC’li su eklenerek 30 dk 37°C’
de bekletildi.

= Orneklerin (zerine 300 pul 25 mM EDTA eklendi ve 65 °C’ de 10 dk
bekletildi.

* 13.000 rpm’de 10 dk 4 °C’de santrifiij edildi. Cokeltiye dokunmadan st

sivi atildi.

= 1000 pl %75’ lik alkol (taze hazirlanip) eklenerek, 12 500 rpm’de 10 dk

4 °C’ de santrifiij edildi. Cokeltiye dokunmadan Gst sivi atildl.
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= COkelti Uzerine tekrar 1000 ul %75’ lik alkol eklenerek, 12 000 rpom’de
10 dk 4 °C’ de santrifiij edildi. Cokeltiye dokunmadan st sivi atildi.

= COkelti kurumaya birakildi. 30-50 ul DEPC’li su ile sulandirildi. Calisma

gunlne kadar -80 °C’ de saklandi.

3.7.4.3. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Elde edilen RNA’lar spektrofotometrede 260 nm dalga
boyunda oOlcllerek mikrolitredeki mikrogram degerleri belirlendi. Primer
olarak random hekzamerler kullanilarak cDNA sentez kiti ile total RNA’dan
cDNA sentezi yapildi. cDNA sentezi sirasinda kullanilan malzemeler ve
miktarlari Tablo 2'de verilmistir. cDNA igin PCR karisimi ince geperli 0.2
ml’lik mikrosantrifij tlplerine dagitildiktan sonra saflastirilan total RNA

eklendi.

Tablo 2. RT-PCR tepkime karigimi

Son Konsantrasyon Hacim
Steril HoO-PCR grade - RNA miktarina gére degisken

Reaksiyon Tamponu 1x (8mM MgCly) 4pl
Dntp 1Mm 2ul
Random hekzamer primeri 60uM 2MI

RNaz inhibitori 20 Unite 0.5uL

Transcriptor Ters Transkriptaz 10 Unite 0.5uL

Total RNA 1ug 1ug olacak sekilde
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3.74.4. cDNA Ters Transkriptaz PCR (RT-PCR)
Programi

Otomatik 1s1 dongusu cihazi, Tablo 3'de belirtilen programa
ayarlanarak cDNA ters transkripsiyon polimeraz zincir tepkimesi

uygulandi.

Tablo 3. Otomatik i1s1 déngiisii cihazinda uygulanan program

Sicaklk Zaman Dongu sayisi
Primer Baglanmasi 25°C 10dk 1
Ters transkripsiyon 50°C 60dk 1
Inaktivasyon 85°C 5dk 1
Sogutma 4°C - 1

Reaksiyon sonucu cDNA ornekleri Real-Time PCR’ da

kullanilincaya kadar -20°C’lik derin dondurucuda sakland.

3.7.4.5. Gen ifadesinin Real-Time PCR ile Belirlenmesi

Aktin B, BRAF, CASP3 ve Bcl2I1 genlerinin mRNA miktarlari,
Real-Time PCR yontemi ile Light Cycler (LC) 480 cihazi kullanilarak
belirlendi. Amplifikasyonlar 20 uL toplam tepkime hacmi icerisinde; cDNA,
MmRNA’ya 6zgu primerler, UPL probu, LightCycler TagMan Master karigimi
ve distile su kullanilarak gergeklestirildi. BRAF, CASP3 ve Bcl2I1 gen ifade
miktarlarini normalize etmek icin Aktin B mRNA dlzeyi referans olarak

alindi.
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3.7451. ACTB Primer ve Probunun cDNA Uzerindeki
Yerlesimi

ACTB genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri asagida
verilmigtir. Prob ve primerlerin cDNA’daki yerlesimi ise Sekil 8'de

gOsterildi.

ACTBF 5’- CTAAGGCCAACCGTGAAAAG-3’
ACTBR 5’- ACCAGAGGCATACAGGGACA-¥

64 numarali prob dizisi:5’-CCAGGCTG-3’

5’ - CTAAGGCCAACCGTGAAAAG-3'

CTAAGGCCAACCGTGAAAAGATGACCCAGATCATGTTTGAGACCTTCAACACCCCAGCCA

5" -CCAGGCTG-3’
TGTACGTAGCCATCCAGGCTGTGCTGTCCCTGTATGCCTCTGGT

3’ -ACAGGGACATACGGAGACCA-5"

Sekil 8. ACTB mRNA’ sinin belirlenmesinde kullanilan UPL prob ve primerlerin
niikleotid dizileri

3.7.45.2. BRAF Primer ve Probunun cDNA Uzerindeki
Yerlesimi

BRAF genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri asagdida
verilmigtir. Prob ve primerlerin cDNA’ daki yerlesimi ise Sekil 9da

gOsterildi.
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BRAFF 5’-GCTGGGACACGGACATTT-3’
BRAFR 5’-GCAAAAGTCACAAAATGCTAAGG-3’

55 numaral prob dizisi: 5’-GGAGAGGA-3’

5’ -GCTGGGACACGGACATTT-3’ 5’ -GGAGAGGA-3’

GCTGGGACACGGACATTTCCTGGCTTACTGGAGAGGAGTTACATGTTGAAGTACTGGAGA

ATGTCCCACTTACAACACACAACTTTGTACGGAAAACTTTTTTCACCTTAGCATTTTGTGACTTTTGC

3’ -GGAATCGTAAAACACTGAAACG-5"

Sekil 9. BRAF mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan UPL prob ve primerlerin
niikleotid dizileri

3.7.4.5.3. CASP3 Primer ve Probunun cDNA Uzerindeki

Yerlesimi

CASP3 genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri asagida

verilmigtir. Prob ve primerlerin yerlesimi ise Sekil 10°’da gosterildi.

CASP3F 5’- ACTCGTGAAGACATTTTGGAATTA-3’
CASP3R 5’-TCACCATGGCTTAGAATCACA-3’

68 numarali prob dizisi: 5’-AGGAGCAG-3’

5" -ACTCGTGAAGACATTTTGGAATTA-3’ 5" -AGG

ACTCGTGAAGACATTTTGGAATTAATGGATAGTGTTTCTAAGGAAGATCATAGCAAAAGG

AGCAG-3'

AGCAGCTTTGTGTGTGTGATTCTAAGCCATGGTGA

3" -ACACTAAGATTCGGTACCACT-5"

Sekil 10. CASP3 mRNA’sInin belirlenmesinde kullanilan UPL prob ve primerlerin
niikleotid dizileri
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3.7454. Bcl2I1 Primer ve Probunun cDNA Uzerindeki
Yerlesimi

Bcl2l1 genine ait UPL prob ve primerlerin dizileri asagida

verilmigtir. Prob ve primerlerin yerlesimi ise Sekil 11°de gosterildi.

BCL2LIF 5°- GTACCTGAACCGGCATCTG-3’
BCL2LIR 5’-GGGGCCATATAGTTCCACAA-3’

75 numarali prob dizisi:5’-GGAGGCTG-3’

5" -GTACCTGAACCGGCATCTG-3’ 5" -GGAGGCTG-3'
GTACCTGAACCGGCATCTGCACACCTGGATCCAGGATAACGGAGGCTGGGATGCCTTTGT
3" -AACA
GGAACTATATGGCCCC

CCTTGATATACCGGGG-5"

Sekil 11. Bcl211 mRNA’sinin belirlenmesinde kullanilan UPL prob ve primerlerin
niikleotid dizileri

3.7.4.5.5. ACTB, BRAF, CASP3 ve Bcl2l1 Genleri icin
Real Time PCR Tepkime Karisimlari

ACTB, BRAF, CASP3 ve Bcl2I1 genlerine uygun verilen
primer ve problar kullanilarak Real-Time PCR tepkimesi LC cihazinda
gerceklestirildi. Tepkime karisimini hazirlamak igin kullanilan bilesenlerin

miktarlari Tablo 4’de verilmigtir.
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Tablo 4. ACTB, BRAF, CASP3 ve BCL2L1 Real-Time PCR tepkime karigimi

Son Konsantrasyon Hacim

dH.O - 4.1 L

MgCl2 (25mM) 4 mM 1.2 uL
Primer F (10pmol/uL) 2.5 pmol 0.5puL
Primer R (10pmol/uL) 2.5 pmol 0.5 L
TaqMan prob (100pmol/uL) 10 pmol 0.2 yL
TagMan karigimi (10x) 1x 2.5uL
cDNA - 1L

3.7.4.5.6. LightCycler (LC) 480 Deney Programi

Real-Time PCR karisimlari hazirlandiktan sonra 96’lik ¢ok
kuyucuklu plakalara dagitildi ve Uzerine cDNA’ lar eklendi. Uzeri seffaf
kapatici ile kapatildi ve cihaza yerlestirildikten sonra Tablo 5’de belirtilen
amplifikasyon programi kullanilarak PCR tepkimesi gerceklestirildi. ACTB,
BRAF, CASP3 ve Bcl2I1 genleri igin ayni program kullanildi.

Reaksiyon sonucu, ACTB, BRAF, CASP3 ve Bcl2I1
genlerinin MRNA ifade duzeylerini gosteren Crossing point (Cp) degerleri
belirlendi. BRAF, CASP3 ve Bcl2l1 ifade dizeyleri ACTB ifade dizeyine

go6re normalize edildi.

Tablo 5. ACTB, BRAF, CASP3 ve BCL2L1 genlerinin ifade diizeylerinin belirlenmesi
icin kullanilan Real Time PCR tepkime programi

Program 1. Ayrilma (Denatiirasyon)

Program Verisi Deger
Dénguler 1
Analiz Modu -
Sicaklik Hedefleri Kisim 1
Hedef Sicaklik (°C) 95
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inkiibasyon zamani (s:dk:sn)
Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn)

10:00dk
4.40

Program 2. Primer Baglanmasi ve Uzama (Hibridizasyon ve Polimerizasyon)

Program Verisi Deger

Doénguler 50

Analiz Modu Cogalma

Sicaklik Hedefleri Kisim 1 Kisim 2 Kisim3
Hedef Sicaklik (°C) 95 60 60
inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 10sn 20sn 1
Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 4.40 2.20 4.40
Program 3. Sogutma

Program Verisi Deger

Doénguler 1

Analiz Modu -

Sicaklik Hedefleri Kisim 1

Hedef Sicaklik (°C) 40

inkiibasyon zamani (s:dk:sn) 30sn

Sicaklik Gegis Hizi (°C/sn) 2.20

3.7.5. Protein ifadesi Calismalarinda Kullanilan Yontemler

3.7.5.1.

Flavopiridolin belirli

basamaklar uygulandi:

e Flasklardaki besiyerleri gekildi (2 x 10° hiicre/flask)

¢ 1 ml PBS eklendi.

in vitro Protein izolasyonu

dozlari

ile inkibe edilen B16F10

hicrelerinde inkiibasyon siresinin dolmasinin ardindan asagida yer alan

e Flask yuzerinden hucreler scrape ile kazinip ependorflara konuldu
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e Pelet Uzerine 50 pl sogutulmus htcre lizis solisyonu eklendi, pipetaj

yapildi.

e 5 dakika 1500 rpm’ de santrifuj edildi.

e Sipernatant atildi.

e 10 dk buzda bekletildi, 8800 rpm’de 1 dk ¢evrildi.

e SUpernatant alinarak, peletler atild1.

e Ornekler — 20°C’de saklandi.

3.7.5.2. in vivo Protein izolasyonu

Diseksiyon sonrasi alinan doku o6rneklerine 200 ml hucre
parcalama tamponu eklendi ve homojenizator ile parcalandi. Calisma

suresince ornekler buz icerisinde tutuldu.

3.7.5.3. Protein Miktar Tayini

inkibasyon slresi sonunda steril flasklarda ekili bulunan

hicrelerden protein tayini, “BCA ( biginkonik asit ) Protein Olgim Kiti

kullanilarak ve asagida yazili olan basamaklar takip edilerek yapildi.

e Kit icerisinde bulunan albimin ile 2 mg/ml, 1 mg/ml, 0.5 mg/ml, 0.25

mg/ml; 0.125 mg/ml ve 0 konsantrasyonlarda standartlar hazirlandi.
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e Ornekler ve standartlar 96’lik mikroplakanin her bir kuyucuguna (¢

tekrarli olarak 5 pl eklendi.

e Reaktif B : reaktif A, 1:50 olacak sekilde sulandirildi.

e Her bir kuyucuga sulandirilan reaktiften 95 ul eklendi.

o Mikroplaka 37°C’ lik inkibatdrde 30 dakika bekletildikten sonra 562 nm

dalga boyunda mikroplate okuyucuda okundu.

e Ornekler calisma gliniine kadar -20 °C’de sakland!.

3.754. Kaspaz 9 Aktivitesinin Kolorimetrik Olarak

Belirlenmesi

B16F10  hucrelerinin  belirlenen doz ve  slrede
inkibasyonlarinin ardindan, reaksiyon sonlandirilip protein izolasyonlari
yapildi. BCA Kkiti ile protein miktarlari belirlendikten sonra protein érnekleri
‘Kaspaz 9 Kolorimetrik Kaspaz Assay” kiti kullanillarak kaspaz 9

aktivitesinin belirlenmesi asagidaki basamaklara gore yapildi:

e 96’lik hucre kultir kabina her bir drnekten 100 pl, hicre parcalama

solisyonundan ise 50 pl eklendi.

e Her 6rnege 10 mM DTT igeren 2X Reaksiyon solisyonundan 50 pl

eklendi.

e Son konsantrasyon 200 uM olacak sekilde 4 mM EHD-pNA

substratindan 7 ul eklendi.
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° 37 °C’de 2 saat inklibe edildi.

e Absorbans degerleri 405 nm dalga boyunda mikroplate okuyucuda

okundu.

3.7.5.5. Kaspaz 3/7 Aktivitesinin Belirlenmesi

B16F10  hucrelerinin  belirlenen doz ve  slrede
inkUbasyonlarinin ardindan, reaksiyon sonlandirilip protein izolasyonlari
yapildi. BCA Kkiti ile protein miktarlari belirlendikten sonra protein érnekleri
‘Anaspec Sensolyte Homogeneous AFC Kaspaz 3/7 Assay”’ kit

kullanilarak kaspaz 3/7 aktivitesi agagidaki basamaklara gore yapildi:

96’k hicre kultdr kabinin her bir kuyucuguna 150 ml 6rnek eklendi.

Kaspaz 3/7 substrat (Komponent A), 1 M DTT (Komponent E) ve
Assay Buffer (Komponent D) karisimindan her kuyucuga 50 pul eklendi.

Ornekler 30 dakika calkalayicida 100-200 rpm’da bekletildi.

ELIiZA cihazinda Ex/Em: 380nm/500 nm’da florasan yogunlugu
olguldu.

3.7.5.6. immiinohistokimyasal Boyama Ydntemi

Subkutan6z melanoma olusturulmus farelerden alinan doku
ornekleri PCNA ve Bcl-2 ekspresyonunu belirlemek igin streptavidin-biyotin

Ucll indirekt immun peroksidaz yontemi kullanilarak boyama yapilmistir.
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Calismada PCNA (Abbomax, Lot-1010-1177) ve Bcl-2
(Dako- Mouse clonal) antikorlari kullanilmigtir. Biyotinlenmis, baglayici
(sekonder) antikor, streptavidin-biyotin kompleksi ve kromojen olarak
kullanilan  3-3’diaminobenzidin  tetrahidroklorid (DAB) ticari olarak

kullanima hazir kitler seklindedir.

Doku mikroarray aleti ile hazirlanan bloklar ve diger
bloklardan elde edilen kesitler PCNA ve Bcl-2 antikorlari ile asagidaki

prosedure gore boyanmistir:

Polilizinli lam Uzerine alinan 4 mikronluk kesitler 37 °C’de etiivde

gece boyunca deparafinize edilmigtir.

Kesitler ksilolde 30 dakika bekletilmistir.

Fiksasyon igin %96’lik alkolde 15 dakika tutulmusgtur.

Kesitler gesme suyuyla, ardindan distile su ile yikanmistir.

Antijen retrivel islemi PCNA ve Bcl-2 antikorlari ile boyama igin Tris-
EDTA buffer (pH 9.0) iginde sirasiyla 90 °C’de 10 dakika ve 85°C’de 5
dakika mikrodalgada bekletilmistir.

Kesitler 20 dakika sogumaya birakilmistir.

Kesitler 6nce su, sonra PBS ile yikanmstir.

Ornekler hidrojen peroksidazda 5 dakika bekletilmistir.

Kesitler PBS ile yikanmigtir.
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Primer antikor olan PCNA ve Bcl-2 lam Uzerindeki doku kesitlerini

kapatacak sekilde damlatiimistir. 16 saat inkibasyona birakilmigtir.

Kesitler PBS ile yikanmigtir.

Baglayici (sekonder) antikor ile oda sicakhdinda 15 dakika sure ile

inkibasyon yapilmistir.

Kesitler PBS ile yikanmigtir.

Streptavidin-biyotin kompleksi uygulanarak 15 dakika bekletilmigtir.

Kesitler PBS ile yikanmigtir.

Renk vererek goruntulemeyi saglamak icin PCNA icin AEC kromojen;

Bcl-2 icin DAB kromojen ile belirli bir stre ile inkibasyonu yapilmistir.

Kesitler gesme suyu ile yikanmistir.

20 saniye Mayers hematoksilen ile zemin boyasi yapilmis ve musluk

suyunda yikanmistir.

Dehidratasyon icin kesitler sirasiyla %90, %95 ve %100’lUk

alkollerde 5’er dakika tutulmus, ksilolde seffaflastirilmistir.

Doku kesitleri Bio Optica marka biomount ile kapatiimistir.
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3.7.5.7. immiinohistokimyasal Boyamanin Dederlendiriimesi

immiinhistokimyasal boyamanin degerlendirimesinde PCNA
icin  membranéz boyama pozitif olarak kabul edilmis, boyanma
degerlendirilirken boyanma yogunlugu>%10 ise pozitif,<%10 ise negatif
kabul edilmigtir. Bcl-2 icin <10 zayif, %11-50 arasi orta ve %51-80 arasi

gliclii olarak degerlendirilmistir®®.

3.7.6. istatistiksel Analiz Yontemleri

Doza ve zamana bagli olarak degisen, BRAF, CASP3 ve
Bcl2l11 mRNA ifade dizeylerindeki farkliliklar “REST (2009 V2.0.13)”
istatistik programi ile karsilastirldi®®. Hiicre canligl, kaspaz 9 aktivitesi,
kaspaz 3/7 aktivitesi, immunohistokimyasal oranlardaki degisimler ise “t-
test” testiyle karsilastirildi. Veriler “SigmaStat 12.0” istatistik programi
kullanilarak degerlendirildi. 0.05’den kigUk olan p degerleri istatistiksel

acidan anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

41. MTT (Micro Culture Tetrazolium) Hucre Canlihgi
Sonugclarinin Degerlendirilmesi

24 ve 48 saat inkibasyon sonucunda B16F10 hdcrelerinde
flavopiridol’in hucre canhlidr Uzerine etkisi Grafik 1'de gosterilmistir.
Flavopiridolin (F) B16F10 hucrelerinde doza ve zamana bagh olarak
proliferasyonu azalttigi goézlenmistir. 24 saat flavopiridol uygulamasi
sonrasi 24 saatte en yuksek konsantrasyondaki (400 nM) hicre canlihdi %
31.32 olarak bulunurken, 200 nM icin canhlik degeri % 37.04'dir.
Flavopiridoliin 1Cs (inhibisyon konsantrasyonu) degerinin 24 saat icin 100
nM oldugu belirlendi. 48 saat flavopiridol uygulamasi sonrasi en yuksek
konsantrasyondaki (400 nM) hicre canlihgi % 9.48 iken, 200 nM igin
hicre canlihgr % 42.93 olarak bulundu. 48 saat igin 100 nM hucre canhligi
% 73.38 olarak belirlendi. 24 ve 48 saat uygulanan 50 nM flavopiridol

uygulanan grup icin fark dnemsiz bulundu (p>0,05).

MTT Hiicre Canlilik Testi
120
100
= 80 *
E, 60 >
X a0 * -
: 1 B i
o DMSO [ sonm [ 100nm | 200nm 400 nM
W 24 saat 100 ' 88,16 [ 50,01 ' 37,04 31,32
48saat | 100 ' 95,33 | 73,38 ' 42,93 9,49
. Uygulaﬁan Flavopiridol Dozlarn

Grafik 1. B16F10 hiicrelerine 24 ve 48 saat flavopiridol uygulamasi sonrasi
g6zlenen hiicre canlilik oranlari, p<0,05 +

Grafik 2’de goruldugu gibi 24 ve 48 saat oksaliplatin (O) ile
muamele edilmis B16F10 hlcrelerinin doza ve zamana badli olarak hicre
proliferasyonunu azalttigi belirlenmistir. 24 saat igin, 40 uM oksaliplatin
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uygulamasi sonrasi hicre canlihgr % 66.54 ve 80 uM oksaliplatin
uygulamasi sonrasi ise % 73.43’tir bulunmustur. 48 saat, 40 uM
oksaliplatin uygulamasi sonrasi hucre canhligi % 59.17 ve 80 uM
oksaliplatin uygulamasi sonrasi ise % 48.82°dir. Oksaliplatinin 1Csy degeri
48. Saatte 80 uyM olarak belirlendi.

MTT Hiicre Canhlhik Testi
120

100
80 *
-
= *
s 60 >
~
= a0
20
o | :
DMSO 40 pM 80 M
m 24 saat 100 73,43 66,54
48 saat 100 59,17 48,82

Uygulanan Oksaliplatin Dozlar:

Grafik 2. B16F10 hiicrelerine 24 ve 48 saat oksaliplatin uygulamasi sonrasi
gozlenen hiicre canlilik oranlari, p<0,05 >

24 ve 48 saat inkibasyon sonunda flavopiridol (400 nM, 200
nM, 100 nM ve 50 nM) ve oksaliplatin (40 uM) kombinasyonlarinin, hicre
canhhgi Uzerine etkisi Grafik 3’de gosterilmistir. 24 saat sonunda B16F10
hicrelerinde doza ve zamana baglh olarak kombine uygulamanin tek ajan
kullanimindan daha etkin olmadidi goézlenmistir. 24 saat flavopiridol ve
oksaliplatin uygulamasi sonrasi en yuksek konsantrasyondaki (400 nM
F+40 pyM O) hicre canlihgr % 28.01 ve 200 nM favopiridol + 40 yM
oksaliplatin uygulamasindaki canlilik degerinin % 45.23 oldugu goéruldu. 24
saat uygulanan 50 nM flavopiridol + 40 pM oksaliplatin ve 100 nM
flavopiridol + 40 pM oksaliplatin  konsantrasyonlarindaki sonuglar
istatistiksel olarak anlamsiz bulundu (p>0,05). 48 saat sonunda flavopiridol
ve oksaliplatin kombinasyonunun B16F10 hucrelerinde doza ve zamana
bagh olarak proliferasyonu azalttigi goézlenmistir, yalniz bu azalma
oksaliplatinin tek basina uygulamalarindaki degerlere ¢ok yakin

oldugundan kombine uygulama etkili bulunmamistir. 48 saat flavopiridol ve
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oksaliplatin uygulamasi sonrasi en yuksek konsantrasyondaki (400 nM
flavopiridol + 40 pM oksaliplatin) hdcre canlihgr % 8.61; 200 nM
flavopiridol + 40 uM oksaliplatin uygulamasindaki canlilik degeri % 31.83;
100 nM flavopiridol + 40 uM oksaliplatin uygulamasindaki hticre canhligi %
57.1 ve 50 nM flavopiridol + 40 uM oksaliplatin uygulamasindaki hucre

canlihgi % 43.1 olarak saptandi.

DMSO

50 nM F

100 nM F

200 nM F

400 nM F

40 uM O

50 nM F + 40 uM O
100 M F + 40 uM O
200 nM F + 40 uM O
400 nM F + 40 uM O
400 nM F + 40 uM O
200 nM F + 40 uM O
100 nM F + 40 UM O
50 nM F + 40 uM ©
40 UM ©

400 nM F

200 NnM F

100 nM F

50 nM F

DMSO

48 saat

m = c wn

n <

N
24 saat

o 20 40 60 80 100 120

% Canhhk

Grafik 3. B16F10 hiicrelerine 24 ve 48 saat flavopiridol ve 40 uM oksaliplatin
kombine uygulamasi sonrasi gézlenen hiicre canlilik oranlari

24 ve 48 saat inkibasyon sonunda flavopiridol (400 nM, 200
nM, 100 nM ve 50 nM) ve oksaliplatin (80 uM) kombinasyonlarinda,
B16F10 hdcrelerinin, flavopiridol ve oksaliplatin kombinasyonuna olan
cevabinin hucre canlihdi Gzerine etkisi Grafik 4’te gosterilmistir. 24 saat
sonunda B16F10 hucrelerinde doza ve zamana bagh olarak kombine
uygulamanin tek ajan kullanimindan daha etkin olmadigi gézlenmistir. 24

saat flavopiridol ve oksaliplatin uygulamasi sonrasi en yuksek
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konsantrasyondaki (400 nM F + 80 uM O) hucre canlihgr % 25.98 ve 200
nM flavopiridol + 80 uM oksaliplatin uygulamasindaki canliik degeri %
34.79 bulundu. 24 uygulanan 50 nM flavopiridol + 80 yM oksaliplatin ve
100 nM flavopiridol + 80 uM oksaliplatin konsantrasyonlarindaki sonuglar
istatistiksel olarak anlamsiz olarak belirlendi (p>0,05). 48 saat sonunda
flavopiridol ve oksaliplatin kombinasyonunun B16F10 hucrelerinde doza
ve zamana bagli olarak proliferasyonu azalttigi gozlenmistir, yalniz bu
azalma oksaliplatinin tek basina uygulamalarindaki degerlere ¢ok yakin
oldugundan kombine uygulama etkili bulunmamistir. 48 saat flavopiridol ve
oksaliplatin uygulamasi sonrasi en yuksek konsantrasyondaki (400 nM
flavopiridol + 80 pM oksaliplatin) hdcre canlihgr % 8.58; 200 nM
flavopiridol + 40 uM oksaliplatin uygulamasindaki canlilik degeri % 31.93 ;
100 nM flavopiridol + 80 uM oksaliplatin uygulamasindaki hticre canhiligi %
53.41 ve 50 nM flavopiridol + 80 yM oksaliplatin uygulamasindaki htcre
canhhgd! % 51.18 olarak saptandi.

DMSO
50 NM F

100 nM F

200nM F

400 nM F

48 saat

S S0uM O I
a 50nM F +80 pM O I
r 100 NM F + 80 uM ©
€ 200 nM F + 80 uM © I
400NnM F +80 uM O
v 400 nM F + 80 uM © I
€ 200NnM F +80 uM O I
a 100 nM F +80 uM O I

50 nM F +80 uM O [I———
80 1M O I
400 nM F I
200 nM F I
100 nM F  I—
50 nM F I ——
DMSO I

o]

N
24 saat

o 20 40 60 80 100 120
% Canhhk

Grafik 4. B16F10 hiicrelerine 24 ve 48 saat flavopiridol ve 80 uM oksaliplatin
kombine uygulamasi sonrasi gézlenen hiicre canlilik oranlari
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4.2. Transkripsiyon Duzeyinde Bulgular

4.2.1. Gen ifade Diizeyinin Kantitatif Belirlenmesi

BRAF, CASP3 ve Bcl2I1 genlerinin ifade duzeyinin kantitatif
degerlendiriimesi igin Light Cycler 480 cihazi kullanildi. B16F10 hicre
hattindan elde edilen cDNA’ larda BRAF, CASP3, Bcl2I1 bu genlerin
normalizasyonu igin secilen Aktin B genlerine 6zgul primerler ve UPL DNA

problari kullanilarak ¢aligildi.

4.2.2. Gen ifade Diizeylerinin Karsilastirmasi

B16F10 hucrelerine flavopiridol uygulandiginda 6, 24 ve 48.
saatler sonunda BRAF, CASP3 ve Bcl2l1 mRNA ifade duzeyleri
arastirildiginda, in vivo ve in vitro olarak flavopiridolin her bir doz ve slre
uygulamasi igin BRAF mRNA ekspresyon ve Bcl2l11 mRNA ekspresyon
degeri istatistik olarak anlamsiz bulunmustur. Grafik 6 ve 7’de goéruldugu
gibi in vitro ve in vivo olarak flavopiridolin her bir doz ve sure uygulamasi
icin CASP3 mRNA gen ekspresyonu sadece in vivo 2,5 mg/kg flavopiridol
uygulamasinda DMSO kontrol grubuna goére 37 kat azalis bulunmustur,

diger dozlarda ve in vitro sonuglarda ekspresyonu gorulmemektedir.

[RRE
ENA_OD

0000
N B OO

s]

gy —

ACTB
ACTB

Gen ifadesi diizeyindeki degisiklikler
ACTB

— — (.
o~ o~ Q:[
e e
(== (==

DMSO vs 50 nv DMSO vs 100 nM DMSO vs 200 nM

Cahsilan gruplar ve genler

Grafik 5. In vitro gen ifadesi diizeyindeki degisimler, p<0,05 ¥
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Grafik 6. In vivo gen ifadesi diizeyindeki degisiklikler, p<0,05 *

4.3. Protein Duzeyinde Bulgular

4.3.1. BCA Protein Tayini

Grafik 7’de goruldtugu gibi B16F10 hucrelerine ve C57BL6 irk
farelere flavopiridol uygulamasi sonrasi protein miktari saptanmasi BCA
kiti ile standart albumin konsantrasyonlarina gore belirlenmistir. Aktif
kaspaz 3/7, aktif kaspaz 9 protein aktivitelerinin Olgllmesi igin gereken
ornek miktarlan bu grafikte belirlenen eksene gore elde edilen denklemle

saptanmistir ve protein miktari esitlenerek homojenizasyon saglanmistir.

v =0208x + 0.110
05 =2 = 0 995 e

0.4 /
0.3 /
0.2 /

~

o] 0.5 1 1.5 2 2.5
Adbumin konsantrasyonlan (mgfml)

Absorbans

Grafik 7. in vitro ve in vivo galismalar igin protein miktari saptanmasi
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4.3.2. Kaspaz 9 Protein Aktivitesinin Belirlenmesi

B16F10 fare melanoma hucre hatlarina 6, 24 ve 48 saat 50
nM ve 100 nM flavopiridol uygulamasi sonrasi oOlgulen kaspaz 9 protein

aktivitesi Grafik 8’de gosterilmistir.

Bu degerlere gore 6. saat 50 nM flavopiridol uygulamasinda
kontrole goére anlamli bir artis varken, 100 nM degeri istatistiksel olarak
anlamsizdir. 24. saatte 50 nM ve 100 nM flavopiridol uygulamasi sonrasi
kaspaz 9 aktivitesinde anlamli bir artis saptanmistir, 48. saatte ise 50 nM
flavopiridolde anlamli bir artis varken, bu saatteki 100 nM uygulama

istatistiksel olarak anlamli degildir (Grafik 8).

in vitro Kaspaz 9 Protein Aktivitesi

0,25
= A *
_'ﬂj 0)2 1 * i
=
£ 0,15 - mDMSO
<
< 01 - 50nM
(1*]
{= N
5 0,05 - B 100nM

0
6 saat 24 saat 48 saat
Zaman

Grafik 8. In vitro kaspaz 9 protein aktivite degerleri, p<0,05«

C57BL6 1irki farelerde tumor olusumu sonrasi uygulanan
flavopiridol dozlarina goére kaspaz 9 aktivite degerleri Grafik 9da
gosterilmigtir. 2,5 mg/kg ve 5 mg/kg flavopiridol uygulamasi yapilan
gruplarda kontrole goére anlamli bir artis vardir, 10 mg/kg flavopiridol
uygulamasi ise istatistiksel olarak anlamsizdir. En fazla artis 5 mg/kg

flavopiridol uygulamasi yapilan grupta goralmustar.
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in vivo Kaspaz 9 Protein Aktivitesi
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DMSO ve Uygulanan Flavopiridol Dozlan

Grafik 9. In vivo kaspaz 9 protein aktivite degerleri, p<0,05 «

4.3.3. Kaspaz 3/7 Protein Aktivitesinin Belirlenmesi

B16F10 fare melanoma hucre hatlarina 6, 24 ve 48 saat 50
nM ve 100 nM flavopiridol uygulamasi sonrasi Olgllen kaspaz 3/7 protein
aktivitesi degerleri Grafik 10’da gosterilmistir. Bu degerlere gore 6. saat 50
nM ve 100 nM flavopiridol uygulamasi sonrasi kontrole gére anlamli bir
azalis bulunmaktadir. 24. saatte 50 nM flavopiridol uygulamasinda
kontrole gére anlamli bir azalis varken; 100 nM flavopiridol uygulamasi
sonras! kaspaz 3/7 protein aktivitesinde anlamli bir artis saptanmistir, 48.
saatte ise 50 nM flavopiridolde kontrole gére anlamli bir azalig varken, 100

nM flavopiridol uygulamasinda kontrole goére anlamli bir artig vardir.
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Grafik 10. in vitro kaspaz 3/7 protein aktivite degerleri, p<0,05 +

C57BL6 irki farelerde timor olusumu sonrasi uygulanan
flavopiridol dozlarina gore kaspaz 3/7 protein aktivite degerleri Grafik
11’de gosterilmistir. 5 mg/kg flavopiridol uygulamasi yapilan grupta
kontrole gore artis bulunmaktayken, 10 mg/kg flavopiridol uygulamasi
yapilan gruplarda kontrole goére bir azalis bulunmaktadir. 2,5 mg/kg

flavopiridol uygulamasi ise istatistiksel olarak anlamsizdir (p>0,05).

in vivo kaspaz 3/7 Protein Aktivitesi
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Kaspaz 3/7 aktivitesi
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Kontrol ve Uygulanan Flavopiridol Dozlan

Grafik 11. In vivo kaspaz 3/7 protein aktivite degerleri, p<0,05*
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4.3.4. immiinohistokimya Sonuclari

B16F10 fare melanoma hucrelerinin C57BL6 1irki farelere
enjeksiyonu ile olusturulan subkutan6z malign melanoma tumoérunun, fare
diseksiyonundan sonra alinan doku kesiti Resim 6’da goruldigu gibi
hematoksilen&eosin ile boyanarak olusan tiumodrin subkutanéz malign

melanoma oldugu immunokimyasal olarak dogrulanmistir.

4

Resim 6. H&E boyamasi (100X)

Grafik 12’de, DMSO ve flavopiridol uygulamasi sonrasi
C57BL6 irki farelerden alinan dokularda, immunohistokimyasal olarak
belirlenen Bcl-2 protein ekspresyon degerleri gorilmektedir. Bu degerlere
gore 2,5 mg/kg, 5 mg/kg ve 10 mg/kg flavopiridol uygulamasi sonrasi Bcl-2
degerlerinde kontrole gore anlamli bir artis bulunmaktadir. En ylksek artis

5 mg/kg uygulanan gruptadir.
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Grafik 12. in vivo Bcl-2 protein ifadesi, p<0,05%

Resim 7'de goruldigu gibi Bcl-2 immuanohistokimya

boyamasi sonucu dokular arasinda boyanma yogunluklarinda farklilik

bulunmamaktadir .

arasi giiclii olarak degerlendirilmistir®.

!f,lit"x \

Bcl-2 icin <10 zayif, %11-50 arasi orta ve %51-80

Resim 7. Bcl-2 Boyamasi (200X) a) DMSO grubu b) 5 mg/kg Flavopiridol uygulanan

grup
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Grafik 13'te, DMSO ve flavopiridol uygulamasi sonrasi
C57BL6 irki farelerden alinan dokulardan, immunohistokimyasal olarak
belirlenen PCNA protein ekspresyon degerleri gorulmektedir. Bu degerlere
goére 2,5 mg/kg, 5 mg/kg ve 10 mg/kg flavopiridol uygulamasi sonrasi
PCNA protein ekspresyon degerlerinde kontrole gbre anlamli bir azalig

bulunmaktadir. En farkli azalma 2,5 mg/kg uygulanan gruptadir.

PCNA Protein EKkspresyonu

70%

60% -

* -
50%
40% - *
30% B PCNA
20% -
10%
0% T T T

DMSO 2,5 mg/kg 5mg/kg 10 mg/kg
Kontrol ve Uygulanan Flavopiridol Dozlari

% Yogunluk

Grafik 13. in vivo PCNA protein ifadesi, p<0,05#
Resim 8'de goruldugu gibi PCNA boyamasi yapilan érnekler

degerlendirildiginde boyanma siddetleri Grafik 13 ile uyumlu olarak azalan
boyanma siddeti gdstermistir.
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Resim 8. PCNA Boyamasi (100X) a)DMSO, b)2,5 mg/kg ¢)5 mg<7kg, d)10 mg/kg

Calismamizda 6zet olarak 24 ve 48 saat , flavopiridol ve
oksaliplatin tek halde ve oksaliplatinin flavopiridolin etkinligini artirip
artirmadigini tespit etmek icin kombine halde kullaniimigtir. Flavopiridolin
ve oksaliplatinin tek ajan uygulamalarinin proliferasyonu azalttig
bulunmustur. Flavopiridoliin ICsy degerinin 24. saatte 100 nM oldugu ve
oksaliplatinin ise 48. saatte 80 uM oldugu belirlenmistir. Flavopiridol ve
oksaliplatinin kombine uygulamalarinin tek ajan kullanimlarindan daha

etkili olmadigi bulgulanmigtir.

Transkripsiyon dizeyinde BRAF, bcl2l1 ve kaspaz 3 mRNA
gen ifadelerinin kantitatif degerlendiriimesi yapildi. BRAF ve bcl211 mRNA
ifade degerleri istatistiksel olarak anlamsiz bulunurken kaspaz 3 mRNA

ifade degerinde azalma gozlenmistir.
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Calismamizda protein duzeyinde, in vitro kaspaz 9, kaspaz
3/7 protein aktiviteleri ve in vivo kaspaz 9, kaspaz 3/7 protein aktiviteleri,
immunohistokimyasal olarak Bcl-2 ve PCNA protein ifadeleri

degerlendirildi.

In vitro flavopiridol uygulamasi sonrasi, kaspaz 9 aktivitesi 6.,
24. ve 48. saatlerde 50 nM ve 24. saatte 100 nM’da kontrol grubuna gore
artis saptanirken, kaspaz 3/7 aktivitesinde 24. ve 48. saatlerde 100 nM’da
artis goruldl, diger doz ve saatlerdeki kaspaz 3/7 aktivitelerinde kontrole

gore dusus gozlendi.

In vivo flavopiridol uygulamasi sonrasi, kaspaz 9 aktivitesi
2,5 mg/kg ve 5 mg/kg flavopiridol uygulanan gruplarda kontrol grubuna
gore artis saptanirken; kaspaz 3/7 aktivitesinde ise 5 mg/kg flavopiridol
uygulanan grupta kontrole goére artis varken, 10 mg/kg flavopiridol
uygulanan grupta kontrole gére azalmistir. /n vivo malign melanoma
modelinde, etkin flavopiridol dozu 5 mg/kg bulunmustur. imminokimya
sonuglarina gobre, tum gruplarda kontrole gobére Bcl-2 protein
ekspresyonlarinda artis, PCNA protein ekspresyonlarinda ise dusus

gozlenmigtir.
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5. TARTISMA

CDKN2A, melanoma da dahil bircok kanserde delesyona
veya mutasyona ugramis olan potansiyel tumor baskilayici bir gen
lokusudur*>*’.
ve p14"¥F(p19°FFyi kodlar®®. Sunulan calismada, P16™K* ve p14°%F

proteinini ifade etmeyen B16F10 fare melanoma hicre hattinin farkli

CDKN2A lokusu, tamamen farkli proteinler olan p16™<%*

kimyasallarla P16™**/CDK/pRb/E2F  yolagi  (izerinden  apoptozisi
incelenmigtir. Bu yolagin, insan melanoma patogenezinde G1 kontrol

noktasinda énemli bir role sahip oldugu bilinmektedir®.

Flavopiridol, nanomolar  konsantrasyonlarinda  hucre
doéngusunlU durduran bir siklin bagimli kinaz inhibitérudur. Flavopiridolln
doz ve zamana bagll olarak antiproliferasyonu sagladigi cesitli
calismalarda gdsterilmistir’>">"®. Flavopiridol hiicre tipine 6zel inhibisyon

INK4A
6

gOstermektedir ve p1 geni olmayan tumor hucrelerinde i¢ kaynakli

p16™** fonksiyonunu telafi edici gérevi bulundugu yapilan bir calismada

gosterilmistir'®.

Sunulan bu ¢alismada, htcre canlihgr MTT testi kullanilarak
belirlenmistir. Calisma, 24 ve 48 saat surdurtlmas, flavopiridol ve
oksaliplatin, tek halde ve oksaliplatinin flavopiridolin etkinligini artirip
artirmadigini tespit etmek i¢in kombine halde kullaniimistir. Flavopiridol
uygulanan B16F10 fare melanoma hticre hattinda 24 saat icin ICso degeri
(inhibisyon konsantrasyonu) 100 nM olarak belirlenmigtir. Calismamiza
paralel olarak William Robinson ve arkadaslari, A375, WM793, WM1617,
C0679, CO747, K19, RPMI-CO, WM75, WM1789 melanoma hlcre hatlari
ile yaptiklari ¢alismada, flavopiridolin, bu htcre hatlarina kargi 12,5 nM ve
25 nM gibi duslk konsantrasyonlarda buylimenin durmasina; 100 nM

yiksek dozlarda ise apoptoza neden oldugunu gdstermislerdir®. Yapilan
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bir diger calismada da, p16™*** delesyonu olan akut lenfoblastik 16semi
hicre hatlarinda flavopiridolin hicre proliferasyonunu dugtirmesiyle, etkili
bir ajan oldugu saptanmis ve CDK aktivitesindeki azalma
retinoblastomanin fosforilasyonunun azalmasina neden olmustur; ayrica
yine bu calismada flavopiridoliun dusuk doz uygulamasinda, G1/S
evresinde hlcre dongUsund durdurdugu ancak apoptozun daha az
goraldugu, buna karsilik yuksek dozlarda G1/S fazinin devamlhligi ve

G2/M durmasi ve sonrasinda apoptoz olusumu gdsterilmistir®®.

Oksaliplatinin, bu tez g¢alismasinda hicre canliligini azalttigi
belirlenmistir. Bu azalisin 48 saat sonunda 24 saate gore daha fazla
oldugu goérulmastir. 1Csy dederi 48 saat igin 80 uM olarak belirlenmistir.
Yapilan preklinik ve Kklinik calismalarda flavopiridolin gesitli ajanlarla
birlikte verildiginde antiproliferatif etkisinin arttigi gdsterilmistir® %72,
Schwartz ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismaya goére p53+/+ kolon kanseri
hidcre hattt olan HCT-116’da, flavopiridol, oksaliplatin ile es zamanli
verildiginde flavopiridollin oksaliplatinin etkisini artirdigi gézlenmigtir. P53 -
/- hiicrelerde bu sonu¢ alinamamistir’’. Calismamizda flavopiridol ve
oksaliplatini es zamanl olarak B16F10 fare melanoma hicre hattina
kombine uygulandiginda oksaliplatin ve flavopiridolun birlikte kullaniminin
antiproliferasyonu arttirmadigi gosterilmistir. Bu sonug, Schwartz ve

4"%F mutant hiicre

arkadaslarinin®” calismalarini destekler niteliktedir. P1
hattimizda p53’Un inaktivasyonunundan kaynaklanan bir sonug¢ oldugunu

gOstermektedir.

Elde edilen in vitro bulgularimizi degerlendirdigimizde,
kombine ila¢ uygulamalarinin flavopiridolin etkisini artirmamasi nedeniyle,
sonraki c¢alismalar yalniz flavopiridol ile surdUrldimustar. Siklin bagimli
kinaz inhibitdrt flavopiridoliin apoptozdaki rolinin arastirilmasina yonelik,
oncelikle Bcl2l1 ve kaspaz 3 genlerinin ifadeleri, in vivo ve in vitro'da

MRNA dizeyinde incelenmigtir. Bcl2L1 mRNA ekspresyon degeri, in vivo
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ve in vitro c¢alismalarin her ikisinde de anlamsiz bulunmustur.
Flavopiridolin hucre hatlarina gére apoptozu uyarma mekanizmasi henlz
tam olarak aydinlatilamamigtir, apoptozun Bcl-2 bagiml ya da bagimsiz
olabilecegi literatirde gdsterilmistir. Calismamizla paralel olarak Sedlacek
ve arkadaslarinin flavopiridollin apoptozu Bcl-2 bagimsiz bir mekanizma
ile yonlendirdigini gostermistir™®. Buna karsilik Kénig ve arkadaslari
flavopiridol uygulamasiyla B hlcre 16semi hicre hattinda Bcl-2 mRNA
ekspresyon degerinin azaldigini ve hicre doéngusunin durdugunu ve
sonrasinda apoptoza yénlendirdigini gdstermistir’®.  Yapilan bir baska
galismada in vivo akut l6semi modelinde E2F1 geninin mRNA
ekspresyonunun duismesine paralel olarak Bcl-2 mRNA gen

ekspresyonunda azalmaya neden oldugu gorilmustir'’.

Calismaya, flavopiridolin apoptotik yolakta goérev alan
kaspaz 3/7, kaspaz 9, Bcl-2 ve hlcre ¢ogalmasinda gorev alan PCNA’nin

protein duzeyindeki degisimleri degerlendirilerek devam edilmigtir.

Flavopiridolln hlcre tipine goére apoptozu; kaspaz bagimli ya

da kaspaza bagli olmadan tetikledigi 6nceki calismalarla gdsterilmistir'®%

193 " Calismamizin in vitro bulgularina gére hiicre canlilik sonuglarimizi
destekler sekilde 24 saat 100 nM'da kaspaza bagh apoptozun arttigi hem
kaspaz 3/7 artisi hem de kaspaz 9'un artigi ile gosterildi. Calismamiza
paralel olarak in vitro bir galigmada flavopiridollin kaspaz 9 ve kaspaz 3’Un
aktivasyonunu zamana bagli olarak, mitokondriyal yolak araciligiyla

apoptoza yonlendirildigi  saptanmistir'®.

Puppo ve arkadaslari ise,
flavopiridolin kaspaz 3 aktivasyonunu artirdigini, ancak kaspaz 9u
uyarmada etkili olmadigini gostermistir ve apoptoza mitokondriyal yolak

araciligiyla yonlendirildigini belirtmislerdir'®.

Bulgularimizdan farkli olarak hem p16™<** hem de 14"%F

delesyonu olan glioma hlcre hatlariyla yapilan bir galismada flavopiridolin
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hlcreleri apoptoza, retinoblastomanin ve p53’Un tumodr baskilayici yolak
degisimlerinden bagimsiz olarak yonlendirdigi ancak kaspaz 3 proteinin
aktivitesinde bir degisim gorulmedidi i¢cin bunu kaspaza bagli olmayan bir
mekanizma ile gerceklestirdigi gdsterilmistir'®. Bu durum hiicre hattina
gore, genetik ozellikleri benzer olsa da flavopiridolin apoptozu, farkh

yolaklari kullanarak yonlendirdigini gostermektedir.

p53 inaktif bir rabdoid tumor hidcre hattinda yapilan
calismada flavopiridolin G2 fazinin durmasina neden oldugu ancak

apoptozu kaspaz 3 aktivitesini artirarak yonlendirdigi gosterilmistir'®®.

In vivo ¢alismamizda, 5 mg/kg flavopiridol uygulanan grupta
kaspaz 9 ve kaspaz 3/7 protein aktivitelerinde kontrole goére anlamli bir
artis gozlenmigtir. Osteosarkoma ve ewing timér modellerinde, flavopiridol
uygulamasinin, kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivitelerinin artisina bagli olarak,
mitokondriyal yolak araciligiyla apoptozu artirdigi ve timoér buyumesini
inhibe ettigi gdsterilmistir'®. Bu durumda, 5 mg/kg flavopiridol uygulanan
in vivo modelimizde, flavopiridol, kaspaz protein aktivitelerini artirarak

apoptotik etki gostermistir diyebiliriz.

Tumor dokusunda hucresel proliferasyon duzeyini belirlemek
icin cesitli yontemler kullaniimaktadir. Bu ydntemlerden biri de PCNA
protein ekspresyonunun immunokimyasal degerlendiriimesidir. PCNA
hidcre déongusunun S fazinda sentezlenir ve DNA sentezinin gostergesi
olan bir proteindir, mitoz sayisi ve mitotik indeksin belirlenmesinde

7~ Bu nedenle flavopiridoliin in vivo olarak timér dokularinin

onemlidir
proliferasyonunu protein duzeyinde goézlemlemek igin PCNA protein
ekspresyonunu immunokimyasal olarak inceledik ve sonuglarimiz doza
bagimli olarak PCNA protein ekspresyon seviyesinin kontrole gore anlamli
olarak dustugunu gdstermistir. Bu flavopiridolln hicrenin S fazinda hicre

doéngusunl durdurmasi ile agiklanabilir. Melanoma hicre hatlariyla yapilan
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bir calismada da E2F1’in ve hulcre proliferasyon belirteci olan PCNA’nin
azalan ekspresyonu ve retinoblastomaninin defosforilasyonu hucre

doéngiisiiniin durmasi ile sonuglanmistir®”.

Buna karsin bir diger calismada ise hicre dongusu
proteinleri olan Rb, E2F1 ve PCNA'nin, flavopiridol uygulamasi sonrasi,
protein ekspresyonlarinin azaldigi goézlenmistir ve apoptoza yonelim

gorilmistir'®®.

PCNA protein ekspresyonunda dusus; kaspaz 3/7 ve
kaspaz 9 aktivitesindeki artis in vivo galismamizda flavopiridolin hicre
doéngusunl durdurdugunu ve de mitokondriyal yolak araciligiyla apoptoza

yonlendirdigini disundurmektedir.

Literatirde, flavopiridolin apoptotik etkisinin arastirnildigi
calismalarda Bcl-2 protein ekspresyonunundaki roli tam olarak
aciklanamamistir. Lésemi hlcre hattinda flavopiridol uygulamasi
sonrasinda Bcl-2 seviyesinin distigl  gorilmistir’®. Newcomb ve
arkadaslarinin yaptigi bir galismada glioma hicre hattinda flavopiridol
uygulamasi sonrasi, siklin D1 ve CDK4 protein ekspresyonlarindaki
dususlne paralel olarak Bcl-2 proteininde ekspresyonun azalmasiyla
flavopiridoliin bu hiicre hatlarinda apoptozu uyardigi gésterilmistir'®.
Ozefaranjiyal kanser hiicre hatlari olan TE8, TE9 ve KE4'te retinoblastoma
ve siklin D1 protein ekspresyonlarinda azalmaya paralel olarak apoptozun
her hicre hattinda goruldigu, Bcl-2 ekspresyonlarina bakildiginda ise
yalnizca TES8 hucre hattinda Bcl-2 ekspresyonunun azaldigi ve diger hicre

" Jn vivo o&zefaranjiyal kanser

hatlarinda degismedigi gorulmustar
modelinde ise flavopiridol uygulamasi sonrasi retinoblastoma ve siklin D1
protein ekspresyonundaki duslse paralel olarak Bcl-2'nin proteinin
ifadelenmedigi  gozlenmistir'’.  Sedlacek ise vyaptigi calismalarda
flavopiridolin apoptotik etkisini, Bcl-2 bagimsiz olarak gergeklestirdigini
énermistir’®. Bulgularimiza gére ise in vivo olarak antiapoptotik bir protein

olan Bcl-2 protein ekspresyon seviyesinde flavopiridol uygulanmis fare
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gruplarinda anlamli bir artis goézlenmistir. Melanoma hicre hatlarinda ise,

2565 By durum

Bcl-2 proteinindeki azalma apoptoza neden olmaktadir
SedlaceK’in 6nerdigi gibi flavopiridolin apoptotik etkisini Bcl-2 bagimsiz

gerceklestirdigini diisindiirmektedir™.

Flavopiridolin hucre hatlarina etkisini degerlendiren bir
calismada, P16™** bulunan ve bulunmayan hiicrelerde apoptoza
giderken bu hulcre hatlarinda normal hicre dongusu kontrol yolagindaki
Rb ve E2F’nin ve calismamizda elde ettigimiz bulgudan farkli olarak

antiapoptotik Bcl-2 geninin ifadelenmesinin azaldigi gdsterilmistir®.

Yan Li ve arkadaslarinin galismasinda ise flavopiridolin
mitokondriyal sitokrom c’nin salimina neden olmus, buradan da kaspaz 3,
kaspaz 8 ve kaspaz 9'un aktivasyonunu saglayarak Bcl-2'nin azalmasiyla

mitokondriyal yolak aracili apoptoza yéneldigi gdsterilmistir'®*.

Calismamizla uyumlu olarak kronik lenfotik [6semi
hlcrelerinde flavopiridoliin apoptozu kaspaz 3’0 uyararak, Bcl-2'ye ya da

p53 fonksiyonuna bagl olmadan yénlendirmistir''2.

INK4A
6 4ARF

Sonuc olarak, flavopiridol uygulanan P1 ve p1
mutant hlcre hatti olan B16F10’da, Bcl2I1’den bagdimsiz, kaspaz 3/7 ve
kaspaz 9 aktivasyonu ile mitokondriyal vyolak aracili apoptoz
gerceklesmektedir. in vivo melanoma modelinde flavopiridol, PCNA
protein ekspresyonunda azalisa sebep olarak hicre doéngusinin
durmasina neden oldugu gibi; Bcl-2’den bagimsiz ve artan kaspaz 9 ve
kaspaz 3/7 protein aktivitesiyle mitokondriyal yolak aracili apoptoza neden
olmaktadir. Elde edilen in vivo ve in vitro bulgular, P16™</CDK/pRb/E2F
yolaginin malign melanoma tedavisinde énemli bir yolak olabilecegini

gOstermektedir.
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6. SONUC

Calismamizda malign melanoma hicre hatlarinda ve
C57BL6 farelerinde olusturulan subkutan6z melanoma kanserinde hicre
siklin  bagimli  kinaz inhibitérd flavopiridol uygulamasi sonrasi
p16™ */CDK/Rb/E2F yolagindaki siklin bagimii kinazlarin inhibisyonuyla
apoptozun uyariimasi hedeflenmistir. P16™**/CDK/Rb/E2F yolagindaki
siklin bagimli kinazlari inhibe ederek apoptotik degisimleri Bcl2l1 ve
kaspaz 3'U mRNA seviyesinde ve kaspaz 3/7, kaspaz 9, Bcl-2 ve hucre
proliferasyonunda goérev alan PCNA'y1 protein ifadesi dlzeyinde
degerlendirerek flavopiridolin apoptotik etkisi belirlenmeye calisiimistir.
Ayrica B16F10 hacrelerine flavopiridol, oksaliplatin ve es zamanli

kombinasyonlari verilerek hucre canliligi degerlendirilmistir.

B16F10 fare hlcre hattinda flavopiridol ve oksaliplatinin tek
baslarina uygulamalarinin antiproliferatif etki gosterdigi, ama kombine
uygulamasinin etkili olmadigi belirlenmistir. in vitro ve in vivo olarak
flavopiridolin tek basina inhibitér uygulamasindan sonra, antiapoptotik
Bcl211 geninin mRNA seviyesinin istatistiksel karsilastirmalarinin anlamsiz
oldugu belirlendi. Flavopiridoltn in vitro ve in vivo olarak kaspaz bagimli

apoptozu uyardigi ve in vivo hicre dongusuni durdurdugu gézlendi.

Sonu¢  olarak, flavopiridolin,  P16™*/CDK/Rb/E2F
yolagindaki siklin bagimli kinazlarin inhibisyonu ile B16F10 fare melanoma
hicre hattinda ve fare melanoma modelinde apoptotik etkilerinin
belirlenmesi, malign melanomanin tedavi yontemlerine 1siIk tutacagi gibi,
daha etkin tedavinin gerceklesmesine de katki saglayabilecektir.
Flavopiridolin diger ajanlarla kombine uygulamalari, kanser hicreleri igin
sinerjistik, normal hdcreler igin de antagonistik bulgular elde edilinceye

kadar surduridlmelidir.
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7. OZET

B16F10 Malign Melanoma Hiicrelerinde Flavopiridol ve Oksaliplatin’in
ve Bu Hucrelerin Aktarildigi C57BL6 Farelerinde Flavopiridol’in
Apoptoz Sinyal Yolaklarina Etkileri

Malignant melanoma (MM) bir deri tumoértdar ve hem
gorilme sikhgr hem de 6lum orani agisindan buyUk bir saglik problemi
olarak degerlendiriimektedir. Siklin bagimli kinazlar (CDK) hucre
doéngusunin dizenlenmesinde ¢ok etkili olduklarindan kanser tedavisinde
hedeftirler. P"*™N*** hiicre déngiisiiniin giris cikisinda ve kontrol noktasinin
batinlagunde gorevlidir. Bir CDK inhibitori olan flavopiridol ,hicre

P16INK4A1

doéngusunin durmasini uyaran yi taklit eden bir ajandir.

Flavopiridol en gugllu etkisini oksaliplatin gibi DNA hasari uyaricilariyla

birlikte uygulandiginda gdsterir. Calismamizda P'oNK

olmayan hucre
hattt B16F10’da flavopiridol ve oksaliplatin  kombinasyonunun
antiproliferatif etkilerini ve ayrica B16F10 enjeksiyonuyla olugsturulmus
melanoma timor modelinde tek ajan olarak flavopiridolin apoptotik

etkilerini arastirdik.

Oksaliplatin (40 uM and 80 uM), flavopiridol (50 nM, 100 nM,
200 nM, 400 nM) ve bunlarin kombinasyonlarinin B16F10 hucrelerindeki
antiproliferatif etkileri 24 ve 48 saatte MTT testiyle Ol¢uldu. Flavopiridol
hiacre canlihgini 24 saatte 100 nM’da bile azaltmigtir. Diger yandan
flavopiridol ve oksaliplatin antagonistik etkiye sahiptir ve birlikte
kullanildiklarinda hicre olumunu azaltirlar. B16F10 hacreleri subkutanoz
olarak C57BL6 farelere enjekte edilip, timdr olusumu gozlendikten sonra
bu fareler flavopiridol (2,5 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg) ve DMSO (kontrol
grubu) ile tedavi edildi. Kaspaz 3/7 ve kaspaz 9 aktiviteleri kolorimetrik
yontemle analiz edildi. Flavopiridol in vitro ve in vivo kaspaz 3/7 ve kaspaz
9 aktivitelerini doza bagimli olarak artirdi. Bcl-2 ve PCNA ifadeleri
immunohistokimyasal olarak analiz edildi. Her ne kadar Bcl-2 boyamasi
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flavopiridol ile tedavi edilen gruplarda artsa da, PCNA boyamasi
flavopiridol uygulanan farelerde azalmistir. BRAF, kaspaz 3 ve Bcl2l1
mRNA ifade dizeyleri gPCR ile degerlendirildi.

Sonug¢ olarak, flavopiridol tedavisi tek ajan olarak B16F10
hdcrelerinin  hicre canhliginda daha iyi bir etkiye sahiptir. Ayrica
mitokondriyal apoptotik yolak araciligiyla doza bagimli olarak kaspaz
aktivitesini  artinr. PCNA ifadesindeki azalis flavopridolin hicre

doéngusunin durmasi ile sonuglanabilen antiproliferatif etkisini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Malign melanoma, Flavopiridol, Apoptoz

69



8. SUMMARY

The Apoptotic Effects of Flavopiridol Combined with Oxaliplatin on
B16F10 Malignant Melanoma Cells and In vivo Effects of Alone on
B16F10 Inoculated C57BL6 Mice

Malign melanoma is the neoplasm of the skinand is
considered a major health problem as both incidence and mortality rates.
The cyclin dependent kinases (CDKs) are major players in cell cycle
regulation and rational targets for cancer. P16™** has functions on cell
cycle entry/exit and checkpoint integrity. Flavopiridol is a CDK inhibitor and

a potent P16™NK*A

simulator that promotes cell cycle arrest. Flavopiridol
exhibits its most potent effects when administered together with a DNA
damage inducer, such as oxaliplatin. In this study, we aimed to examine
the anti-proliferative effects of flavopiridol and oxaliplatin combination on
p16™¢*A deficient melanoma cell line B16F10 and also its apoptotic effects

on B16F10 injected melanoma tumor model as a single agent.

Anti-proliferative effects of oxaliplatin (40 uM and 80 uM) and
flavopiridol (50 nM, 100 nM, 200 nM, 400 nM) and combination of
flavopiridol and oxaliplatin on B16F10 cells were measured by MTT assay
at 24h and 48h. Flavopiridol decreased cell viability even at 100 nM at 24
hour. On the other hand, flavopiridol and oxaliplatin have antagonistic
effects and decreased cell death when used in combination. B16F10 cells
were injected subcutaneously into C57BL6 mice and after tumor formation
these mice were treated with flavopiridol (2,5 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg)
and the control group was treated with DMSO. Caspase 3/7 and caspase
9 activities were analyzed by colorimetric assays. Flavopiridol enhanced
caspase 3/7 and caspase 9 activities in vitro and in vivo in a dose
dependent manner. Bcl-2 and PCNA expression were analyzed by

immunohistochemistry. Even though there was a significant increase in
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Bcl-2 staining, PCNA staining was decreased in flavopiridol administered
mice. BRAF, caspase 3 and Bcl2l1 mRNA expression levels were
quantified with g-PCR.

As a conclusion, flavopiridol treatment had better effects on
cell viability of B16F10 cells as a single agent. It also increased caspase
activity in a dose dependent manner in vitro and in vivo via mitochondrial
apoptotic pathway. Decreased PCNA expression showed antiproliferative

effects of flavopiridol which might be result of cell cycle arrest.

Keywords; Malignant melanoma, Flavopiridol, Apoptosis
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