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1. OZET

Giris ve Amag: Prostat kanseri erkeklerde kansere bagli élimlerde ikinci sirada yer
almaktadir. Kanser kok hicrelerinin  6zelliklerinin  arastiriimasi ve kanserin
gelisiminde yer alan vyolaklarin tespiti, hedefe yoénelik tedavi yontemlerinin
geligtiriimesinde 6nemlidir. mTOR vyolagl prostat kanserinde aktif olarak yer
almaktadir. mTOR ve mLST8 molekulleri hem mTOR1 hem de mTOR2
kompleksinde yer alir. Bu ¢alismanin amaci kok hiicre i¢ceren prostat kanseri hiicre
kiltara (Du-145 KKH) ile kdk hiicre icermeyen (Du-145 non-KKH) prostat kanseri
hicre hatti  kiltirinde mTOR ve mLST8 molekillerinin  yogunlugunu
immiunofloresans yontemi ile karsilastirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: Prostat kanseri hiicre hatti (Du-145) hicre kultart flasklarinda
%5 CO,'li ortamda, 37 °C’'de inkilibatorde kdltire edildi. Floresanla-aktiflesmis hicre
ayirma (FACS) yontemi ile akim sitometri analizi kullanilarak Du-145 prostat kanseri
hilicre hattinda CD133*/CD44™" yiizey belirteclerini bulunduran kanser kok
hucreleri (sorting) ve bunlarin diginda kalan hlcreler (non-sorting) iclerinde 2’ser ml
RPMI 1640 medium bulunan 5 ml'lik polistiren falkon tlplere ayrildi. Du-145 KKH ve
Du-145 non-KKH leri, immunfloresans boyama yontemi kullanilarak hem hucre
canlihlk (DAPI yontemi) hem de mTOR ve MLST8 proteinlerindeki floresan
miktarinin yogunlugu gorsel olarak analiz edildi. istatistiksel yéntem olarak t-testi
kullanildi ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular: Du-145 KKH ve Du-145 non-KKH lerinde mTOR ve MLST8 proteinlerde
meydana gelen degisimler, immunfloresan boyama ydntemi ile incelendi. DU-145
non-KKH ile kiyaslandiginda, DU-145 KKH de mTOR ve MLST8 proteinlerinin
floresan miktarinda artis gorllmistir. Bir gérintl analizi programi olan imageJ
programi ile mTOR ve mLST8'e ait immunofloresans goruntilerdeki yogunluk
(intensity) degerleri hesaplandi. Du-145 KKH ve Du-145 non-KKH lerindeki mTOR
ve mLST8 proteinine ait immunofloresans goérintulerindeki yogunluk degerleri
karsilastirildi. Prostat kanseri kok hicresinde mTOR ve MLSTS8 proteinlerine ait
yogunluk degerleri istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Sonug: Prostat kanseri kok hicresindeki mTOR ve MLST8 proteinlerindeki bu
anlamh artis tedavi ve prognoz tayininde édnemli bir yer teskil edebilir. mTOR yolagi
ile ilgili caligmalar yapilarak hedefe yonelik tedaviler geligtirebilinir.

Anahtar Kelimeler: Prostat Kanseri hicre hatti (Du-145); Kanser Kok Hucresi;
mMTOR; MLSTS8



1. ABSTRACT

Background and Aim: Prostate cancer is the second most common cancer-related
death in men. Investigation of the characteristics of cancer stem cells and the
identification of the pathways involved in the development of cancer are important in
the development of targeted treatment modalities. The mTOR pathway is actively
involved in prostate cancer. The mTOR and mLST8 molecules are found in both the
MTOR1 and mTOR2 complexes. The aim of this study is to compare the intensity of
MTOR and mLST8 molecules in stem cell-free (Du-145 non-CSC) prostate cancer
cell line culture with stem cell-containing prostate cancer cell culture (Du-145 CSC)
by immunofluorescence.

Materials And Methods: Prostate cancer cell line (Du-145) was cultured in an
incubator at 37°C in 5% CO2 environment in cell culture flasks. Using flow cytometry
analysis with fluorescence activated cell sorting (FACS), the cancer stem cells
containing CD133+/ CD44"" surface markers (sorting) in the Du-145 prostate
cancer cell line and the remaining cells (non-sorting) were separated into 5 ml
polystyrene tubes which includes 2 ml RPMI 1640 medium. Du-145 CSC and Du-
145 non-CSCs were visually analyzed for both cell viability (DAPI method) and the
intensity of fluorescence in mMTOR and MLST8 proteins using the
immunofluorescence staining method. The t-test was used as a statistical method
and p<0.05 was considered statistically significant.

Results: Changes in mTOR and MLST8 proteins in Du-145 CSC and Du-145 non-
CSCs were examined by immunofluorescence staining. When compared to DU-145
non-CSC, there was an increase in fluorescence of mMTOR and MLST8 proteins in
DU-145 CSC. Intensity values in the immunofluorescence images of mTOR and
mLST8 were calculated using the ImageJ program, an image analysis program. The
density values of immunofluorescence images of mTOR protein in Du-145 CSC and
Du-145 non-CSCs were compared. The density values of mTOR and MLSTS8
proteins in the prostate cancer stem cell were statistically significant.

Conclusions: This significant increase in the mTOR and MLSTS8 proteins in the
prostate cancer root cell may be an important part of the treatment and prognosis
determination. It is possible to develop targeted therapies by conducting studies on
MTOR pathway.

Keywords: Prostate Cancer cell line (Du-145);Cancer Stem Cell; mMTOR;MLST8



2. GENEL BILGILER

2.1 Prostat Kanseri

Prostat kanseri Avrupa ve Amerika Birlesik Devletlerinde en sik goérilen
birinci, diinyada ve Turkiye’'de ise ikinci sirada goérikmektedir. Turkiye’de tim yas
gruplarinda ikinci, 70 yas uzerinde ise ilk sirada yer alir.(1) Avrupa'da ise prostat
kanseri kolorektal ve akciger kanserlerini gecerek en sik goérilen solid tUmor
olmustur.(2) Bununla birlikte prostat kanseri su anda erkeklerde kansere bagh
olumlerde ikinci sirada yer almaktadir.(3) Prostat kanseri risk faktorleri arasinda ileri

yas, ailesel yatkinlik,genetik,irk,diyet,hormonal ve cevresel faktorler yer almaktadir.

Prostat kanseri tanisi suphesinde PSA(prostat spesifik antijen) ve
PRM(parmakla rektal muayene) kullanilir. TRUS(transrektal ultrasonografi) esliginde
prostat biyopsi ile kesin tani konulur. PRM de sert nodul ve psa yuksekligi biyopsi

endikasyonudur.

PSA,19.kromozomunun kisa kolunda kodlanan human kallikrein grubundan
serin proteazdir ve semenin likefaksiyonundan sorumludur. Klinik kullanimi 1980 li
yillarin ikinci yarisinda baslamistir. Klinik kullaniminin artmasiyla lokalize prostat
kanseri insidansi artarken metastatik hastalik insidansi azalmistir. Sonug olarak psa

tani, evreleme ve tedavi izleminde 6nemli bir timor belirteci haline gelmigtir.(4)

PSA ve PRM'nin tek baslarina pozitif prediktif degerleri sirasiyla %42,1 ve
%31,4 tir. ikisi beraber kullanilirsa bu oran %60 a kadar gikmaktadir.(5)

Prostat kanseri ilk evrelerde asemptomatiktir. Prostat kanserlerinin %70 i
periferik zondan kaynaklanmaktadir ve ilk donemlerde iseme bozuklugu cok
g6zikmez.%15 lik kisim ise transizyonel zondan kaynaklanir ve obstruktif
semptomlar verebilir. Hematuri, disdri, pollaklri, urgency, noktiri diger gorulebilecek
semptomlardir. Kanserin trigon ve Ureter alt u¢ tutulumuna bagl bébrek yetmezIigi
semptomlari gdzikebilir. Kemik metastazlarina bagh agri ve anemi bulgulari
gbzukebilir. Uzak metastazlara ait spesifik semptomlar da ayrica ortaya
¢ikabilmektedir.(6)

Prostat kanseri evrelemesinde TNM (timdr, lenf nodu, metastaz) siniflamasi

kullaniimaktadir. TNM sistemi yalnizca adenokanserler icin gecerlidir.



Tablo 1. Prostat Adenokarsinom TNM Evrelemesi

T: Tdmériin prostat ve gevre dokulara yayginhgi

N: Lenf nodu tutulumu

M: uzak organlara yayilim

* Tx Prostattaki tiimoriin degerlendirilememesi

* TO Prostatta timor bulunmamasi

* T1 Parmakla muayene ve gorintiileme yontemleriyle prostatta timor

saptanamayan hastalar

T1a Rezeke edilmis dokuda <%5 oranda raslantisal timdr saptanmasi

T1b Rezeke edilmis dokuda >%5 oranda raslantisal timdr saptanmasi

T1c PSA yuksekligi nedeniyle yapilan igne biyopsisinde timor saptanmasi

* T2 Prostat bezinde sinirli timoér, parmakla yapilan muayenede prostatta

nodiil bulunmasi

T2a Tek bir prostat lobunun yarisi veya daha azini tutan timor

T2b Tek bir prostat lobunun yarisindan fazlasini tutan timar

T3c Her iki prostat lobunu tutan timoér

* T3 Prostat kapsiiliini agsan timor

T3a Kapstul disina tek veya iki tarafli uzanim (Mikroskopik mesane boynu

tutulumu dabhil)

T3b Vezikula seminalis tutulumu

* T4 Vezikiila seminalisler disinda diger komsu organlara yayilim gosteren

timor

* Nx Bolgesel lenf bezlerinin degerlendirilememesi

* NO Bolgesel lenf bezi tutulumu yok

* N1 Bolgesel lenf bezi tutulumu var

* Mx Uzak organ yayiliminin degerlendiriliememesi

* M0 Uzak organ yayilimi olmamasi

* M1 Uzak organ yayilimi olmasi

M1a Bdlgesel olmayan lenf bezi tutulumu

M1b Kemik metastazi

M1c Diger organ metastazlari




Bu evreleme sayesinde prognoz belirlenir ve uygun tedavinin segimi saglanir.
Lokalize prostat kanserinde tedavi 6ncesinde risk siniflamasi énemlidir.ilk kez 1998
yilinda D’Amico ve arkadaslari tarafindan tanimlanan risk siniflamasi Avrupa Uroloji
Birligi tarafindan tekrar dizenlenmigtir.Bu siniflamada psa,T evresi ve Gleason

skoru yer almaktadir.

Tablo 2. Lokal ve lokal ileri prostat kanserinde risk siniflamasi

DUSUK RISK ORTA RiSK YUKSEK RIiSK
PSA<10 ng/ml PSA 10-20 ng/mi PSA>20 ng/ml Herhangi PSA ve ya
Gleason skoru
Gleason skoru <7 Gleason skoru=7 Gleason skoru >7
T3-4 yada N+
T1-2a T2b T2c
LOKALIZE LOKAL ILERI

Lokalize prostat kanserinde tedavi secgenekleri arasinda bekle-gor tedavisi,

aktif izlem, radyoterapi(RT),hormonoterapi ve cerrahi bulunmaktadir.

Bekle-gor tedavisi klratif tedavi icin uygun olmayan ve kisa yasam beklentisi
olan hastalara Onerilebilir. Aktif izlem ise asiri tedavi ve buna bagli morbiditenin
engellenmesinde bir tedavi segenegidir. Aktif izlemin sartlari PSA<10 ng/ml,Gleason
skoru <7,T1-2a,PSA dansitesi <0,15 ng/ml/cc,<3 pozitif kor tutulumu ve her bir

korda <50 altinda kanser tutulumu olmasidir.

Radyoterapi tedavi segenekleri arasinda konvansiyonel eksternal radyoterapi,
uc boyutlu konformal RT, Intensity Modulated RT, Image-guided radyoterapi yer
almaktadir. Hormonoterapi ise radyoterapi ile kombine edilerek yada cerrahi sonrasi

adjuvan tedavi olarak kullanilir.




Lokalize prostat kanserinde cerrahi rezeksiyon altin standarttir. Radikal
retropubik/perineal prostatektomi, laparoskopik radikal prostatektomi, robot yardimli

radikal prostatektomi cerrahi yontemler arasinda yer almaktadir.

Sonug olarak hastalara multidisipliner yaklasim ile bitin tedavi segenekleri

anlatilmali ve hasta bazli karar verilmelidir.(7)

2.2 Kanser Kok Hicresi
Amerikan kanser arastirmalari dernegi tarafindan yapilan tanima gére kanser

kok hicreleri timor dokusu icinde yer alan, kendini yenileyebilme 6zelligine sahip ve
timorl olusturan kanser hiicrelerine farklilasabilen hicrelerdir.(8) Kanser kok hticre
ile alakal ilk bulgular 1990 yilllarda I6semi ile ilgili galismalardan elde edilmistir.(9)
Kanser dokusu; heterojen bir yapiya sahiptir ve kanser kok hcresi,progenitor
hicreler ve diferansiye(farklilagsmig)hicrelerden olusur.(10) Kanser dokusunun
heterojenitesi kansere karsi direng mekanizmasinda 6énemli yer teskil etmektedir.

Kanser kdk kicresinin olusmasinda stokastik ve hiyerarsik model olmak Uzere
iki hipotez bulunmaktadir. Stokastik model, timdr olusturan hicrelerin herhangi
birisinin tumor baglatma yeteneginin olmasina dayanir. Simdilerde bu model sadece
tarihsel bir 6nem arz etmektedir. Hiyerarsik modelde ise timoér dokusunun hiyerarsik
olarak organize edildigini ve yalnizca bir alt huicre populasyonunun tumor baglatma,
blylme ve hayatta kalma yetenegine sahip oldugunu savunur.(11)

Kanser koék hicresi ile normal kdk hiicre arasindaki fark bélinme kontrolln(
kaybetmesidir.(8) Kok hicre boélinmesi simetrik veya asimetrik olabilir. Asimetrik
bélinmede kok hilicre, ayni 6zelliklere sahip bir kék hlcre ile ve daha sonra
farklilasacak olan progenitor hiicreye ayrilir. Boylece kok hlicre populasyonu sabit
kalir. Simetrik bdélinmede ayni 6zelliklere sahip iki kok hicre olugsur.(11) Ayni
hiyerarsik bolinme daha 6ncede belirtildigi gibi kanser hicresinde de gorulmektedir.
Normal kok hicresi ile kanser kék hlicresi arasinda diger bir fark ise normal kok
hicreler dokularda c¢ok kiguk bir miktarda mevcut iken aksine kanser kok

hicresi,timor hicrelerinin hacminde oldukga genis bir populasyon olabilir.(12)



Sekil 1. Kanser kok hticre hipotezi
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Kanser kok hucreleri kuresel koloni olusturur.(13) Bu kok hiicreleri saptamak
icin hlicre yuzeyi belirtecleri kullanihr.



Tablo 3. Bazi kanserlerin hiicre ylzeyi belirtecleri

Kanser tipi Kanser kok hucre belirteci
Beyin timor CD133+
Meme kanseri CD44+/CD24-
Kolon kanseri CD133+
Hepatik karsinoma CD90+/CD45-/CD44+
Akciger kanseri CD133+
Melanoma ABCB5+
Over kanseri CD44+/CD117+
Pankreas kanseri CD44+/CD24+/ESA+
Prostat kanseri CD44+/a2B1(hi)/CD133+

2.3 Prostat Kanseri Kok Hiicresi
Prostat epitelyum dokusu sekresyon gorevi yapan luminal hucreler, bazal
hicreler ve néroendokrin hicreler olarak Gge ayrilir. Buna ek olarak, hem bazal hem

de luminal hiicre belirteclerini ifade eden kiglk bir ara hicre grubu vardir.(11)



Sekil 2. Prostat hicre tipleri
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Ldminal hicreler, prostat epitelindeki ana hlcre tipidir.Ayni zamanda prostatik
epiteldeki en diferansiye olmus htcrelerdir.Androjen bagimhdir ve bu nedenle
yuksek miktarda androjen reseptori (AR) vardir.Ayrica prostatik sepesifik
antijen(PSA), prostatik asit fosfataz (PAP), sitokeratin 8 ve 18 gibi proteinleri
eksprese ederler.(14)

Noroendokrin hicreler prostat epitelyumunda nadir olarak bulunur. néron
spesifik enolaz kromogranin A, sinaptofizin, kalsitonin eksprese ederler. Buna karsin
androjen reseptdrl ve prostat spesifik antijeni eksprese edemezler.(15)

Prostat epitelyumunun bazal katmaninda yer alan bazal hicreler sitokeratin 5
ve 14,CD44,integrin a6B1 ve p63 ekprese ederler.(11)

Prostat kanserinin bazal ve Iluminal hucrelerden kaynaklandigi
saniimaktadir.(11) Onceleri, timér kutlesinin blyilik ¢ogunlugunu igeren luminal
hicrelerin timdér gelisiminin kaynagi oldugu kabul edildi. Bunu destekleyen bazi
c¢alismalar mevcuttur. Luminal epitel projenitdr hicrelerin, Pten-knockout prostat
kanseri modelinde timdr baslatan hicreler oldugu tespit edilmistir.(16) Buna
ragmen prostat bezindeki bazal hicreler p63, CD44, CD49f, CD133 gibi kdk hlcre
yenilenmesini dizenleyen yizey molekillerini eksprese eder. Prostat kanser kok
hicresinin bu bazal hicrelerden kaynaklandidr disunudlmektedir.

Mevcut anti-androjen terapisi ve kastrasyona direngli prostat kanserine karsi
kemoterapi, sinirll sagkalim yararlari goéstermektedir, ¢inkl bu tipteki tedauvi,
oncelikli olarak neoplastik, hizli buyuyen kanser hucrelerini hedeflemektedir ancak

kanser kok hicrelerini hedeflememektedir.(17)



Prostat kanseri kok hucreleri hdcre hatlarinda, ksenograft hayvan
modellerinde, hiicre kiiltirlerinde izole edilmistir. (11) in vitro ve in vivo olarak
prostat kanserini tespit etmek i¢cin  kullanilan belirtegclerden  bazilari
CD44,CD133,CK5/14,CK8/18,ABCG2,0CT3/4,SCA-1,SMO, integrin a231 dir.(18)

Hucre adezyonu ve hiicre goég ile ilgili bir glikoprotein olan CD44, birgok kanser
kok hucresini tespit etmek icin kullaniimaktadir. CD44+ olan prostat kanseri kok
hicreleri daha fazla metastaz yapmaya egilimli oldugu tespit edilmistir.(19)
CD44+CD24- prostat kanseri kdk hticrelerin tiimor olusturma yeteneklerinin 100 kat
fazla oldugu bulunmustur.(20) CD44+ hicre sayisi gleason skoru yiksek olanlarda
daha fazla tespit edilmistir.(21)

Bir baska belirte¢ olan CD133 ile yapilan calismada CD133 + hucrelerin
proliferatif potansiyele sahip olduklari ve bagisikligi baskilanmis erkek farelerde
prostatik asini hicrelerini yeniden olusturabildikleri gosterilmistir.(22)

Bir baska kanser kok hiicre calismasinda CD44 + a231 integrin ylksek
CD133 + prostat kanser kok hlcreleri androjen reseptdri icermemektedir. Fakat
kendi kendine yenilenme ve androjen reseptdri pozitif hlcrelere farklilasma igin
yuksek bir kapasite gdsterdiler.(23)

Bir diger belirte¢ olan Aldehid dehidrogenaz (ALDH1A1l), retinoik asit
metabolizmasinda goérev alir. Yiksek ALDH aktivitesi, kok hicre durumu ile
koreledir.(24) Ayrica gleason skoru ve patolojik evre ile pozitif korelasyon oldugu ve
hasta sagkalimi ile ters orantili oldugu bulundu.(25)

CD166'nin ekspresyonu, kastrasyona direngli prostat kanserinde artar.(26)

Son olarak prostat kanser kék hicrelerini takip etmek igin TMPRSS2-ERG gen
fUzyonu kullanilabilir. Androjen ile regule olan transmembran serin proteaz
gen(TMPRSS2) ile eritroblastozis virus(ERG)onkogeni flizyonu prostat kanseri
gelisimi, ilerlemesi ve evresi ile yakindan iligkili oldugu gdsterilmistir.(27)

Sonug olarak kanser kok hicrelerini tespit etmek icin bir takim belirtecler
yaygin olarak kullaniimaktadir. Farkl belirteclerin kanser kok hucrelerinde
ekspresyonunun farkli olmasi kanser kok hucrelerinin dinamik bir fenotip oldugunu

gosterir.
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2.4 mTOR

2.4.1 mTOR tanimi ve tarihgesi

mTOR katabolik ve anabolik metabolizmalar arasinda kritik éneme sahip
fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) ile ilgili kinaz familyasina ait bir serin treonin
kinazdir.(28) mTOR, memelilerde rapamisinin hedefi olarak bilinmektedir.(29)
Rapamisin  (sirolimus) ilk kez 1975 yilinda Rapa Nui adasinda izole edilmistir.
Rapamisin immunsupresif 6zelligi olan antifungal bir ilactir.(30)1980’li yillarda
Amerika Ulusal Kanser Enstitistu tarafindan antikanser o6zellikte oldugu ortaya

konmustur. 1990 yillarda ise mTOR tanimlanmistir.
2.4.2 mTORC1 ve mTORC2

2.4.2.1 mTORC1 ve mTORC2 komponentleri

MTORC1; mTOR ve diger dort proteinden raptor, mLST8, PRAS40 ve
DEPTOR den olusur.

Raptor, regulatory-associated protein of MTOR olarak tanimlanir ve
dizenleyici protein olarak goérev yapar. Raptor,mTORCZ’in lokalizasyonunu ve
substrat baglanmasini diizenlemek icin iskele proteinleri olarak hizmet eder.(31)

PRAS40, prolin acgisindan zengin Akt substrat 40 kDa olarak tanimlanir.
PRAS40, mTORC1 in negatif diizenleyicisi olarak gorev yapar.(28)

mLST8, mammalian lethal with SEC13 protein 8 olarak tanimlanir ve diger bir
ismi G protein beta subunit-like(GBL)dir. mLST8, hem mTORC1 hem de
mMTORC2'nin ortak bir alt birimidir ve mTOR kinazin aktivasyonu igin gereklidir.
mLST8'in mTOR'un aktif boélgesini direk olarak stabilize ettigini ve mTOR kinaz
aktivitesinde mLST8'in kritik bir rol oynadidi ortaya ¢ikarmistir. Ancak kesin iglevi
hala bilinmemektedir.(29)

MTORC2; mTOR ve diger protein olan rictor, mLST8, DEPTOR, mSinl ve
protordan olusur.

Rictor, rapamycin-insensitive companion of mTOR olarak tanimlanir.
MTORC1 de yer alan raptor proteinin goérevini mTORC2 de rictor Ustlenir.
MTORC?2’in  lokalizasyonunu ve substrat baglanmasini diuzenlemek icin iskele
proteinleri olarak hizmet eder.(31) Ornegin Pten delesyonu saglanmis farelerde
rictor,prostat timarlerinin buyidmesi igin gereklidir.(32)

mSinl mammalian stress-activated protein kinase interacting protein 1 olarak
tanimlanir ve diger bir ismi MAPKAP1 dir.
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Protor 1/2 protein observed with Rictor 1 and 2 tanimlanir ve mTORC2
araciliginda, SGK-1(serum / glukokortikoid dizenlenmis kinaz-1)in aktivasyonunu
arttinr.(31) mSinl ve protor, mMTORC2 kompleksinin olusmasinda ve
lokalizasyonunda gérev yapan yardimci proteinlerdir.

DEPTOR, DEP domain-containing mTOR-interacting protein olarak
tanimlanmaktadir. Deptor endojen bir mtor inhibitéri olarak goérev yapar ve ¢ogu
kanserde dustik seviyede eksprese oldugu gosterilmistir.(31) Deptor hem mTORC1
hem de mTORC2 kompleksinde yer alan proteindir.mLST8 pozitif dlizenleyici olarak

gorev alirken Deptor ise negatif bir dizenleyici olarak gérev yapar.(28)

Sekil 3. mMTORC1 ve mTORC2 komponentleri
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2.4.2.2 mTORC1 ve mTORC2 fonksiyonlari

Kanser hicresinin olusmasinda PI3K/AKT/ mTOR vyolagi énemli bir yer

tutmaktadir.

Buyume faktorleri ve bir takim reseptdr tirozin kinaz(RTK)larin aktivasyonu ile
RTK larin sitoplazmik tirozin kalintilari otofosforilize olur. Bu otofosforilasyon ile
fosfatidilinositol 3-kinaz(P13K) aktive olur.Bdylece fosfatidilinositol 4,5 bifosfat(PIP2)
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fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfat (PIP3)’e cevrilir.PIP3 ise, fosfatidilinositol bagimli
kinaz(PDK1) aktive olur. PDK1 de AKT ve SGK aktivasyonuna neden olur.

Akt ayrica, PRAS40 alt birimini fosforile ederek mTORC1'i dogrudan aktive
eder. Sonu¢ olarak mTOR’'un asagi dogru sinyal yolaginda temel hedefi olan
ribozomal protein S6 kinaz (S6K) ve okaryotik baslatma faktor 4E baglayici protein 1
(4EBP1) uyariimig olur.(33)

Sekil 4. S6K ve elF4E uyariimasi
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Protein biyosentezinin mTORC1 tarafindan dizenlenmesi, ribozomal protein
S6 kinaz 1 (S6K1) ve okaryotik baglatma faktér 4E baglayici protein 1 (4E-BP1)in
fosforilasyonu yoluyla gerceklesir.(34)

4EBP1 normalde elF4E ile kompleks halindedir. AKT/mTOR yolaginin
aktivasyonu ile 4EBP1’nin fosforillenir ve bu kompleks ayrilir. Boylece elF4E aktive
olarak protein translasyonu baglamis olur.

Ayrica 4EBP1’nin fosforilasyonu HIF-1la(Hypoxia-inducible factor 1-alpha)
sentezinde artmaya neden olur.

S6K1Inin  fosforilasyonu da  protein  sentezinin  baglangic  ve
elongasyon(uzama) kismina yardimci olur. S6K1, insilin reseptéri substrat 1(IRS-
1) inhibisyonu yoluyla PISK/AKT/mTOR’ u negatif geribildirim ile inhibe etmektedir.
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Sekil 5. n"TORC1 ve mTORC2 fonksiyonlari
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Glikoliz ve mitokondriyal fonksiyonun kimyasal inhibitdrleri mTORC1
aktivitesini baskilamakta, bu da mTORC1'in huacresel enerjiyi algiladigini
go6stermektedir. AMPK TSC1 / 2'yi fosforile eder, muhtemelen GAP aktivitesini
Rheb'e karsi uyarir. AMPK ayrica raptoru fosforiller ve mMTORCL1 inhibe eder.(32)

Son calismalarda karbamoil fosfat sentetaz 2, aspartat transkarbamilaz,
dihidroorataz un olusturdugu pirimidin sentezinde gérev alan enzim kompleksinin; S
kinaz tarafindan fosforile oldugu bildirilmistir.(35)

MmTORC2, hicre sagkalimini, hicre doéngusi ilerleyisini ve anabolizmi
dizenleyen Akt, serum ve glukokortikoidle induklenebilir kinaz (SGK) ve protein
kinaz C(PKC)'yi fosforile eder ve aktive eder.(12) mTORC2, besin maddelerine daha
az duyarlidir, ancak hicre digi buyume faktorlerine buyuk olglide yanit verir. Bunun
nedeni tam olarak agiklanamamistir.(31)

mTORC2'nin kronik inhibisyonu altinda, alternatif yollarin, Akt fosforilasyonunu
saglayabilecegini dusundurmektedir.(28) mTORC2 komleksinin kanser hicrelerinde
proliferasyon, sagkalim ve besleyici madde aliminin diizenlenmesinde rol oynadigini
ileri sirmustuar.(28)

Ayrica mTORC2'nin ribozomlarla fonksiyonel regilasyonu ve iligkisi rapor
edilmistir.(36) MTORC2'nin dizenlenmesinde endoplazmik retikulumun roli vardir.
Yakin zamanda yapilan bir ¢alisma, endoplazmik retikulumda mTORC2'nin énemli
rolunu desteklemektedir.(37)
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Tablo 4. mTORC1 ve TORC2 fonksiyonlari

mTORC1 fonksiyonlari mTORC2 fonksiyonlari

MRNA translasyonu ve ribozom

biyogenezi artisi Aktin organizasyonu

Metabolizma artig! Buyume faktord uyarimi

Anjiogenezis/hipoksi adaptasyonu

Otofaji ve apoptozis inhibisyonu

2.4.3 mTOR sinyal yolagi ve kanser iligkisi

Memeli hicrelerinde, simdiye kadar tanimlanan tek bir mTOR geni vardir.
Evrimsel olarak korunmus bir kinaz olarak, mTOR, blyuk oél¢iide sirasiyla mTORC1
(MTOR kompleksi 1) ve mTORC2 (mTOR kompleksi 2) olarak adlandirilan iki ayri
protein kinaz kompleksinin katalitik alt birimi olarak islev gérur.(31) Bu iki kompleks

hicresel metabolizmalarda dnemli rol oynamaktadir.

MTOR, Aktin sito-iskelet, protein yikimi, protein kinaz ¢ sinyalizasyonu ve
ribozom biyogenezinin  organizasyonu, mRNA transkripsiyon ve protein
translasyonun baslatilmasi gibi Gnemli metabolizma olaylarinda gérev yapar. Ayrica
mMmTOR apoptozisten sorumlu molekdlleri inhibe eder. mTOR, kanser hucrelerinin
hizli gogalmasini destekleyen lipid sentezinde yer alan bir enzim olan yagd asidi

sentazi yukari regule eder.

Kanser sinyalizasyonu yolaklarinda PI3K / AKT kinaz zinciri, protein kinaz C
ailesi (PKC) ve mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK)/Ras sinyalizasyon

zincirleri yer almaktadir.

Aktif p53 mTOR negatif dizenleyicisidir ve kanserde p53 fonksiyonu ortadan
kalkar ve sonug¢ olarak mTOR aktivitesi artar. Benzer sekilde; PTEN kaybi veya
inaktivasyonu ve tuberoz skleroz 1 ve 2 kompleksi, LKB1 gibi mTOR negatif

dizenleyicilerin mutasyonlari da mTOR aktivasyonuyla sonuglanir.(28)
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Kanserlerin baslangicinda, gelismesinde, metastastatik olma durumunda
mTOR 6nemli bir rol oynar. Dolayisiyla agirr mTOR aktivasyonu, bir ¢cok timorin
patogenezinde rol oynar. Kanser tedavisinin dizenlenmesinde 6nemli bir hedef

olarak gorulmektedir.(32)

Kanser hlcrelerinde pek c¢ok farkli mekanizma PI3K/AKT/ mTOR yolunun
yapisal aktivasyonu ile sonuclanabilir. mTOR aktivasyonu ile sonuglanan hucre igi
suregleri PTEN fonksiyonu kaybi, PI3K p110 katalitik Unitesinin mutasyonu veya
amplifikasyonu, PI3K p85 dlzenleyici Unitesinin mutasyonu, AKT1 ve 2 AKT
enzimlerinin her hangi birisinin amplifiaksyonu ve tuberdz skleroz 1 (TSC1) veya
TSC2 gibi AKT ile iligkili mTOR duzenleyici proteinlerin inaktivasyonu ya da
mutasyonlarini igerir. ilging olarak, mTOR’un kendisinin herhangi bir mutasyonu
bildirilmemistir.(38)

2.4.4 mTOR inhibitoru ilaglar
Asiri mTOR aktivasyonu, bir ¢ok timérin patogenezinde rol oynar. Kanser

tedavisinin dizenlenmesinde dnemli bir hedef olarak gérulmektedir.(32)

Temsirolimus, everolimus, ridaforolimus ve deforolimust gibi mTOR
inhibitorlerinin kanserli hastalarda guvenilirlikleri ve etkinlikleri kanitlanmigtir. mTOR
inhibitord ilaglarin meme, lenfoma, akciger, mide ve sarkom kanserlerini icine alan
cesitli solid tumarlerde etkinligi gosterilmistir.(32)

Rapamisin(sirolimus) ve analoglari gibi mTOR inhibitérleri sadece mTORC1’i
etkileyip, mTORC2'yi etkilememektedir. Bu ilaglar, mTOR’un segici inhibitdéri olup
MTORCT’i inhibe ederler. mMTORCH1, sirolimusa ve besin seviyelerine duyarlidir.
Aksine mTORC2, sirolimusa duyarsizdir.(39)mTOR inhibitéri ilaglar, hicre ici
protein olan FK506 baglayici protein-12 (FKBP-12) ile kompleks olusturur ve
raptorun mTOR’a baglanmasini engelleyerek mTOR aktivitesini 6nlerler.(40)

Rapamisin MTOR 1 i¢in blylk olclide secici olsada bazi ¢alismalarda yiksek
doz rapamisinin  MTOR2 kompleksini de inhibe ettigi hicre hatlarinda
gOsterilmistir.(35) Rapamisin MTOR 1 inhibe eder. Dolayisiyla SGK’de inhibe olur.
Bu inhibisyonla MEK-ERK kaskadi ve PDGFR aktive olur. Bu dongdler, rapamisinin
etkilerini azaltarak kanser modellerinde ve hastalardaki etkinligini azaltmaktadir.
Ayrica rapamisin  mTORC1'in tim fonksiyonlarini inhibe etmez. 4E-BP1
fosforilasyonunu gecici olarak ve kismen etkiler. S6K1-IRS1 geri besleme
doéngusund baskilayarak ve PI3K-AKT yolunu hiperaktive olur. Bu olumsuzluklar,
MTOR ikinci jenerasyon inhibitorleri arayigina sureklemistir.(28)

Temsirolimus 2007 yilinda FDA onayi alarak ilerlemis renal hicreli karsinom

hastalarinda sag kalimi artirdigi gésterilmis. Temsirolimus, ilk mTOR inhibitdr sinifi
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ilag olmustur. Baska bir mTOR inhibitéri olan everolimusun da metastatik bébrek
hicreli kanser hasta grubunda progresyonsuz sag kalimi uzattigi goértlmastir.
Ayrica tuberosklerozla iligkili astrositom ve pankreatik néroendokrin tumorlerde de
kullaniimaya baslanmistir. Ridaforolimus, sarkomada etkinligi gdsterilmis bir diger
MTOR inhibitdrudur.(39)

Daha oncede belirtildigi gibi rapaloglar mMTORC1 e daha spesifik olmasi
sebebiyle hem mTORC1 hem mTORC?2 i inhibe eden ajanlarin arayisi olmustur.
ATP-kompetitive mTOR kinaz inhibitérleri hem TORC1 hem de TORC2 kompleksini
inhibe eder. Bu inhibisyonunu kinaz aktivitesini ortadan kaldirarak yapar. Bu grup
inhibitérler ile rapamisin ile karsilastirildiginda; her ikisinin de S6KZ1’in
fosforilasyonun inhibisyonunda  etkisi  esittir. 4E-BP1  fosforilasyonunun
inhibisyonunda ise mTOR kinaz inhibitérleri daha etkilidir.(41)

Prostat kanseri Gzerine bazi Mtor kinaz inhibitorlerinin faz 1 klinik calismalari
devam etmektedir. Bunlardan INK128, AZD8055, OSI-027 den bahsedilecektir.

INK128, farkli kanser hicre gizgilerinde apoptozu uyarir. in vivo bir fare
¢alismasinda INK128 tedavisi, azalmis proliferasyon ve artan apoptoz ile iligkili olan
PtenL/L farelerindeki prostatik intraepitelyal neoplazi (PIN) lezyonlarinda % 50
azalma ile sonuglandi.

PtenL/L farelerindeki INK128 tedavisinin benzersiz sitotoksik 6zellikleri, prostat
kanseri hacminde belirgin bir azalma ile kanitland.

AZDB8055;4E-BP1, S6 ve Akt fosforilasyonunu &nemli Olglide inhibe etti.
AZDB8055; meme, akciger, kolon, uterin ve prostat dahil olmak Uzere bircok kanser
hicre dizisinin gogalmasini glgla bir sekilde inhibe etti.

0SI-027, in vitro ve in vivo olarak g¢esitli kanser modellerinde mTORCA1
substratlari 4E-BP1 ve S6K1'in yani sira mTORC2 substrati Akt'in fosforilasyonunu
inhibe etti.

OSI-027 ayrica, kolon, yumurtalik, gégus, akciger, prostat, lenfoma ve bag-
boyun kanseri bircok farkh insan ksenograft modelinde antitimor aktivite
gOsterdi.(42)

Dual PISK-mTOR inhibitorleri, katalitik mTOR inhibitérlerine gére daha Ustin
olabilir. Cunku, PI3K-PDK1 ve mTORC2'yi devre disi birakarak Act inhibisyonuna
neden olur. Bununla birlikte, sinyal yolaklarinin bu genis inhibisyonu normal hucreler
icin toksik olabilir.(28) NVP-BEZ235, BGT226, XL765/SAR245409, SF1126, GDC-
0980, PI-103, PF-04691502, PKI-587, ve GSK2126458 gibi ilaglarin ileri solid

tumorlerde ve lenfoma icin faz1 ve faz 2 galismalari devam etmektedir.(28)
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Sekil 6. mTOR ilag inhibitérlerinin mekanizmasi
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2.5 MLST8

2.5.1 MLST8 tanimi ve fonksiyonu
mLST8,daha dncede belirtildigi gibi mammalian lethal with SEC13 protein 8

olarak tanimlanir ve diger bir ismi G protein beta subunit-like(GBL)dir. mLST8, hem
MTORC1 hem de mTORC2'nin ortak bir alt birimidir. Yedi WD40 tekrarini iceren
kigUk bir adaptor proteini olan mLST8, mTOR'un kinaz alanina baglanir ve
mTOR'un kinaz aktivitesini duzenledigi gosterilmistir.(36) MLST8 icermeyen fareleri
kullanan asagidaki cgaligmalar, bu proteinin mTOR-raptor etkilesimi icin degil,
MTOR-rictor etkilesimi icin gerekli oldugunu ve mLST8'in mTORC1'den ziyade
mTORC2 igin bir role sahip oldugunu gdstermistir. Bu nedenle, mLST8'in kesin rold,
MmTORC1'de 0&zellikle belirsiz kalmaktadir.(41)bazi calismalarda ise mLST8
upregulasyonunun, mTORC1 / 2 olusumunun ve akabinde AKT ve 4E-BPl'in
fosforilasyonunun desteklenmesine katkida bulundugu gdsterilmistir.(29)

Ayrica, S6K tarafindan fosforile edilen karbamoil fosfat sentetaz 2, aspartat
transkarbamilaz, dihidroorataz un olusturdugu pirimidin sentezinde goérev alan
enzim kompleksi ile mLSTS8 iligkilidir.(29)
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2.5.2 MLSTS ile kanser iligkisi

mLST8 upregulasyonu, mTORC2 yolunun aktivasyonu yoluyla potansiyel
olarak hiicre iskeletinin yeniden dizenlenmesini ve fokal kontaklarin olusumunu
destekler. Bu bulgular, mLST8 upregullasyonunun kanser hicrelerinin invazif
potansiyelini arttirdigini géstermektedir.

Bununla birlikte, prostat kanserleri durumunda, normal ve kanser hcreleri
arasinda mLST8 transkriptlerinin  ekspresyonunda anlamli  bir  degisiklik
olmamistir.(29) mLST8'in ayni zamanda, tumaor buyumesine ve invazyonuna katkida
bulundugu bircok insan kolon ve prostat kanseri hicresi dokusunda da
dizenlendigini gosterdik.(29)

Western-blot analizi, test edilen tim kanser hlcresi hatlarinda isaretlenmis
bir mLST8 artis1 gdsterdi. Benzer sekilde, mTOR, RICTOR, RAPTOR ve mSIN1 gibi
diger mTOR kompleks bilesenlerinin protein seviyeleri de bu hicrelerde yukari

dogru dizenlenmigtir.(29)
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

Tablo 5. Calismada kullanilan kimyasal maddeler, Uretici firma bilgileri ve kullanim

amaclari

Kimyasal Uretici Firma Kullanim Amaci
RPMI1640 media Lonza Hucrelerin besi ortami
FBS (Foetal Bovine Serum) Biowest (S51810) Besi ortamina eklenen

besleyici madde

Penisilin/Streptomisin

Thermo Scientific

Besi ortamina eklenen

(SVv30010) antibiyotik
Amfoterisin B Lonza (17-836E) Besi ortamina eklenen
antifungal

PBS (Phosphate Buffer
Saline)

Biovision (2113-500)

Pasaj yapilirken hucrelerin
yikanmasinda kullanilan
tampon ¢ozelli

Kultire edilen adheziv

Tripsin-EDTA Lonza (BE12-167F) hicreleri flask ylzeyinden
ayirmak igin kullanilan
kimyasal

L-Glutamine Thermo Scientific Besi ortamina eklenen

(SH3003401) (RPMI-1640’a) amino asit
Tablo 6. Calismada kullanilan cihazlar ve markalari
Cihaz Marka

Hassas Terazi

Ohaus EP 214C

Manyetik Karigtirici

Are

inkibator

Thermo Scientific

Santrufyj

Niave NF 200, TR

inverted Mikroskop

Shimadzu UV-1208

Floresan Mikroskop

Laminer kabin Esco, ABD

Su Banyosu Nuve BM 402
Vorteks Mhisheler IKA
Etlv Heraeus

pH metre inilab wtw series
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3.2 Hiicre Kiltiira
Prostat kanseri hiicre hatlari (DU-145) Amerikan Tip Kultur Koleksiyonu’'ndan

(ATCC) temin edilmigtir.

3.2.1 Hiicre kiiltir hatti icin mediumun hazirlanmasi

Tablo 7. Hicre kiltird hazirlanmasinda kullanilan malzemeler

Solusyonlar % Hacim (ml)
RPMI1640 500 ml
Fotal Bovin Serumu % 10 | 50 ml
L-Glutamin % 1 5ml
Penisilin/Streptomisin % 1 5ml
Amfoterisin B % 1 5ml

3.2.2 YOontem

1. RPMI 1640 sollisyonu icerisine cizelgede gdsterilen miktarda FBS, L-Glutamin,
Amfoterisin B ve Penisilin/Streptomisin eklenir.

2. Pipetle birkag kez ¢ekilip birakilarak ortamin homojen olmasi saglanir.

3. Sise +4° C’de saklanir.

3.2.3 Hiicre Hatlarinin Uretilmesi

Prostat kanseri hicre hatlari (Du-145) %10 FBS, %1 Penisilin/Streptomisin ve
%1 L-Glutamin ve %1 Amfoterisin B igeren RPMI 1640 (Lonza, BE12-167F)
mediumla 75 cm?lik steril polisitren hiicre kiiltiir(i flasklarinda (Corning ) % 5 CO'li

ortamda, 37°C’deki inkiibatérde kiiltiire edilmistir.

3.2.4 Hucrelerin Pasajlanmasi
Pasajlama iglemi i¢in hdcrelerin hicre kultari flasklarinin ytzeyini tamamen

kaplamis (%90-100) olmalari gerekmektedir. Boyle flasklara ‘konfluent flasklar’
denir. Konfluent flasklarin Gzerindeki besiyeri aspire edilerek uzaklastirilir. Hucreleri
temizlemek icin PBS ile yikanir ve daha sonra PBS aspire edilerek ortamdan
uzaklastinlir. Hicre pasajlama islemi, flasklarda tek tabaka halinde bulunan
hicrelere zarar veriimeden yizeyden tripsin yardimiyla Kkaldinlip sivi iginde

suspanse edilerek bagka ortamlara aktarma prensibine dayanir. Aktarilan ortam %5
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CO.'li etiivde 37° C’de hiicre tabakasi olana kadar inkiibe edilir. Standardizasyon
acisindan her pasajlama isleminde hicre sayimi ve hucre canlihgi kontrol edilir.
Hucreler tripan mavisi ile muamele edilerek, bir hemositometrede mikroskop altinda
incelenir.

Deney sirasinda kullanilacak Tripsin-EDTA (Lonza) 30 dakika oncesinden
37°C’ye ayarlanmis olan su banyosunda bekletilmistir. Hlicreler 4 ml % 0.05 Tripsin-
EDTA (Lonza) ile muamele edilerek 3 dakika inkiibatérde (37°C, %5 CO,) inkiibe
edilmis ve hicrelerin flask ylzeyinden ayriimalari saglanmigtir. Sire bitiminde
hicrelerin  tutunduklari kiltir kabinin ytzeyinden ayrilmasi mikroskop altinda
g6zlenmistir. Tripsin-EDTA ile hidroliz edilen hiicre ortamina 8 ml FBS iceren RPMI
1640 medium eklenerek tripsin inaktivasyonu saglanmis ve 15 ml’lik santrif(ij tipune
(non pirojenik ve steril, AFS) transfer edilerek 1000 rpm’de 5 dakika santrifij
edilmistir (NGve NF 200, TR). Santriflij sonrasi supernatant dokdulip tip icerisine 2
ml besiyeri eklenerek hicreler tekrar sidspanse edilmis ve mikroskopta
sayllmiglardir. Hucrelerin sayilmasi icin 10 ul hlcre stspansiyonu 90 ul Tripan
boyasiyla karistirilarak mikroskop altinda sayim yapiimistir. Hemositometredeki dort
karedeki hucreler sayilip ortalamasi alindiktan sonra ¢ikan sayi Dilisyon katsayisi x
10* ile garpilip 1 ml'deki hiicre sayisi (hiicre/ml) 1x10° hiicre/ml olacak sekilde
ayarlanmistir. Bu islemin sonucunda c¢ogaltma islemi igin hicreler yeni kalttr
flasklarina alinmistir. Hiicreler % 5 CO,li ortamda, 37°C’deki inkiibatdrde kiiltiire

edilmistir.

3.2.5. Hiicre Hattinin Dondurulmasi
Kullanilan hacreler, yapilan ¢alismada duyulan ihtiyagtan daha fazla sayida

cogaliyor veya yapilan calisma bitmis ya da ara verilecek ise uygun kosullarda
dondurularak  saklanabilir.  Hicrelerin  dondurulmasi, hilcrelerin  yeniden

¢ozduruldugunde canhiik oraninin yiksek olmasi i¢in ¢cok dikkat edilmesi gereken bir

islemdir.
Tablo 8. Hiicre Dondurma Mediumu igerigi
Malzemeler Final Konsantrasyon | 1 ml dondurma mediumu
Medium (RPMI1640) % 70 0.7 ml
Fetal bovin serum (FBS) | % 20 0.2 ml
DMSO % 10 0.1 ml
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Uygulama Basamaklari
1. Su banyosu 37° C'ye isttilir.
2. Hiicre besi ortami ve serum su banyosunda 37° C'ye isitilir.
3. ‘Huicre Pasajlanmasi’ protokolliinde belirtildigi sekilde hlicre pelleti elde edilir.
4. Hicre pelleti, 1 mL dondurma ortami iginde sispande edilir ve ‘cryovial’ adi
verilen tiiplere konulur (Hiicre siispansiyonunda 2-4 x10° hiicre/ml olmasi, yeniden
¢ozuldugunde hicre canhliginin iyi olmasi agisindan dnemlidir).
5. Hucrelerin bulundugu tipler dondurma kabina konulur ve —-80°C’de bir gece
bekletilir.

6. Ertesi gun sivi azot tankina transfer edilir.

3.3 Akim (Flow) Sitometrisi Yontemi
Akis sitometrisi, belli bir hizda akan bir sividaki hlcre veya partikullerin

akiskanin iginde iken karakteristiklerinin Olctlmesidir. Akim sitometrisi ile bir
suspansiyon halindeki hiicre ya da partikiller, lazer 1s1g1 ile aydinlatiimakta olan bir
bélmeden gegirilir; hucrelerin  1ssgin  6nunden gegerken verdikleri sinyaller
toplanarak analiz edilir. Olusan sinyallerin kaynagi, hidcrenin blyUkllk, grandlarite
gibi fiziksel Ozellikleri olabildigi gibi; hicreye baglanan cesitli fluorokromlar da
olabilir. Boylece hicre ya da partikilin immunfenotipi, DNA icerigi, enzim
aktiviteleri, hicre membran potansiyeli, canlihgi gibi ¢esitli 6zellikleri hakkinda bilgi
elde edilir.

Akis sitometrisinde, her bir hiicre lazer demetinin icinden gecerken saptirilan
lazer 15131 ve hucreler tarafindan yayinlanan floresan 15131 bir araya getirilip, optik
filtreler ve aynalar tarafindan farkli dalga boylarina gére ayrilarak, analog sinyallere
donustarularler. Bu sinyaller dijitallestirilerek, histogramlar olarak ekrana aktarilir.

Histogram, dlgulen parametrelerin frekans dagilimlarinin gérsel sunumudur.
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Sekil 7. Akim sitometrisini calisma prensibi
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3.4 Flow Sitometri Cihazinda CD133*/CD44"°" Kanser Kok Hiicrelerinin

Toplanmasi

DU145 prostat kanseri hucrelerinin %1 L-Glutamin (Thermo Scientific,
SH3003401), %10 FBS (Biowest, S1810), %1 Amfoterisin B (Lonza, 17-836E) ve
%1 Penisilin/Streptomisin (Thermo Scientific, SV30010) iceren RPMI 1640 (Lonza,
BE12-167F) mediumla 75 cm?lik steril polisitren hiicre kiiltiiri flasklarinda (Corning)
cogaltiimalarindan sonra hucreler 4 ml % 0.05 Tripsin-EDTA (Lonza) ile muamele
edilerek 5 dakika inkiibatérde (37°C, %5 CO,) tutuldu ve flask yiizeyinden
ayrilmalari saglandi. % 0.05 Tripsin-EDTA + hicre karisimina FBS iceren 8 ml
RPMI 1640 medium eklenerek tripsin inaktivasyonu saglandi ve 15 ml'lik santrif{j
tipulne (non pirojenik ve steril, AFS) alinarak 1000 rpm’de 5 dakika santriftij edildi
(NUve NF 200, TR). Supernatan atildiktan sonra tipe 5 ml PBS eklendi, vortekslendi
ve bu suspansiyondan 10 ul érnek alinarak tripan blue (Sigma Biyoteknoloji, ABD)
ile sayim yapildi. Yaklasik 3.000.000 hucre oldugu tespit edildi. Sonrasinda bu
suspansiyon 300 rpm’de 5 dakika santriflij edildi ve stpernatan atildi. Daha sonra
hucreler 5ml’lik polisitren Falcon tlpe alinarak (steril ve non pirojenik, Becton
Dickinson Labware, USA) 1x PBS ile 300 rpm’de 5 dakika tekrar santrifij edildi ve
stupernatan uzaklastirildi. Sonra tlipe 10 yl CD44-FITCH (Clone B-F24, GenProbe
USA) ve 10 pyl CD133-PE (Miltenyi Biotech, UK) eklendi. 20 dakika karanlk ortamda
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oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra 1ml PBS eklenerek CD133"/CD44" ylizey
belirteclerini barindiran DU145 prostat kanseri hicre hatti hicrelerinin floresanla
aktive hiicre ayirma (FACS) yontemiyle akim sitometri analizi Ege Universitesi
AREL’de bulunan FACS Aria Il (Beckton Dickinson) cihazinda yapildi (Sekil 1).
Hicreler CD133*/CD44" (sorting) ve bunlarin diginda kalan hiicreler (non-sorting)
olarak iclerinde 2’ser ml RPMI 1640 medium bulunan 5 mllik polisitren Falcon
tiiplere toplandi. Sonra bu hiicreler gogaltimak lzere 25 cm?lik steril polisitren
hicre kultara flasklarina (Corning) alindi.

Sekil 8. DU145 Prostat kanseri hiicre hattindan izole edilen CD133+/CD44+/low
kanser kok hucreleri
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3.5 RNA izolasyonu ve microarray analizi
Ureticinin protokiliine bagh olarak RNA’larin tamami RNeasy Mini kiti (Qiagen,

Inc., Valencia, CA, USA)kullanilarak hicrelerden uretildi.

Hibrizidasyonlu Biyotin etiketli RNA ornekleri, lllumina, Inc.'in tavsiye edilen
numune etiketleme prosediriine goére hazirlandi. Hibrizidasyon Illumina Human
HT12 v4 Expression BeadChip (lllumina, Inc., San Diego, CA, USA) Kkiti ile
olusturuldu.

Toplam 250 ng toplam RNA cDNA sentezi igin kullaniimis.Daha sonra biotin
etiketli cRNA sentezlemek igin bir amplifikasyon / etiketleme basamagi izlemigtir.
cRNA'nin kalitesi, Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Inc., Santa Clara,
CA, ABD) kullanilarak kontrol edildi. Hibridizasyon, 150 ng cRNA / ul
konsantrasyonunda GEXHCB tamponu (lllumina, Inc.) igcinde 58°C'de
gerceklestirildi. BeadChipler daha sonra yikandi, bloklandi ve siyanin 3streptavidin
(Thermo Fisher Scientific, Inc.) ile konjuge edildi.

Mikroarrayler, iScan Sistemi (lllumina, Inc.) araciigiyla tarandi.Elde edilen
amplifikasyon verileri (tim genlerin kantifikasyon doénglisu degerlerinde katlama
degisimleri), Agilent GeneSpring Veri Analiz Yazihmi'nda (Agilent Technologies,
Inc.) islendi ve filtreleme kriteri icin 2 kattan fazla degisim baz alindi.
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Tablo 9 Cesitli genlerin Rna mikroaarray veri analizi sonugclari

Gen Sembol FC Regulasyon | Definition(Tanim)
ID (Kat
degisimi)
11224 | RPL35 2,380 up(yukar1) | Homo sapiens ribosomal protein
L35
Homo sapiens ribosomal protein
6128 | RPL6 2,566 up(yukar) | 16
Homo sapiens ribosomal protein
6233 | RPS27A | 2,072 up(yukar1) | S27a
Homo sapiens ribosomal protein
6136 | RPL12 2,063 up(yukar) | 112
Homo sapiens ribosomal protein
285855 | RPL7L1 2,170 up(yukart) | L7-like 1
PREDICTED: Homo sapiens
144581 | RPL14L 2,057 up(yukar1) | misc_RNA (RPL14L)
Homo sapiens ribosomal protein
6189 | RPS3A 2,459 up(yukart) | S3A
Homo sapiens ribosomal protein
6196 | RPS6KA2 | 1,274 up(yukart) | S6 kinase, 90kDa, polypeptide 2
Homo sapiens ribosomal protein
6195 | RPS6KA1l | 1,317 up(yukart) | S6 kinase, 90kDa, polypeptide 1
Homo sapiens eukaryotic
1977 ELF4E 1,303 up(yukar1) | translation initiation factor 4E
Homo sapiens eukaryotic
56648 | EIF5A2 1,281 up(yukar1) | translation initiation factor 5A2
Homo sapiens eukaryotic
translation initiation factor 3,
8662 | EIF3B 1,622 up(yukar1) | subunit B
Homo sapiens eukaryotic
7458 EIF4H 1, 661 up(yukar1) | translation initiation factor 4H
Homo sapiens eukaryotic
192669 | EIF2C3 1,698 up(yukar1t) | translation initiation factor 2C, 3
Homo sapiens eukaryotic
1973 EIF4A1 1,227 up(yukar1) | translation initiation factor 4A
Homo sapiens eukaryotic
up(yukart) transl:fltion initiation factor 3,
3646 EIF3E 1,433 subunit E
Homo sapiens eukaryotic
translation initiation factor 4
1982 EIFAG2 1,396 up(yukar1) | gamma, 2
Homo sapiens eukaryotic
translation initiation factor 3,
8665 EIF3F 1,409 up(yukar1) | subunitF
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8663

EIF3C

1,366

up(yukar1)

Homo sapiens eukaryotic
translation initiation factor 3,
subunit C

8661

EIF3A

1,428

up(yukar1)

Homo sapiens eukaryotic
translation initiation factor 3,
subunit A

3646

EIF3E

1,433

up(yukart)

Homo sapiens eukaryotic
translation initiation factor 3,
subunit E

1975

EIFAB

1,674

up(yukar1)

Homo sapiens eukaryotic
translation initiation factor 4B

1975

EIF4B

1,674

up(yukar1)

Homo sapiens eukaryotic
translation initiation factor 4B

1979

EIFAEBP2

1,424

up(yukart)

Homo sapiens eukaryotic
translation initiation factor 4E
binding protein 2

57521

RPTOR

1,338

up(yukarr)

Homo sapiens regulatory
associated protein of MTOR,
complex 1

253260

RICTOR

1,487

up(yukart)

Homo sapiens RPTOR
independent companion of
MTOR, complex 2

64223

MLST8

1,762

up(yukart)

Homo sapiens MTOR associated
protein, LST8

3320

HSP90AA1

3,213

up(yukart)

Homo sapiens heat shock
protein 90kDa alpha (cytosolic),
class A member 1

207

AKT1

1,370

up(yukart)

Homo sapiens v-akt murine
thymoma viral oncogene
homolog 1

3091

HIF1A

2,104

up(yukart)

Homo sapiens hypoxia-inducible
factor 1, alpha subunit

8408

ULK1

-1,509

down/asag1

PREDICTED: Homo sapiens unc-
51-like kinase 1

9706

ULK2

-1,667

down/agag1

Homo sapiens unc-51-like
kinase 2

5290

PIK3CA

1,381

up(yukart)

Homo sapiens
phosphoinositide-3-kinase,
catalytic, alpha polypeptide

5291

PIK3CB

1,483

up(yukart)

Homo sapiens
phosphoinositide-3-kinase,
catalytic, beta polypeptide
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3.6 immunfloresan Yontemi

6’ kuyucuklar icerisinde lamellerin Gzerine alinan hicreler RPMI1640 + 10%
FBS + %5 Penisilin-Streptomisin-Amfoterisin iceren besiyerinde bir gece inklbe
edildi. Hucrelerin lamel ylzeyine tutunup morfolojilerini geri kazanmalari igin 24 saat
bekletildi. Hucreler % 4 Paraformaldehid ile 15 dakika fikse edildikten sonra PBS ile
yikandi (3x5 dk). Once % 0.1 PBS ve TritonX-100 soliisyonunda 10 dk ve daha
sonra bloking serumda (Invitrogen, USA) +4°C’de 1 saat bekletildi. Tekrar PBS (3x5
dk) ile yikanarak anti-mTOR ve anti-MLST8 primer antikor1 1/100 oraninda PBS ile
dilie edilip uygulandi ve +4°C'de 1 gece boyunca bekletildi. Uygun sekonder
antikor (FITC) eklenerek +4°C’de 1 saat bekletildi. Tekrar PBS (3x5 dk) ile yikanip
DAPI ile kapatilarak Olympus BX 50 (Olympus, Tokyo, Japan) marka floresan

mikroskopta goruntdlendi.

28



4. SONUGCLAR
Primer Antikorlar:

MTOR-2>ANti-mTOR (1/100 diluted; bs-1992R, bioss)
MLST8->Anti-LST8 (1/100 diluted; TA326904; Origene)

IF Sonuglari

DU-145 KKH ve DU-145 non-KKH hiicrelerinde mTOR ve MLST8 proteinlerde
meydana gelen degisimler, immunfloresan boyama yontemi ile incelendi. DU-145
non-KKH ile kiyaslandiginda, mTOR ve MLST8 proteinlerinin floresan miktarinda

artis gorulmustar.

Resim 1. DU-145 KKH ve DU-145 non-KKH de mTOR proteininde meydana gelen
degigimler.
mTOR DAPI

Merge

DU145 CSCs

DU145 non-CSCs
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Resim 2. DU-145 KKH ve DU-145 non-KKH de MLSTS8 proteininde meydana gelen

degi |mler
MLST8 g§ Merge

istatistiksel Analiz

istatistiksel ~ analizier ~SPSS  versiyon 17  yaziimi  kullanilarak
yapildi. Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu analitik yontemler (Kolmogorov-
Smirnov/Shapiro-Wilk testleri) kullanilarak incelendi. Tanimlayici istatistikler,
degiskenler (NTOR ve mLST8 boyama yogunlugu) icin ortalamatstd. sapma
verilerek yapildi. Surekli degiskenlerin analizinde, bagimsiz iki grubun (DU145 KKH
leri ve DU145 non-KKH leri) karsilastirimasinda normal dagilim durumunda
bagimsiz gruplarda t-testi ile analiz edildi. p-degerinin 0,05’in altinda oldugu

durumlar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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5. TARTISMA

Prostat kanseri baslangi¢c evresinde cerrahi, radyoterapi, hormonoterapi ile
tedavi edilebilirken metastaz yapan hastalikta kemoterapi ve hormonoterapi tedavi
olarak verilmektedir. Metastatik prostat kanseri tedaviye yanit vermemektedir.Bunun
sebeplerin birisi de androjen reseptorlerinin yapisinin degismesidir.Daha dncede
belirtildigi gibi timdr dokusu heterojendir ve ksimi olarak kék hicre icermektedir. Kok
hucrelerin tumor baglamasi, buyumesi, yayihmi agisindan ¢ok énemlidir.Kanser kok
hicresi ;kemoterapiye hormonoterapiye ve radyoterapiye kargi direng
gosterir.Kanser kok hicresi ¢oklu ilag direnci olusturarak kemoterapiye rezistan
hale gelir. Ayrica tedavi sonrasi daha direngli hiicreler olusmaktadir.

Bizim c¢alismamizda Du-145 KKH ve Du-145 non-KKH leri, immunfloresans
boyama yontemi kullanilarak hem hicre canhlik (DAPI yontemi) hem de mTOR ve
MLSTS8 proteinlerindeki floresan miktarinin yogunlugu gorsel olarak analiz edildi.
istatistiksel yontem olarak t-testi kullanildi ve p<0,05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.

DU-145 non-KKH ile kiyaslandiginda, DU-145 KKH de mTOR ve MLST8
proteinlerinin floresan miktarinda artis goéruldi. Bir gortntli analizi programi olan
imageJ programi ile mTOR ve mLST8'e ait imminofloresans goriintiilerdeki
yogunluk (intensity) degerleri hesaplandi. Du-145 KKH ve Du-145 non-KKH lerindeki
MTOR ve mLST8 proteinine ait immunofloresans goruntilerindeki yogunluk
degerleri  karsilastirildi. Prostat kanseri kok hicresinde mTOR ve MLSTS8
proteinlerine ait yogunluk deg@erleri istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Bizim calismamizin disinda bir baska c¢alismada mTOR komplekslerinin
gerekli bir bileseni olan mLST8'in tUmdr progresyonundaki roliini ele alinmig. Bazi
kanser dokularinda ve hucrelerinde mLST8'in yukari regule edildigini ve yukari-
regile edilen mLST8 nin AKT'nin aktivasyonunu ve .4E-BP1'in fosforilasyonu
indukledigini bulunmusgtur.Kolon kanserlerinde, mLST8 transkriptlerinin seviyeleri
yukselmigstir.ilging bir sekilde bu c¢alismada prostat kanseri ile normal hicreler
arasinda mLST8 transkriptlerinin ekspresyonuna western blot ydntemi ile bakiimis
ve anlamli bir degdisiklik olmamistir.(29)

Kanser sinyal yolaklari kanserlerin mekanizmal temellerini ortaya koymakla
birlikte yeni tedavi ajanlarin geligtiriimesinde 6nemli rol oynar. Kanser yolaklarinin
birisi olan PIBK/AKT/ mTOR yoladinin énemli moleklli olan mTOR a karsi gesitli
ilaclar gelistirilmisti. MTOR yollarinin mLST8 aracili regulasyonunun daha ileri
analizleri, ¢ok cesitli insan kanserlerinde terapdtik mudahale igin yeni hedefler

saglayabilir. Hedefe yonelik ilaglara 6rnek olarak ilerlemis renal hicreli karsinomda
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FDA onayi almig Temsirolimus ©6rnek verilebilir. Heniiz FDA onay! almis prostat
kanserlerine yonelik herhangi bir mTOR inhibitoru ilag yoktur. Fakat bazi mTOR
inhibitéri molekdllerin preklinik calismalari devam etmektedir. Ozellikle metastatik
prostat kanserlerde bu yeni ajanlar yeni umut olabilir.

Ayrica mTOR ve MLST8 molekillerinin artig1 kanserlerinin prognoz tayininde,
tedavi cevabinda kullanilabilir. Prostat kanserlerinde TMPRSS2-ERG gen fuzyonu
molekiler prognostik faktér olarak bulunmustur. mTOR ve MLST8 proteinleri de
prognostik faktér olarak kullanilabilir. Fakat bununla ilgili daha fazla calismaya
ihtiyag vardir.

Molekiler biyolojinin daha da gelismesi ile mTOR inhibitérleri ile kanser
hicrelerinde bozulan yolaklari hedef alan molekiler ilaglarin gelistiriimesi kanser
tedavisinde kolayliklar saglayacaktir.

Prostat kanseri kok hicrelerinin tanimlanmasi ve yeni sinyal yolaklarinin

arastirilmasi ile hedefe yonelik ilaglar tedavide daha etkin sonuglar olusturacaktir.
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6.SONUC VE ONERILER

Kanser kék hicreleri metastaz yapma ve tedavi direncinde énemli rol oynar.
Bu kanser kok hlicrelerine yeni tedavi ajanlari 6zellikle hedefe yonelik ilaclar
ilerde 6nemli rol oynacaktir. Metastatik prostat kanserine yodnelik yeni ilacglar
geligtiriimektedir. Fakat hentiz klinik kullanima giren mTOR inhibitoru ilag
yoktur. Bizim calismamizda ve diger calismalarda prostat kanser kok hicrelerinde
artmis mTOR ve MLST8 molekilleri gosterilmistir.Bu iki molekile yoénelik hedef
ilaclar gelistiriimesinin prostat kanseri tedavisinde dnemli olabilecegini ve hem
MTOR hem MLST8 in prostat kanseri prognozunun belirlenmesinde yardimci
olabilecegini disinlUyoruz.

Sonu¢ olarak, prostat kanseri kok hacresindeki mTOR ve MLST8

proteinlerindeki bu anlamli artis tedavi ve prognoz tayininde énemli bir yer teskil
edebilir. mTOR vyolag! ile ilgili ¢calismalar yapilarak hedefe yoénelik tedaviler

geligtirebilinir.
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