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OZET

NAFTAKINON TUREVLI YENI SENTEZ BILESIKLERIN KANSER
HUCRE HATLARI UZERINE ETKIiSININ INCELENMESI

Remzi Okan Akar
Kanser Biyolojisi ve Farmakolojisi
Prof. Dr. Engin Ulukaya

2020

Prostat kanseri diinyada ikinci, Iskandinavya da dahil gelismis iilkelerde ise en sik
rastlanan birinci kanser tiirlidiir. Hormon ve/veya kemoterapi tedavisi sonrasi
hiicrelerde meydana gelen direng kanser kaynakli 6liimlerin baslica sebeplerindendir.
Bu nedenle, prostat kanseri tedavisine yonelik yeni ilag ve tedavi stratejilerinin
aragtirtlmasinin yaninda, bu ilag adaylarmin etkiledigi molekiiler yolaklarinin
aydinlatilmasi arastirmacilarin 6nemli ¢alisma sahalarindandir. Naftakinon tiirevli
bilesiklerle yapilan calismalarda kanser tedavisinde umut verici etkilerinden ve
klinikte kullanilan tiirevleri olmasindan dolayi ilag olarak kullaniminin yayginlastigini
goriilmektedir. Naftakinon tiirevli ilaglar topoizomeraz II inhibisyonu ve hiicre i¢i
ROS diizeylerinin arttirilmasi ile hiicre 6liimiinii tetiklemektedir. Dolayisiyla bu tez
calismasinda, yeni sentez naftakinon tiirevli bir bilesigin (K13) insan prostat kanseri
hiicre hatlar1 (PC-3, DU 145 ve LNCaP) iizerine sitotoksik etkileri arastirilmistir.
Naftakinon tiirevli bilesigin hiicre canliligi tizerine etkileri SRB canlilik testi ile
incelenmistir. K13 bilesiginin belirlenen dozlarinda s6z konusu hiicre hatlarinda 6liim
mekanizmasinin belirlenmesi amaciyla akim sitometrisi kullanilmistir. Son olarak
naftakinon tiirevli bilesigin etki edebilecegi sinyal yolaklari ile iligkili proteinlerin
ifade diizeyleri immunoblotlama yontemi ile belirlenmistir. Sonu¢ olarak, yeni
sentezlenen naftakinon tiirevli bilesiginin {i¢ kanser hiicre hattinda da hiicre 6liimiinii
tetikledigi, fakat mekanizma olarak farklilik gdsterdigi bulunmustur. K13 bilesiginin
prostat kanserinde umut vaad eden bir tedavi se¢enegi olabilecegi 6ngoriisiiyle farkl
kanser tiirleri de dahil in vitro deneylerin yapilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Naftakinon, Apoptoz, Anti-kanser ilag, Prostat kanseri



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF EFFECT OF NEW SYNTHESIZED
NAPHTHOQUINONE DERIVED ON CANCER CELL LINES

Remzi Okan Akar
Cancer Biology and Pharmacology
Prof. Dr. Engin Ulukaya

2020

Prostate cancer is the second most common type of cancer in the world and the first
most common type of cancer in developed countries including Scandinavia. The drug
resistance after hormone and/or chemotherapy treatment is one of the main reason of
cancer deaths. Therefore, investigating new drug and treatment strategies for prostate
cancer treatment among many other cancer types as well as elucidating the molecular
pathways of cancer are one of the research areas for the researchers. Naphthoquinone-
derived compounds have been shown to be widely used as a drug because of their
promising effects in the cancer treatment and their clinical use. The naphthoquinone-
derived drugs trigger cell death by inhibiting topoisomerase Il and increasing
intracellular ROS. Therefore, in this thesis study, the cytotoxic effects of a new
synthesis naphthoquinone derived compound (K13) on human prostate cancer cell
lines (PC-3, DU 145 and LNCaP) were investigated. The effects of naphthoquinone-
derived compound on cell viability were investigated by SRB viability test. Flow
cytometry was used to determine the mechanism of death in said cell lines at
designated doses of compound K13. Finally, the expression levels of proteins
associated with signaling pathways that the naphthoquinone-derived compound may
act on were determined by immunoblotting. As a result, it was found that the newly
synthesized naphthoquinone derived compound triggered cell death in all three cell
lines but differed as a mechanism. It was concluded that K13 may be a promising
treatment option in prostate cancer and that in vivo experiments should be performed
including different types of cancer.

Keywords: Naphthoquinone, Apoptosis, Anti-cancer drug, Prostate cancer
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GIRIS

Giliniimiizde 6zellikle gelismis iilkelerde sikca goriilen ve yiiksek 6liim oranina
sahip olan prostat kanseri, diinyada her yil bir milyonun tizerinde yeni vaka ile en sik
gorilen ikinci kanser tiirtidiir. Tiim kanser tilirleri i¢inde 6liim oran1 bakimindan besinci
sirada yer almaktadir (Bray ve ark., 2018). Tedavi segenekleri, hastaligin derecesine
ve tekrarlama riskine, yas ve komorbidite gibi hasta 6zelliklerine gore degisebilir. 65
yasinin altindaki erkeklerde tedavi segenegi olarak daha ¢ok radikal prostatektomi
secilirken, 75 yas ve Ustii erkeklerin yaklasik yarisinda ameliyat veya radyasyon
kullanilmamaktadir. Tedavi yerine aktif izleme, 6zellikle daha az agresif tiimorleri
olan yaslh erkekler i¢in uygun ve yaygin olarak 6nerilen bir yaklagimdir (Lu-Yao ve
ark., 2009; Shappley ve ark., 2009). Androjen tedavisi, kemoterapi, radyasyon veya
bu tedavilerin kombinasyonu daha ileri evrelerin tedavisinde kullanilabilmektedir.
Abirateron ve enzalutamid gibi daha yeni hormon tedavisi tiirleri, son yillarda
geleneksel hormon tedavisine cevap vermeyen ileri evre prostat kanserini tedavi etmek
icin onaylanmistir (Beer ve ark., 2014; Ryan ve ark., 2013). 5 yillik sagkalim orani
lokalize kanseri olan hastalarda %100'e yaklasirken, ileri evrede tani alan hastalarda
%28'e diismektedir (Miller ve ark., 2016). Ileri evre, metastatik ve kastrasyon direngli
prostat kanseri tedavisinde mevcut kanser ilaglar1 hala yetersiz kalmaktadir. Bunun
sonucunda arastirmacilar daha az yan etkiye sahip, daha giiclii ve secici ilaglar

sentezlemeye yonelik ¢aligmalar yapmaya devam etmektedirler.

Kemoterapi ajanlarinin kimyasal yapilar1 baz alinarak daha etkili olmasi
hedeflenen yeni bilesikler arastirmacilar tarafindan sentezlenmeye devam etmektedir.
Bu bilesiklerden olan naftakinon tiirevli ilag adaylarinin farkli kanserlere karsi umut
verici etkilerinden dolay: ilag olarak kullanimi yayginlasmistir (Jardim ve ark., 2015;
Wellington, 2015). Naftakinon tiirevli bilesiklerin sitotoksik etkinligi DNA
topoizomeraz Il'yi inhibe edici 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir (Kennedy ve ark.,
2011; Kumar ve ark., 2017). Ek olarak, kinon analoglar1 sitokrom P450 rediiktaz

enzimi tarafindan yari kinon radikallerine doniistiiriiliir; bu yar1 kinonlar normal



oksijen seviyesinde okside olarak kinonlara geri doniistiiriiliir. Bu olay sirasinda O
indirgenir ve siiperoksit radikal iyonu (O2’) olusur. Hem siiperoksit hem de yar1 kinon
radikal anyonlari, DNA iplik¢ik kopmalarina neden oldugu bilinen hidroksil radikalini
tiretebilir (Tewey ve ark., 1984; Wellington, 2015). Daha 6nce farkli naftakinon tiirevli
bilesiklerle yapilan ¢esitli ¢alismalarda bu bilesiklerin ROS artis1 iizerinden apoptozu
indiikledigi gosterilmistir (Karakas ve ark., 2019; Wang ve ark., 2018).

Bu bilgiler dogrultusunda bu tez ¢alismasinda, Istanbul Universitesi Kimya
Boliimii tarafindan yeni sentezlenmis 1,4-naftakinon tiirevli bilesigin PC-3, LNCaP ve
DU 145 insan prostat kanseri hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkinligi ve bu etkinin

molekiiler mekanizmasi arastirilmistir.



1. GENEL BIiLGILER

Kanser diizenli olmayan hiicre biiylimesi, invazyon ve hiicrelerin orijinden ya
da primer bolgeden viicudun diger yerlerine yayilmasi ile karakterize edilen, ortaya
¢ikisi, gelisimi ve sonucu bir hastadan diger hastaya oldukca degiskenlik gosteren
karmagik ve multifaktoriyel bir hastalik olarak tanimlanmaktadir. Kanser hastaligi,
hiicrelerin koklii metabolik ve davranigsal degisiklikler gecirdigi ¢ok asamali bir
siirectir. Kanser hiicreleri asir1 ve zamansiz bir sekilde ¢ogalip uzaktaki dokulara bile
yayilabilmektedirler (Merlo ve ark., 2006). Kanserin ayirt edici 6zellikleri su sekilde
Ozetlenebilir: proliferatif sinyalleri siirdiirme, biiylime baskilayicilarindan kaginma,
hiicre 6liimiine direng, sinirsiz bdliinme yetenegi, anjiyogenez, invazyon ve metastaz,
enerji metabolizmasini yeniden programlama, immiin sistemden kag¢ma, timor
destekleyici enflamasyon, genomik instabilite ve mutasyon yiikii tasimi1 (Hanahan ve

Weinberg, 2011). Bu 6zellikler asagidaki sekilde daha detayli olarak agiklanabilir:

Proliferatif sinyalleri siirdiirme: Saglikli hiicrelerde yeni bir hiicre dongiisiine

girig epidermal biiytime faktorii (EGF), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)
gibi biiylime faktorlerinin kontrolii altindadir (Yarden ve Ullrich, 1988). Kanser
hiicrelerinde bu yolaklar, biiyiime faktorlerinin veya reseptorlerinin ifade diizeylerinin
artmastyla ve reseptdriin ve / veya alt hedef molekiillerinin yapisal degisiklikleriyle de
bozulabilir. Bu bozukluk neticesinde kanser hiicreleri devamli olarak proliferasyon
sinyali almakta ve kontrolsiiz bicimde boliinmesini siirdiirmektedir (Perona, 2006;

Witsch ve ark., 2010).

Biiyiime baskilayicilarindan kacinma: Kanser hiicreleri saglikli hiicrelerin

proliferasyonunu sinirlayan ¢oklu timor baskilayici yolaklardan kaginmak zorundadir
(Sun ve Yang, 2010). Retinoblastoma proteini (pRb) ve p53 gibi tiimor baskilayici
proteinler, cesitli hiicre dis1 ve hiicre i¢i sinyallere cevap olarak hiicre dongiisiinii
durdurabilir veya apoptozu indiikleyebilir (Harbour ve Dean, 2000; Kruiswijk ve ark.,
2015). Kanser hiicrelerinde bu proteinler delesyona veya mutasyona ugrayabilir ve
yeni kanserojen islevler kazanabilir (Deshpande ve ark., 2005; Sherr ve McCormick,
2002).



Hiicre oliimiine direng: Stres kosullarinda saglikli hiicreler, p53 yolag

tizerinden apoptoz, otofaji veya nekroz yoluyla hiicre 6liimiine ugrar (Hoffman ve
Liebermann, 2008; Tagoug ve ark., 2011). Timoér hiicreleri proliferatif sinyalleri
arttirarak veya anti-apoptotik ve pro-apoptotik faktorlerin modiilasyonu ile

apoptozdan kaginabilir (Igney ve Krammer, 2002).

Sinirsiz boliinme vetenegi: Hiicrelerin kromozomal DNA's1 zamanla kisalir ve

bu kisalma sonucunda hiicre yaslanip apoptoza sonucunda 6liir. S6z konusu bu kisalma
telomerlerle korunur (Blasco, 2005). Kanser hiicreleri, koruyucu enzim olan telomeraz
tiretimini arttirarak telomer uzunlugunu koruyabilir (Artandi ve DePinho, 2010;
Artandi ve DePinho, 2000; Shammas, 2011; Shay ve Wright, 2011).

Anjiyogenez: Normal yetiskin dokularda, anjiyogenez fizyolojik ihtiyaglara
gore gegici olarak aktive edilir (Papetti & Herman, 2002). Kanser hiicreleri
beslenmesini siirdiirmek ve metastaz i¢in bir tasima sistemi saglamak icin VEGF,
fibroblast biiylime faktorii (FGF) ve trombospondin 1 (TSP1) gibi pro-anjiyogenik
biiylime faktorlerini kullanarak anjiyogenezi siirekli olarak aktive eder (Carmeliet,
2005; Kazerounian, Yee ve Lawler, 2008; Turner ve Grose, 2010). Ayrica,
anjiyogenez mekanizmasi immiin sistem hiicrelerinin tiimér dokusuna infiltrasyonu ile

de kolaylastirilir (Murdoch ve ark., 2008; Zumsteg ve Christofori, 2009).

Invazyon ve metastaz: Saglikl hiicreler, hiicre dis1 matriksin yani sira birbirine
de tutunur (Geiger ve Yamada, 2011). Kanser hiicreleri, epitelyal-mezenkimal gegisi
miimkiin kilan embriyonik faktorlerin ekspresyonuyla ve motilite ve invazyonu
saglayan yapisma faktorlerinin diizensizligi ile bu yeteneklerini kaybedebilir (Berx ve
van Roy, 2009; Yang ve Weinberg, 2008). Tiimorii ¢gevreleyen bagisiklik hiicreleri ve
timor mikrogevresine ait hiicreler (kanser iliskili fibroblast gibi), proteolitik enzimleri
veya biiyime faktorlerini aktive ederek invazyon ve metastaza katkida bulunabilir
(Joyce ve Pollard, 2009; Yang ve ark., 2011).

Enerji metabolizmasini _yeniden programlama: Saglikli hiicreler aerobik

kosullarda iki asamali olan glikoliz gergeklestirirken, anaerobik kosullarda ise tek
asamal1 glikolize gegerler (Hiittemann ve ark., 2007). Kanser hiicreleri ise oksijenin
varliginda bile tek asamali glikoliz gergeklestirirler (Feron, 2009; Vander Heiden ve
ark., 2009). Bu sekilde glikolizdeki ara firiinleri komsu ve yeni hiicrelere

yonlendirebilir ve laktik asit iiretimi ile kendilerine daha asidik bir ortam



saglayabilirler. Bu degisim onkogenlerin aktivasyonu veya timor baskilayicilarin
degistirilmesiyle indiiklenebilir (DeBerardinis ve ark., 2008; Jones ve Thompson,
2009).

Immiin sistemden kagma: Normal kosullarda hiicreler siirekli olarak bagisiklik

hiicreleri tarafindan taranir ve anormallik durumunda elimine edilirler (Gajewski ve
ark., 2013). Kanser hiicreleri, immiin baskilayic1 faktorler tireterek veya immiin
baskilayic1 enflamatuar hiicreleri tiimor dokusuna toplayarak immiin sistemden
kagabilir (Mougiakakos ve ark., 2010; Ostrand-Rosenberg ve Sinha, 2009; Shields ve
ark., 2010; Yang ve ark. 2010).

Timor destekleyici enflamasyon: Bagisiklik hiicrelerinin tiimor dokusuna

toplanmast ve enflamasyon varligi, hiicrelerin hayatta kalma, biiyiime ve pro-
anjiyogenik faktorlerin yani sira mutajenik oksijen tiirevleri saglayarak kanserin ayirt
edici 6zellikler kazanmasini saglayabilir (DeNardo ve ark., 2010; Grivennikov ve ark.,
2010; Qian ve Pollard, 2010).

Genomik instabilite ve mutasyon yiikii tasima: Genomdaki cesitli degisiklikler
hiicrelerin kanserin ayirt edici 6zellikleri kazanmasini saglar (Negrini ve ark., 2010).
TP53 geni gibi DNA'nin korunmasinda rol alan bazi genlerin mutasyonlari
karsinogenik mutasyonlarin daha fazla birikmesine ve degismis hiicrelerin hayatta
kalmasini kolaylastirir (Artandi ve DePinho, 2000; Haupt ve ark., 2016).

Bir¢cok kanser sadece bir hiicreden (ya da az sayida hiicreden) ortaya
¢ikmaktadir ve bu hiicrelere kanser kok hiicreleri ad1 verilmektedir (Erkisa ve ark.,
2019; Nowell, 1976). Diinya’da 2012 yilinda 14,1 milyon kisiye yeni kanser tanisi
konmus ve 8,2 milyon kisi kansere bagli sebeplerden Olmiistlir. Diinyada en sik
goriilen kanser tiirleri erkekler icin sirasiyla akciger, prostat ve kolon iken; kadinlar
icin sirasiyla meme, kolon ve akcigerdir. Gelismis iilkelere baktigimizda ise
erkeklerde en sik rastlanan kanserler prostat, akciger ve kolon; kadinlarda en sik
rastlanan kanser tiirleri meme, kolon ve akcigerdir (Torre ve ark. 2015). Ulkemizde
2009 verilerine gore erkeklerde sik goriilen kanser tiirleri akciger, prostat, mesane,
kolon ve midedir. Kadinlarda en sik goriilen kanser tiirleri ise meme, tiroit, kolon,

uterus korpusu ve akciger olarak belirlenmistir (Giiltekin ve Boztas 2014).
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Sekil 1.1. Kanserin ayirt edici 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg, 2011)

1.1. PROSTAT KANSERI

Prostat spermleri besleyen ve tagiyan seminal s1viyt tireten, kiigiik ceviz bigimli
bir bezdir. Prostat kanseri, erkeklerde en sik goriilen kanser tiirlerinden biridir.
Genellikle prostat kanseri yavas biiyiir ve baslangi¢ta ciddi zarar vermeyebilecegi alan
olan prostat beziyle sinirlidir. Bununla birlikte, bazi prostat kanseri tiirleri yavas bilyiir
ve minimal tedaviye ihtiyag duyar ya da hi¢ tedaviye ihtiya¢ duymazken, diger tipler
agresiftir ve hizla yayilabilir. Hala prostat beziyle sinirli olan, erken evrede saptanan

prostat kanserinin daha iyi bir tedavi sans1 vardir.
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Sekil 1.2. Erkek tireme sistemi (Martini ve ark., 2008)

Erken evrede prostat kanserinin hicbir belirtisi olmayabilir. Ileri evre prostat

kanserinde ise su belirtiler goriilebilir:

e Idrar yapmada zorluk

e Idrar akis kuvvetinde azalma
e Semende kan goriilmesi

e Pelvik bolgesinde rahatsizlik
e Kemik agrisi

e Erektil disfonksiyon

Gleason derecelendirme sistemi prostat kanseri olan erkeklerin prostat
biyopsisinden Ornekler kullanarak hastaliin prognozunu degerlendirmek igin
kullanilir. Bu sistem diger parametrelerle birlikte prognozu 6ngéren ve tedaviyi
yonlendirmeye yardimci olan prostat kanseri evrelemesi stratejisine dahil edilmistir.
Mikroskobik goriiniimiine bagh olarak prostat kanserine bir Gleason skoru verilir.
Gleason skoru daha yiiksek olan kanserler daha agresif ve kotii prognozludur. Patolojik
skorlar 2 ile 10 arasinda degismekte olup, daha yiiksek rakamlar daha biiyiik riskler ve
daha yiiksek 6liim oranlar1 gostermektedir. Toplam skor, hiicrelerin mikroskopta nasil
goriindiigine bagh olarak hesaplanir. Skorun ilk kismi dominant veya en yaygin
goriilen hiicre morfolojisine dayanir (1-5 puan). ikinci kisim ise dominant olmayan
hiicre desenine gore skorlanir (1-5 puan). Bu iki say1 toplanarak Gleason skoru elde

edilir (Ertoy Baydar, 2017). Gleason skorunun yani sira hastalarda Prostat spesifik



antijen (PSA) diizeyleri de incelenir. PSA her zaman kesin sonuglar vermese de hala
klinikte yaygin olarak kullanilan ve Gleason skorlama ile birlikte degerlendirilen,
prostat kanseri tanisi i¢in 6nemli bir parametredir (Carroll ve ark., 2014; Horwich ve
ark., 2013). PSA degeri <10 ng/ml ve Gleason skoru <7 olan hastalar diisiik risk
grubunda; PSA degeri 10-20 ng/ml veya Gleason skoru 7 olan hastalar orta risk
grubunda; PSA degeri >20 ng/ml veya Gleason skoru >7 olan hastalar yiiksek risk
grubunda olarak degerlendirilir (Basaran ve ark., 2015).

Gleason Paterni
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Sekil 1.3. Gleason Skorlama (Anonim, 2019)

1.1.1. Prostat Kanseri Risk Faktorleri

Prostat kanseri riskinizi artirabilecek faktorler sunlardir:

e Yas. Prostat kanserinin en 6nemli risk faktoriidiir. 45 yas altinda nadir goriiliir.
Prostat kanseri riski yaslandik¢a artabilmektedir.

e Irk. Heniiz belirlenemeyen sebeplerden dolayi, siyahi erkekler diger irklardan
daha fazla prostat kanseri riski tasimaktadir. Siyahi erkeklerde, prostat
kanserinin ayrica agresif veya ilerlemis olma olasiligi daha yiiksek oldugu
bulunmustur.

e Aile Oykiisii. Ailedeki erkekler prostat kanseri gecirmisse, risk artmaktadir.

Ayrica, meme kanseri riskini (BRCA1 veya BRCA?2) ya da c¢ok giiclii bir aile



meme kanseri riskini artiran bir aile gen gegmisi varsa, prostat kanseri riskinin
daha yiiksek olabilecegi 6n goriilmiistiir.
e Obezite. Prostat kanseri teshisi konan obez erkeklerin tedavisi daha zor olan

ileri hastaliga sahip olma olasilig1 daha yiiksektir (Mayo Clinic, 2019).

1.1.2. Prostat Kanseri Molekiiler Biyolojisi

Androjen reseptorii (AR) testosteron ve dihidrotestosteron igin bir transkripsiyon
faktortidiir ve dort ana domain igeren (N-terminal domain, DNA-baglama domaini,
mentese domaini ve ligand baglama domaini) bir steroid reseptordiir. AR prostat
kanserinde, 6zellikle kastrasyon direngli prostat kanserinde (KDPK) ¢ok 6nemli rol
oynamaktadir. Androjen yoksunlugu tedavisi, hormon-naif prostat kanserini
baskilayabilir ancak prostat kanseri AR'yi yeniden diizenler ve hiicreler diisiik
androjen seviyelerinde hayatta kalmaya adapte olur. Bu adaptasyon mekanizmalar:
arasinda AR noktast mutasyonlari, AR asir1 anlatimi, androjen biyosentezindeki
degisiklikler, ligand baglanmasi olmaksizin yapisal olarak siirekli aktif AR varyantlari
ve androjen kofaktorlerinin degisiklikleri bulunur. KDPK'nde AR iizerine yapilan
caligmalar, AR'nin KDPK'nde hala aktif oldugunu ve KDPK’ni tedavi etmek i¢in
potansiyel bir hedef olarak kaldigini ortaya koymustur. Enzalutamide, taksan bazl
kemoterapiden Once ve sonra KDPK'li hastalarda etkili ikinci kusak bir anti-
androjendir. Bununla birlikte, KDPK hala tedavi edilemeyebilir ve ilag direnci
gelistirebilir. Bu direncin mekanizmalarini anlamak KDPK i¢in yeni nesil tedavileri
saglayabilir. Baz1 umut verici yeni AR hedefli tedaviler gelistirilmistir. Apalutamid,
ligand baglama alanina baglanan yeni bir Gida ve Ilag Idaresi onayli androjen
agonistidir ve AR’nin ligand baglama alanina veya N-terminal alanina baglanan diger
yeni AR-hedefli ajanlarin klinik deneyleri devam etmektedir (Fujita ve Nonomura,
2018).

Prostat kanserinin yalnizca %10’unun genetik oldugu, %90’1nin ise ¢evre ve
yas etkisiyle ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir. Prostat kanseri ile ilgili mutasyonlar
genellikle hiicre biiylimesi iliskili genlerde, tiimor baskilayici ve apoptozu tetikleyen
genlerde oldugu tespit edilmistir. Saglikli hiicrelerdeki yaslanma siirecinde
kromozomlarin uglarindaki telomer adi verilen 6zel bolgelerinde stirekli olarak gen
kayb1 olur. Kok hiicreler ise telomer kisalmasini telomeraz adi verilen bir ters
transkriptaz enzimi ile Onler. Prostat kanserlerinde telomerazin asir1 ifade edildigi

belirlenmistir (Sommerfeld ve ark., 1996).
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Hiicrelerde metabolik olaylar sirasinda reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusur ve
ROS mutajenik ve Karsinojenik etki gosterebilirler. ROS glutatyon-S-transferaz
(GST), glutatyon peroksidaz ve siiperoksit dismutaz gibi koruyucu enzimler tarafindan
inaktive edilirler. Bu enzimlerden biri olan GST-pi’nin anlattiminin neredeyse tiim
prostat kanseri vakalarinda kayboldugu bildirilmistir. S6z konusu enzimin
eksikliginde ROS artmakta ve Kkarsinogeneze neden olabilmektedir. Bu mutasyon
prostat kanserlerinde sik¢a rastlanan ve prostat kanseri olusumuna zemin hazirlayan
olaylardan biri olarak bildirilmistir. Hem prostat bezindeki hem de metastatik prostat
kanseri hiicrelerinde, o6zellikle ileri evrede, fosfataz ve tensin homolog proteini
(PTEN)’nde mutasyonlar saptanmistir. PTEN fosfatidilinositol 3 kinaz/ Protein Kinaz
B (PIBK/AKT) sinyal yolaginin negatif diizenleyicisidir (Stambolic ve ark., 1998).
PI3K epidermal biiyiime faktorii diizenleyicisi (EGFR), insiilin benzeri biiyiime
faktorii reseptorii (IGFR) gibi hiicrelerin biiylimesi rol oynayan bazi biiyiime
faktorlerinin hedef proteinidir. PTEN ise PI3K’1 defosforile ederek inaktive eder.
Prostat kanserinde PTEN delesyonu sonucunda PI3K/AKT yolagi siirekli aktif

kalmakta ve hiicre biiyiime sinyali devam etmektedir (Wein ve ark., 2012).

MYC onkogeninin bircok kanserde oldugu gibi metastatik prostat
kanserlerinde de asir1 ifade edildigi tespit edilmistir (Linja ve ark., 2001).

BH3 domaine Bcl-2 ailesine iiye olan bcl-2 bir anti-apoptotik proteindir. Bcl-2
saglikli prostat hiicreleri tarafindan ifade edilir. Ozellikle androjen bagimsiz

tiimorlerde asir1 ifade edildigi tespit edilmistir (Raffo ve ark., 1995).

En ¢ok bilinen tiimor baskilayict gen olan TP53 delesyonu veya mutasyonu
bolgesel ve metastatik tiimorlerle iligkilendirilmistir. Prostat kanserinde radyoterapi
alan hastalarda p53 mutasyonu kotii prognoz ile iliskili bulunmustur (Wein ve ark.,
2012). Kanser hiicreleri ve tiimor mikrogevresindeki tiimor iligkili hiicreler tarafindan
salgilanan vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) anjiyogenezi tetiklemektedir.
Prostat kanserlerinin ¢gogunda VEGF anlatimi goriilmektedir. Anjiyogenez hem timor
hiicrelerini beslemede hem de metastazinda rol almaktadir. VEGF ifadesi androjen

tarafindan diizenlenmektedir (Botelho ve ark., 2010; Rivera-Perez ve ark., 2017).

1.1.3. Prostat Kanseri Tedavisi
Prostat kanseri siklikla ¢ok yavas biiylidiigii i¢in, baz1 erkekler (6zellikle daha

yash veya baska ciddi saglik problemleri olanlar) prostat kanseri i¢in tedaviye asla
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ihtiya¢g duymayabilirler. Tedavi yerine doktorlar dikkatli bekleme veya aktif izlem
olarak bilinen yaklasimlar onerebilirler. Aktif izlem genellikle kanseri yakindan takip
etmek anlamina gelir. Bu yaklasim PSA kan testi ve dijital rektal muayenesi ile
yaklasik 6 ayda bir doktor ziyareti igerir. Prostat biyopsileri de her yil yapilabilir.
Dikkatli bekleme ise daha az test gerektiren ve tedavinin gerekip gerekmedigine karar
vermek i¢in bir erkegin semptomlarindaki degisikliklere daha fazla giivenmek
anlamina gelebilecek daha az yogun bir takip tiirlinii tanimlamak i¢in kullanilir. Diisiik

risk grubundaki hastalarda tercih edilen bir yontemdir.

Kanser eger prostat bezinin digina yayilmamissa ameliyat yaygin bir tedavi
se¢imidir. Prostat kanseri i¢in ameliyat sekli radikal prostatektomidir. Cerrah, prostat
bezinin tamamini ve seminal vezikiiller dahil olmak iizere etrafindaki dokularin bir
kismin1 ¢ikarir. Radikal prostatektomi farkli sekillerde yapilabilir. Her risk grubu i¢in

uygulanabilen bir tedavi yaklagimidir.

Radyasyon terapisi sadece prostat bezinde olan ve diisiik dereceli kanser igin
ilk tedavi olarak tercih edilebilir. Bu tip kanserli erkekler i¢in tedavi oranlari, radikal
prostatektomi ile tedavi edilen erkeklerle ayni1 orandadir. Radyasyon, prostat bezinin
disinda ve yakindaki dokularda biiyiiyen kanserler igin ilk tedavinin (hormon tedavisi)
bir pargasi olarak kullanilabilir. Buna ek olarak ameliyat sonras1 kanser tamamen
alinmazsa veya ameliyat sonrasi prostat alaninda tekrarlarsa radyasyon terapisi
kullanilabilir. Ayrica kanser ilerlemigse miimkiin oldugu kadar kontrol altinda tutmaya
yardimct olmak ve semptomlar1 Onlemek veya hafifletmek i¢in radyasyon

kullanilabilir.

Kriyoterapi (kriyocerrahi veya kar cerrahisi olarak da bilinir), prostat kanseri
hiicrelerinin dondurulmasi ve 6ldiiriilmesi i¢in ¢ok soguk sicakliklarin kullanilmasidir.
Kriyocerrahi olarak adlandirilmasima ragmen, aslinda bir ameliyat tiirii degildir.
Kriyoterapi bazen erken evre prostat kanserini tedavi etmek i¢in kullanilir. Doktorlarin
cogu prostat kanseri i¢in ilk tedavi olarak kriyoterapiyi tercih etmez ancak kanser

radyasyon terapisinden sonra tekrarlamigsa bir secenek olarak degerlendirilebilir.

Hormon tedavisinde [androjen yoksunlugu tedavisi (ADT) veya androjen
supresyon tedavisi olarak da adlandirilir] amag viicutta androjen adi verilen erkeklik
hormonu seviyelerini azaltmak veya prostat kanseri hiicrelerini etkilemelerini

engellemektir.
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Androjenler prostat kanseri hiicrelerinin biiylimesini uyarir. Viicuttaki ana
androjenler testosteron ve dihidrotestosterondur (DHT). Androjenlerin ¢ogu testisler
tarafindan tretilir ancak adrenal bezler de az miktarda androjen iiretir. Androjen
seviyelerini diisiirmek veya prostat kanseri hiicrelerine girmesini engellemek
genellikle prostat kanserlerinin kiigiilmesini veya daha yavas biiylimesini saglar.

Ancak tek basia hormon tedavisi prostat kanserini tedavi etmez.

Kemoterapi damar igine enjekte edilen veya agiz yoluyla verilen anti-kanser
ilaglardir. Bu ilaglar kan dolasimina girer ve viicudun her tarafina gider. Bu sebeple
metastaz yapan kanserler i¢in potansiyel bir tedavi yaklasimidir. Son arastirmalar
ayrica hormon tedavisiyle birlikte verildiginde kemoterapinin yardimei olabilecegini

gostermistir.

Prostat kanseri i¢in, kemoterapi ilaglar1 tipik olarak bir seferde bir tane
kullanilir. Prostat kanserini tedavi etmek i¢in kullanilan kemoterapi ilaglarinin bazilari

sunlardir:

e Dosetaksel
e Kabazitaksel
e Mitoksantron

e Estramustine

Cogu durumda verilen ilk kemoterapi ilac1 olan dosetaksel, steroid ila¢ olan
prednizonla birlikte verilir. Bu ilag ise yaramazsa (veya c¢alismayr durdurursa)
kabazitaksel genellikle bir sonraki kemoterapi ilacidir (Basaran ve ark., 2015; Mohler
ve ark., 2019).

1.2. APOPTOZ

Apoptoz, programli hiicre 6liimii, gelisim sirasinda 6nemli bir rol oynar.
Ornegin parmaklar arasindaki hiicreler, fonksiyonel olmayan sinir hiicreleri ve aktive
edilmis lenfositler apoptoz ile elimine edilir. Meme bezlerinin olusumunda da apoptoz
siireci gdzlenir. Insan viicudu her giin 10 ila 100 milyar hiicre iiretir ve ayni1 sayida
hiicre viicudumuzdaki homeostazt korumak ic¢in Oliir. Bakteriler veya viriisler
tarafindan enfekte olan hiicreler de oliir. Fizyolojik kosullar altinda gergeklesen hiicre
Oliimii temel olarak, iltihaplanmayan veya sessiz bir islem olan apoptoz ile ilerlerken,
patojen enfeksiyonu, bagisiklik sistemini aktive eden ve iltihaplanmaya neden olan

nekroptoz veya piroptozu tetikler. Apoptoz kaskat halinde isleyen bir takim spesifik
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kazpazlar tarafindan gergeklestirilir. Bu kaskadin sonunda kaspaz 3 veya 7'nin roli
vardir. Apoptotik hiicreler makrofajlar tarafindan yutulur ve degrede edilir
(deCathelineau ve Henson, 2003; Nagata, 2018). Bu islem etkili ve hizl1 oldugu igin
in vivo’da ¢ok sayida hiicrenin apoptoz ge¢irdigi dokularda bile serbest apoptotik
hiicrelerin bulunmas1 zordur (Surh & Sprent, 1994). Bu nedenle apoptoz yalnizca
hiicreleri 6ldiirmek i¢in degil, ayn1 zamanda makrofajlar1 bolgeye ¢ekmek i¢in (“beni
bul”) ve makrofajlarca yutulmak i¢in bir sinyal (“beni ye”) saglar (Medina ve
Ravichandran, 2016; Nagata ve ark., 2010).

Isik ve elektron mikroskobu apoptoz sirasinda meydana gelen cesitli
morfolojik degisiklikleri tanimlamistir. Apoptozun erken doneminde hiicre biiziilmesi
ve piknoz 1sik mikroskobu ile goriilebilir. Hiicre biiziilmesinde hiicre boyutlari
kiigiiliir, sitoplazma yogunlasir ve organeller daha siki paketlenir. Piknoz kromatin
kondenzasyonunun bir sonucudur ve apoptozun en Kkarakteristik ozelligidir.
Hematoksilen ve eozin boyast ile yapilan histolojik incelemede apoptoz, tek hiicreleri
veya kiiciik hiicre kiimelerini igerir. Apoptotik hiicre koyu eozinofilik sitoplazmaya ve
yogun mor niikleer kromatin fragmentlerine sahip yuvarlak veya oval bir kiitle olarak
goriiniir (Sekil 1.2.). Elektron mikroskobu subseliiler degisiklikleri daha iyi
tanimlayabilir. Kromatin yogunlagsma evresinin baglarinda elektronca yogun niikleer
materyal karakteristik olarak niikleer zarin altinda periferik alanda toplanir, bununla
birlikte ayn1 miktarda yogun cekirdekler de olabilir (Sekil 1.3. A,B). Asir1 hiicre
membrani1 bleblenmesi karyoheksiz ve ‘“tomurcuklanma” adi verilen apoptotik
cisimlerin hiicreden ayrilmasi olayindan sonra meydana gelir. Apoptotik cisimler,
niikleer fragment igeren veya igermeyen, siki sekilde paketlenmis organelleri olan
sitoplazmadan olusur (Sekil 1.3 C). Organel biitiinliigii hala korunur ve bunlarin tiimii
intakt bir plazma mebrani ig¢indedir. Apoptoz siireci ya da apoptotik hiicrelerin

uzaklastirilmast stireci ile iligkili enflamatuar reaksiyon yoktur. Ciinkii;

e apoptotik hiicreler hiicresel bilesenlerini ¢evre dokuya salmazlar,
e c¢evre hiicreler tarafindan hizla fagosite olduklarindan sekonder nekroz 6nlenir,

e fagositoz yapan hiicreler anti-enflamatuar sitokinler {iretmez.
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Sekil 1.2. Apoptozun mikroskopik gériintiisii. Oklar apoptotik hiicreleri gostermektedir (Susan, 2007).
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Sekil 1.3. Apoptozun transmisyon elektron mikroskopu (TEM) ile incelenmesi. Oklar fragmente
niikleusu, ok baglar1 ise apoptotik cisimleri gostermektedir (Susan, 2007).

Kazpazlar, kaskat seklinde gorev yapan sistein proteaz ailesi proteinleridir.
1990'larin basinda Horvitz ve arkadaglar1 C. elegans'ta programlanmis hiicre 6limii
igin gerekli olan CED-3'iin memelideki homologu olan ICE'yi (IL-1B-déniistiiriicti
enzim) buldu (J Yuan, Shaham, Ledoux, Ellis, & Horvitz, 1993). ICE olgun IL-13
tiretiminden sorumlu olan bir proteazdir. 1990 yilinda baslayan insan genom projesi
bir kism1 apoptoz ile iligkili olan, ICE'ye homolog olan bir¢ok gen ortaya gikardi.
Biyokimyasal ve hiicresel analizler, bu ICE homologlariin aktif bélgede histidin ve
sistein rezidiileri bulunduran bir motif ile proteaz olduklarini gostermistir. Bu
proteazlar hedef proteinleri iizerinde en az bes amino asit rezidiilerini tanimakta ve
kesinlikle aspartattan sonra gelen peptit baglarin1 kesmektedir. Bu proteaz ailesine,
aspartik asitten sonra gelen sisteini kestigi i¢in kaspaz ya da sistein aspartil proteaz adi
verilmistir. Kaspazlar, dncii veya zimojen olarak sentezlenir. Iki pozisyondaki spesifik
kesilmeler, N terminal ucundaki prodomaini uzaklastirir ve iki biyiik ve iki kiigiik alt

birimden (02B2) olusan aktif bir enzim tiretir. Baz1 kaspazlarin farkli tanima sekanslari
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vardir. Bir grup kaspaz (insan kaspazlar1 2, 3 ve 6-10) apoptozla, diger grup (insan

kaspazlari 1, 4 ve 5) enflasmayona neden olan piroptozla iliskilidir (Nagata, 2018).

Apoptoz iki farkli yolla uyarilabilir.

Mitokondriden sitokrom c salinmasina bagh olarak aktiflesen kaspaz kaskadi
ile gerceklesen igsel yolak (mitokondriyel)
Fas oliim reseptoriiniin hiicre disindan gelen bir sinyal ile aktive edilmesiyle

gerceklesen dissal yolak.

Farkli ara molekiillerin sinyal kaskadiyla aktivasyonundan sonra, her iki yolak

da sonunda kaspaz aktivasyon basamagima ulasir ve genellikle farkli proteinlerin
kesilmesine yol acar (Ghobrial ve ark., 2005) (Sekil 6).

Oliim ligand (FasL,
TRAIL, TNF)

Olum Reseptoru
(FAS, TRAIL
reseptoru, TNFR)

C-FLIP “ ; BID
g Kesilmig
\, BID
& /' Mitokondri
/‘ .
’

Kaspaz 9

l

APOPTOZ
=

™
NN
L 1

Sekil 1.4. igsel ve dissal yolagin sematik gdsterimi.

Mitokondriyal yolak olarak da adlandirilan igsel yolak, gelisimsel olarak

kontrol edilen ve genotoksik ajan aracili apoptozda goriiliir; Bcl-2 protein ailesi tiyeleri

tarafindan diizenlenir. Bcl-2 ailesi ii¢ alt aileden olusur: sadece BH3 domaini i¢eren

pro-apoptotik (Bim, Bid, Puma, Noxa, Hrk, Bmf ve Bad), pro-apoptotik efektor

molekiiller (Bax ve Bak) ve anti-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri (Bcl) -2, Bcl-xL,
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Mcl, Al ve Bcl-B). Saglikli hiicrelerde Bax ve Bak anti-apoptotik Bcl-2 aile iiyeleri
tarafindan tutularak apoptozu baglatmasi engellenir. Bir apoptotik uyariya cevap
olarak sadece BH3 domaini igeren tiyeler transkripsiyonel veya posttranskripsiyonel
olarak diizenlenerek arttirilir. Bu proteinler aktifleserck Bak ve Bax'a etki eder veya
anti-apoptotik Bcl-2 ailesi tiyelerine antagonist olarak eder. Daha sonra Bax ve Bak
homo ve heterodimer olusturarak mitokondri membraninda bir por olustururlar.
Olusan bu pordan sitokrom c'nin salinmasini saglanir. Sitokrom c, Apaf-1 ile birlikte,
dATP/ATP'ye bagimli bir sekilde apoptozom denilen heptametrik bir kompleks
olusturur. Bu kompleks, monomerik prokaspaz 9’u dimerlestirir. Bunun sonucunda
otokatalitik boliinme gergeklesir ve kaspaz 9 aktiflesir. Aktif kaspaz 9, kaspaz 3'i
keser ve aktive eder (Kiraz ve ark., 2016; Nagata, 2018; Ulukaya ve ark., 2011).
Kaspaz 3, apoptozu gergeklestirmek i¢in 1300'den fazla hiicresel substrati

kesmektedir. Ornek olarak,

e Apoptotik DNA fragmentasyonu igin ICAD (kaspazla aktive olan DNaz
inhibitori) kesilerek CAD (kaspazla aktive olan DNaz) serbestlesir (Nagata,
2005).

e Dis membran yiizeyine PS ¢ikmasi i¢cin ATP11A/11C ve XKRS8 kesilir
(Nagata, 2018).

e Apoptotik membran bleblenmesi i¢in ROCK1 kesilir (Sebbagh ve ark., 2001).

Hiicre dis1 faktorler ile apoptoz oliim reseptorlerinin; Fas, TNF reseptorii-1,
DR-3, DR-4 ve DR-5'in ligandlar ile etkilesimi ile indiiklenir. Bu hiicre yiizeyi
reseptOrleri hiicre membrani iizerinde bulunur ve bunlar TNFR ailesinin tiyeleridir.
Oliim reseptorlerinin ligandlar1 reseptdrlerin oligomerizasyona ve aktivasyonuna
sebep olur. Reseptorlerin oligomerizasyonu takiben spesifik adaptor proteinler
(FADD, TRADD) reseptorlere baglanir ve ardindan kaspaz kaskadinin aktivasyonuna
saglanir. Ligandlar reseptorlere baglandiklarinda Fas ve TNFR-1 bir dizi protein-
protein etkilesimi gergeklesir. ik olarak kendilerine bagl olan 6liim domaini olan
TNFR-1 ile iligkili 6liim domaini (TRADD) ve Fas ile iligkili 6liim domaini (FADD)
ile etkilesimi baslatirlar. Oliim domainleri prokaspaz-8'i aktive ederek kaspaz
kaskadin1 baglatir. Kaspaz-8 oligomerizasyonu takiben otoaktivasyon ile aktive edilir.
Aktif kaspaz-8’in apoptoz aktivasyonuna dair bulunan ti¢ mekanizma vardir. Kaspaz-
8’in 1) dogrudan kaspaz-3'ii kesmesi ve aktive etmesi, 2) pro-apoptotik protein olan

Bid'i keserek ve 3) anti-apoptotik Mcl-1"i keserek Bim’in serbestlesmesini saglayarak
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igsel yolagi aktive etmesi. Kesilmis Bid aktif hale gelir ve sitozolden mitokondriye
transloke olarak sitokrom c salinimini indiikler. Mcl-1’den serbestlesen Bim ise Bcl-2
ile etkilesim kurarak Bax ve/veya Bak’in Bcl-2’den serbest kalarak sitokrom c
salinmasini saglayacak mitokondri lizerinde por acgilmasini saglar. TNFR-1 ve DR-3
FADD ve TRADD’i adaptor protein olarak kullanarak kaspaz-8’i aktive eder. Ayrica
FADD (TRADD degil) hem DR-4 hem de DR-5 i¢in bir adaptér molekiil olarak
kullanilir ve bu nedenle 6liim reseptorleri icin evrensel bir adaptor olarak bile

onerilmistir (Collison ve ark., 2009; Han ve ark., 2006; Ulukaya ve ark., 2011).

1.3. NEKROZ

Apoptoz ve nekroz iki farkli hiicre 6liimii seklidir. Nekroz fizyolojik kosullarin
otesinde gerceklesirken, apoptoz hem fizyolojik hem de patolojik kosullar altinda
ortaya ¢ikabilir. Bagka bir deyisle, apoptoz hem sagliklt hem de hastalik durumlarinda
mevcut olabilir. Apoptozun belirgin morfolojik dzellikleri vardir. Ornegin, nekrozdaki
asir1 hiicre igine siv1 akisi hiicrenin sismesine neden olurken, apoptoz sirasinda hiicre
biiziilmesi goriiliir. Nekrozda kromatinin goriiniimii normal hiicrelerle kiyaslandiginda
benzerlikler vardir ancak apoptoz sirasinda kromatin kondenzasyonu ve niikleer
membran g¢evresinde yogunlagma gozlenir. Nekrotik hiicrelerde hasarli hiicre zarinin
biitiinltigliniin kayb1 nedeniyle hiicre i¢i igerik salinir. Bununla birlikte, apoptotik
hiicrelerde hiicre zarn saglam kalir ve blebler olarak bilinen diizensiz tomurcuklar
olusur. Nekrozda hiicre i¢i igerigin salinmasi enflamatuar yanit olusturur. Apoptotik
cisimler komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite edildigi i¢in enflamatuar
yanit olusturmaz. Apoptozun bir diger ayirt edici 6zelligi agaroz jel elektroforezinde
merdiven modeli olusturan 180 ila 200 baz ¢ifti araligindaki interniikleozomal DNA
fragmentasyonudur. Dis plazma zarina fosfatidilserin translokasyonu apoptoz
sirasinda meydana gelen 6nemli degisikliklerden biri olup apoptotik hiicrelerin komsu

hiicreler ve makrofajlar tarafindan taninmasini saglar.

Nekroz sonrasinda tipik olarak enflamatuar reaksiyonlar goriiliir. Nekrotik
hiicreler enflamatuar yaniti saglamak i¢in selektif olarak HMGB1 ve HDGF gibi
faktorler salarlar ve enflazomun g¢ekirdek proteini olan NLRP3 tarafindan algilanarak
enflamatuar aktivasyona neden olur. Bu olaya takiben pro-enflamatuar sitokin olan IL-
1P salgilanir. NLRP3 enflamazom aktivasyonu hasarli hiicrelerden salinan mitokondri
tarafindan {iretilen ATP ile tetiklenir. Mekanik olarak nekroz kaspaz kaskadinin

aktivasyonu ile iligkili degildir. Hasara tepki olarak ya da patolojik olaylar sonucunda
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hiicre Oliimiine

sebep oldugu ve normal gelisim

sirasinda  rol almadigi

diistiniilmektedir. Buna ragmen, programlanmis nekrotik 6liimiin (nekroptoz olarak da

bilinir) in vivo’da ¢ok yaygin goriildiigii bilinmektedir. Bu alanda yapilan ¢alismalar

nekrozun aksine programlanmis nekroptozun apoptoz

goriilmiistiir (Nikoletopoulou ve ark., 2013).

ile bircok benzerligi

Tablo 1.1. Apoptoz ve nekroz arasindaki farklar (Ulukaya ve ark., 2011).

Karakteristikleri

Apoptoz

Nekroz

» Orta seviye oksidatif
stres
» Biiylime faktorlerinin » Asiri oksidatif stres
eksikligi > Iskemi
Neden olan » HIV > Hipertermi,
faktorler » Kemoterapi > Hipoksi
» Radyasyon » Yiiksek doz toksik madde
> Oliim reseptdrlerinin » Kemoterapi
uyarilmast
» Sitotoksik T hiicreleri
» Kromatin kondenzasyonu
» Kromatin topaklanmasi
> Blebler igeren intakt
Ny » Membran hasari
Morfolojik hiicre membrani
» Organellerin dagilmasi
ozellikleri > Hiicre biiziilmesi . .
) » Hiicre sismesi
» Apoptotik body
» Hiicre parcalanmasi
formasyonu
» Bozulmus iyon dengesi
> ATP gereklidir » ATP gerekli degildir
» Niikleozomlar arasi DNA | > Agaroz jelde DNA
Biyokimyasal ve fragmentasyonu stirtintii olarak goriliir
immiinolojik » Agaroz jelde merdiven » LDH ve M65 gibi hiicre
ozellikler modeli goriiliir olim belirtecleri salinir
» M30 antijeni salinir » Lizozomal enzimler
» Enflamasyon goriilmez salinir
» Enflamasyon goriiliir
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1.4. NEKROPTOZ

1980'lerin sonunda nekrozun, apoptozu tetikleyen ayni Olim sinyalleri
tarafindan tetiklenen alternatif programlanmis bir hiicre 6liim modu olarak da islev
gorebilecegi ortaya ¢ikti. Yapilan ¢calismada F17 hiicrelerinde TNFa tedavisi apoptozu
indiiklerken farkli bir hiicre tipi olan L-M hiicrelerinde nekrotik hiicre Slimiinii
indiikledigi gosterilmistir (Laster ve ark., 1988). Nekroptoz terimi, nekrozun “kazara”
O0lim yerine, diizenlenmis ve programlanmis bir 6lim seklini temsil ettigi ve
apoptozdan farkli olan durumlarini tanimlamak igin kullanildi. Apoptozun dissal
yolaginda gorev alan TNFR1, FAS, TNFR2, TRAILR1 ve TRAILR2 oliim
reseptorlerinin farkli hiicre tiplerinde nekroptozu indiikledigi agikga gosterilmistir
(Chan ve ark., 2003; Holler ve ark., 2000; Jouan-Lanhouet ve ark., 2012; Vercammen
ve ark., 1998). Bu durum ozellikle apoptozun bloklandigi veya diisik ATP
seviyelerinde gergeklesir. Oliim reseptorlerine ek olarak, nekroptoz patojen ile iliskili
molekdilleri algilamak i¢in dogal bagisiklik sistemi hiicreleri tarafindan iretilen
patojen tanima reseptorii (PRR) ailesinin tiyeleri tarafindan da baslatilabilir. Yine de

nekroptoz mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamaistir.

TNF’in TNFR1’e baglanmasi, reseptor etkilesimli protein kinaz 1 (RIPK1) ve
NF-kB esansiyel modiilatoriiniin  (NEMO) poliiibikitinlenmesini igeren NF-«xB
yolagini aktive eder. RIPK1'in lineer ubikitin zincirlerinin deubikuitinazlar tarafindan
deubikitine olmasi sonra RIPK1 “prosurvival” fonksiyonunu yitirir ve hiicre dliimiinii
indiikler. TNFR1 ligand baglanmasi sonucu apoptozun dissal yolaginda oldugu sekilde
aktiflesir ve kaspaz 8 aktive olur. Kaspaz 8-FLIP heterodimeri, NF-kB aktivasyonuyla
indiiklenen FLIP ekspresyonu olan hiicrelerde fazladir. Kaspaz 8 veya FLIP
azaldiginda veya kaspaz 8'in aktivasyonu veya fonksiyonu engellendiginde RIPK1
nekrozomu olusturmak i¢in RIPK3 ile bir kompleks olusturur. RIPK3'in bir baska

hedef molekiilii olan MLKL, nekroptozda rol alan bir psédokinazdir.

Apoptozda yiiksek derecede immiinojenik hiicre igi proteinlerin bir¢ogu Slii
hiicrenin i¢inde kalirken nekroptozda dogal ve adaptif immiin yanitlar giiglii bir sekilde
tetiklenir. RIPK3 hem RIPK1 hem de RIPK3'te bulunan bir RHIM motifi ile diger
proteinlerle etkilesime girebilir. Bugline kadar, insan genomunda bilinen sadece dort
RHIM igeren protein (RIPK1, RIPK3, DAI ve TRIF). TRIF, toll benzeri reseptor 3 ve
4'lin baglanmasindan sonra nekroptozu tetikleme yetenegine sahiptir; DAI viral

sinyaller sonucu nekroptotik yolagi aktive eder. Kaspaz inhibitoriinii eksprese eden
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virlisiiniin enfeksiyonunun RIPK3 eksikligi olan fareler igin dldiiriicii oldugu fakat
dogal tip farelerin hayatta kaldig1 bulunmustur. Ayrica hem apoptoz hem de nekroptoz,
tip I ve Il interferonlar tarafindan indiiklenebilir; viral olarak enfekte olmus hiicrelerin
Oliimiinii saglarlar. Cesitli viriisler ve hiicre i¢i bakteriler, kaspaz 8'in aktivasyonunu
engelleyerek hiicreyi nekroptoza duyarli hale getiren proteinleri eksprese eder. Bu
nedenle nekroptozun bu tiir hiicre ici istilacilara karst bir savunma mekanizmasi
sagladigini varsayabiliriz. Bu hipotez, nekroptozun viral inhibitdrlerinin tanimlanmasi
ile de desteklenmektedir. Benzer sekilde, FLIP kayb1 hem apoptoz hem de nekroptoz
ile hiicre 6liimiine yol agar. FLIP hizli protein doniisiimiine maruz kaldigindan ve NF-
KB aktivasyonuna cevap olarak eksprese edildiginden, protein sentezini bloke eden
veya NF-«B ile etkilesime giren herhangi bir sey hiicrelerin 6lmesine hassaslasabilir

(Linkermann ve Green, 2014).

1.5. EPITELYAL-MEZENKIMAL DONUSUM

Epitel hiicre profiline sahip prostat kanseri hiicreleri polaritelerini ve
morfolojilerini kaybederek primer tiimor yapisindan ayrilabilmektedirler. Kanser
hiicreleri ekstraselliiler matriksi degrede ederek intravazasyon yapmaktadirlar. Damar
yolu ile viicuda dagilan hiicreler ekstravazasyon ile sekonder tiimor yapisini
olusturabilmektedirler. Bu siiregte yiiksek invazyon ve metastaz aktivitesine sahip olan
kanser hiicrelerinde epitel hiicre belirteclerinin ifade diizeyleri azalip epitel hiicre
profilini kaybederken mezenkimal hiicre belirtegleri anlatimi artarak mezenkimal
hiicre profili kazanmaktadirlar. Bu doniisiim epitel-mezenkimal dontisim (EMT)
olarak adlandirilir. Epitel hiicre markerlar1 E-kaderin, klaudin, okludin, tip IV kollajen,
laminin 1 ve desmoplakin; mezenkimal hiicre markerlar1 N-kaderin, integrin,
vimentin, fibronektin, tip I kollajen ve laminin 5’tir. EMT in vitroda epitel hiicrelerin
mezenkimal benzeri hiicrelere fenotipik olarak doniisiimii ile iliskilidir. Kanserde
EMT'nin mekanizmasini arastiran ¢aligmalar Twist, Snail, Slug ve Zeb1/2 gibi EMT'yi
indiikleyen transkripsiyon faktorleri tizerinde durmuslardir (Kalluri ve Weinberg,
2009; Nieto ve ark., 2016; Yeung ve Yang, 2017).

1.6. NAFTAKINON TUREVLI ILACLAR
Kinonlar kimya, biyoloji ve tip alanlarinda sik¢a kullanilmaktadir. Ayrica
kinonlar canli hiicrelerde yaygin olarak goriiliir. Biyolojik islevi hiicre

metabolizmasinda elektron tasiyici olarak bulunan kinonlar sinifinin bazi lyeleri
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mantarlara ve bakterilere karsi kullanilabilmektedir (Deniz ve ark., 2015; El-Najjar ve
ark., 2011).

Kinon tiirevleri, 6zellikle 1,4-naftakinonlar, solid kanser tedavisinde klinikte
kullanilmaktadirlar. Bu bilesiklerin sitotoksik etkileri esas olarak DNA topoizomeraz
[I'nin inhibisyonundan kaynaklanmaktadir (Kennedy ve ark., 2011; Kumar ve ark.,
2017). Ek olarak, kinon analoglari sitokrom P450 rediiktaz enzimi tarafindan yari
kinon radikallerine doniistiiriiliir; bu yar1 kinonlar normal oksijen seviyesinde okside
olarak kinonlara geri doniistiiriilir. Bu olay sirasinda O indirgenir ve siiperoksit
radikal iyonu (O2") olusur. Hem siiperoksit hem de yar1 kinon radikal anyonlari, DNA
iplik¢ik kopmalarina neden oldugu bilinen hidroksil radikalini tiretebilir (Tewey ve
ark., 1984; Wellington, 2015). Naftakinonlarin bu etkileri gz 6niine alindiginda, bu
bilesiklerin kanser hiicrelerine kars1 sitotoksik aktivite gosterebilecegi One
stiriilmistiir. Tahminlere uygun olarak, birka¢ ¢alisma naftakinon analoglarinin anti-
kanser etkisine sahip oldugunu gostermistir (Ghosh ve ark., 2018; Pingaew ve ark.,
2015; Silva ve ark., 2009). Ayrica kinon bilesiklerinin anti-viral, anti-bakteriyel ve
anti-enflamatuar o6zellikler sergiledigini gosteren birgok ¢alisma vardir (Brandelli ve
ark., 2004; Novais ve ark., 2018; Prachayasittikul ve ark., 2017; Wellington ve ark.,
2019). Kanser tedavisinde kullanilan saintopin, daunorubisin, antrasiklinler ve
mitomisin gibi kullanilan bir¢ok ilacin kinon yapisina sahip oldugu bilinmektedir

(Brandy ve ark., 2013; Verma, 2006).
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2. MATERYAL METOD
2.1. MATERYAL

2.1.1. Kimyasal Maddeler
%0,05 Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Tripsin-EDTA), Gibco

10X Yiiriitme tamponu, BioRad

2X Laemmli Sample Buffer, Chemcruz
Amonyum persiilfat, BioRad

Anti-E-Cadherin (24E10) antikoru, 3195, CST
Anti-GAPDH (14C10) antikoru, 2118, CST
Anti-N-Cadherin (D4R1H) XP antikoru, 13116, CST
Anti-Vimentin (D21H3) XP antikoru, 5741, CST
Asetik asit, Isolab

Bovine Serum Albumin, Sigma

Dimetil siilfoksit (DMSO), Sigma

ECL Prime W.B. Detection, Amersham

Fetal s1g1r serumu (FBS), Wisent Bioproducts
Fosfat tuz tamponu (PBS), Gibco

Glycine, Bioshop

Halt Protease Inhibitor Cocktail 100 X, Sigma
Hidroklorik asit, Tekkim

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, Thermo
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Muse® Annexin V & Dead Cell Assay Kit, Merck Millipore

Muse® Caspase-3/7 Assay Kit, Merck Millipore

Muse® H2A.X Activation Dual Detection Kit, Merck Millipore

Muse® Mitopotential Assay Kit, Merck Millipore

Muse® Oxidative Stress Kit, Merck Millipore

Muse® PI3K Activation Dual Detection Kit, Merck Millipore

Naftakinon bilesigi, istanbul Universitesi Miithendislik Fakiiltesi Kimya Boliimii
PageRuler Plus Prestained protein ladder, Thermo

Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10.000U/ml penisilin, 10mg/ml streptomisin),
Gibco

Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Sigma
PureLink™ RNA Mini Kit, Thermo

RIPA soliisyonu, Thermo

Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI), Wisent Bioproducts
Sodyum kloriir, Merck

Sulforhodamine B sodium salt, Chemcruz
TEMED, BioRad

TGX FastCast jel soliisyonlar1, BioRad
Trikoloroasetik asit, Sigma

Tripan mavisi (%0,5), Biological Industries
Trizma Base, Sigma

Tween-20, Sigma

2.1.2. Sarf Malzemeler

0,5 ml, 1,5 ml ve 2 ml‘lik santrifijj tiipleri, Isolab

1000ul’lik pipet uclari, Isolab
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10ul’lik pipet uglari, Isolab

2 ml‘lik cam pastor pipetler, Isolab

25cm?, 75cm? ve 175cm?’1ik flask, Sunub

Sml ve 10ml hacimlerinde enjektorler, Genject
6 kuyulu plate, Sunub

96 kuyulu plate, Sunub

Hemasitometri lami, Neubauer improved, Isolab
Kriyovial, ATS

Otoklavlanabilir cam sise, Isolab

Steril santrifiij tiipleri (15ml), Nest

Steril santrifiyj tiipleri (50ml), Nest

Steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron ¢apinda), Millex, Millipore

2.1.3. Cihazlar
10 ul, 200 pl ve 1000 pl’lik pipet seti, Brand

200 pl ¢ok kanalli pipet, Brand

-80°C buzdolabi, Panasonic, MDF-U5386S-PE.

Buzdolabi, Panasonic, MPR-721-PE

CO2 inkiibatorii, Panasonic, MCO-230AIC-PE

Dikey elektroforez, Bio-Rad

Hassas terazi, KERN, ABJ-NM/ABS-N

Inverted mikroskop, Nikon, Eclipse Ts2

Jel goriintiileme sistemi, General Electric, ImageQuant LAS 500
Kuru sterilizator, Panasonic, MOV-212-PE

Laminer hava kabini class I, Telstar, Biovanguard

Muse Cell Analyzer Cihazi, Merck
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Orbital shaker, Lab companion

Otoklav, Niive, OT90L

Pipetdr, Isolab

Plate Reader-Spektrofotometre, BMG Labtech, Spectrostar
Santrifiij, Hitachi, CF16RN

Sogutmali santrifiij, Hitachi, CT15RE

StepOne Plus qRT-PCR cihaz1 , Applied Biosystem
Thermal cycler, Bio-Rad

Transfer cihazi, BioRad, 10016505C

Vorteks, Scilogex, MX-F

2.2. METOT

2.2.1. Istanbul Universitesi Tarafindan Sentezlenen Naftakinon Tiirevli
Bilesigin Hazirlanmasi

Istanbul Universitesi Kimya Béliimii tarafindan sentezlenen yeni naftakinon
tirevli bilesigi (K13) 50 mM stok konsantrasyonda hazirlandi. Bunun igin 6,9 mg K13
bilesigi 500 pul DMSO igerisinde ¢ozdirilmiistiir.

2.2.2. Hiicre Kiiltiiri

Laboratuvarimizda bulunan LNCaP (ATCC CRL 1740), PC-3 (ATCC CRL
1435) ve DU 145 (ATCC HTB-81) prostat kanseri hiicre hatlar1 Kriyovial tiipler
icerisinde -80°C dolapta saklandi.

LNCaP lenf noduna metastaz yapmis ve buradan alinan, iyi farklilagmis prostat
kanseri hiicre hattidir. PSA salgilar ve AR agisindan androjene duyarlidir. PTEN ve
p53 ifadesi dogal tip olarak tanimlanmistir. PC-3 hiicre hatti metastatik bolgesi
kemikten alimmistir ve androjene duyarsizdir. PC-3 hiicreleri p53, PTEN ve AR
ifadesinden yoksundur. DU 145 hiicre hatti androjene duyarsizdir ve p53 DNA
baglanma bolgesinden mutanttir. Beyin metastazi yapmis ve bu bdlgeden alinmistir

(Cunningham ve You, 2015; Wu ve ark., 2013).
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2.2.3. Hiicrelerin Stoklanmasi

Flasklardaki hiicreler yogun olduklarinda besiyeri uzaklastirildi ve 1X PBS ile
yikama yapildi. Adherent hiicrelerin bulunduk yiizeyden kalkmalar1 igin %0.05
Tripsin-EDTA soliisyonu ile 5 dakika inkiibatérde bekletildi. Tripsin inhibisyonu igin
tripsinin on kati besiyeri ilave edildi. Hiicreler 15 ml’lik santrifiij tiiplerine alindu.
Sallanan kovali rétarli santrifiijde 800 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant
kisim aspire edildi ve hiicreler 1 ml dondurucu medium (%5-10 DMSO + %10 FBS +
%80 DMEM) i¢inde 1x108 hiicre olacak sekilde her bir kriyovial i¢ine konuldu. Daha

sonra hiicre siispansiyonu kriyovialler igerisine dagitilarak -80°C’ye kaldirildu.

2.2.4. Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmasi

PC-3, LNCaP ve DU 145 hiicrelerinin besiyeri su sekilde hazirlandi: RPMI
1640 (Gibco) besiyerine %10 Fetal Bovine Serum (Gibco) ve %1 Penisilin-
Streptomisin Soliisyonu (10.000U/ml penisilin, 10mg/ml streptomisin, Gibco) ilave
edildi.

2.2.5. Hemositometre ile Hiicrelerin Sayimi

Tripsinle kaldirilan hiicreler siispanse hale getirildikten sonra 10 pul alinarak 96
kuyulu plate igerisinde 10 pl %0,5 tripan mavisi (Sigma) ile karistirildi. Bu karisimdan
10 pl alinarak mikroskopta hemasitometri tizerinde bes alanda hiicre sayimi yapildi.
Bulunan sayr sulandirma katsayisi ile ¢arpilarak 1 ml besiyerindeki hiicre sayisi

hesaplandi.

2.2.6. Sulforhodamine B (SRB) Testi ile Canlilik Tayini

SRB testi, 1990'da Skehan ve ark. tarafindan hiicre tabanli gesitli tarama
calismalarinda sitotoksisite deneylerini ucuz bir sekilde yapmak i¢in kullanilmigtir
(Skehan ve ark., 1990; Vichai ve Kirtikara, 2006). Bu yontem, hafif asidik kosullar
altinda proteinlere stokiyometrik olarak baglanan ve daha sonra bazik kosullarda
¢oziinen SRB boyasinin 6zelligine dayanir. Bu nedenle, bagli boya miktari, hiicre
cogalmasini 6lgmek icin varsayimsal olarak hiicre canliligi hakkinda bilgi verebilir.

Protokol dort ana agsamaya ayrilabilir:

e Tedavinin hazirlanmasi
e Tercih edilen tedaviyle hiicrelerin inkiibasyonu
e Hiicre fiksasyonu ve SRB boyamasi

e  Absorbans ol¢iimii
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SRB boyasi, %0,4 (kiitle/hacim) olacak sekilde %1 asetik asit ¢ozeltisi ile hazirlandi. Stok
boya soliisyonu 4°C’de saklandi. Trikoloroasetik asit (TCA) %50 (kiitle/hacim) olacak
sekilde distile su ile hazirlandi ve 4°C’de saklandi.

SRB testi igin K13 bilesiginin farkli konsantrasyonlari (40-0,625 puM)
hazirlanarak 96 kuyulu plate igerisine uygulandi. PC-3, LNCaP ve DU 145 hiicreleri
100 pl besiyeri icerisinde 5x10° hiicre olacak sekilde her bir kuyuya hiicreler ekildi.
Kontrol grubu olarak sadece besiyeri ortami igerisinde ekilen hiicreler kullanildi. Kor
olarak kullanilacak kuyulara sadece 200 ul besiyeri ilave edildi. Ardindan hiicreler 48
saat 37°C, %5 CO:‘li ortamda inkiibasyona birakildi. Fiksasyon islemi i¢in 48 saatlik
tedavi stiresi sonunda her bir kuyuya 50 ul TCA eklenerek plate 4°C’de 1 saat inkiibe
edildi. Siirenin sonunda TCA kuyulardan uzaklastirildi ve kuyular 5 kez distile su ile
yikandi. Yikama sonunda her kuyuya 50 pul SRB boyasi eklendi ve 30 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 boya kuyulardan uzaklastirild1 ve kuyular
kuyular %1 asetik asit ¢ozeltisi ile 5 kez yikandi. Plate tamamen kuruduktan sonra boyanin
¢cOziinmesi i¢in her kuyuya 150 pl (10 mM, pH:10) Tris Baz1 eklendi ve orbital
calkalayicida 10 dakika 100 rpm’de birakildi. Siirenin sonunda hiicrelerde olusan renk
siddeti  spektrofotometrede (Plate Reader-Spektrofotometre, BMG Labtech,
Spectrostar) 564nm dalga boyunda olglildii ve okunan absorbanslar kullanilarak

hiicrelerin canlilik oranlar1 belirlendi.

Kontrol grubu hiicrelerin canliligt %100 olarak kabul edildi ve kimyasal
uygulanan hiicrelerin canliligi asagidaki formiil ile hesaplandi. Her bir kimyasal

konsantrasyonu birbirinden bagimsiz ii¢ farkli kuyuda tekrarlandi.

% Canlilik = [100 x (Kimyasal uygulanan grubun absorbans ortalamasi — Kor
absorbans ortalamasi) / (Kontrol grubunun absorbans ortalamasi — Kor absorbans

ortalamasi)]

2.2.7. Akim Sitometrisi ile Anneksin V Analizi

Akim sitometresi ile analiz gergeklestirebilmek i¢in hiicrelerin siispanse halde
olmasi gerekmektedir. Cihaz 6l¢iim alirken hiicreler tek tek “flow cell” adi verilen
kapiler borudan geger ve bu gecis sirasinda lazer 1g1nina maruz kalirlar. Hiicreler lazer
1518min bir kismini saptirir ve bu saptirma bize hiicre boyutu hakkinda bilgi verir.
Ayrica eger hiicreler floresan isaretli bir boya ile muamele edilmisse ilgili lazer 15181
tarafindan uyarildiklar1 zaman floresan 1s1ma Yyaparlar. Bu isaretleme hiicre

yiizeyindeki veya icindeki proteinlere spesifik antikor baglanmasi ya da hiicredeki

28



molekiillere (ROS gibi) veya organellere spesifik boyalar kullanilarak ger¢eklestirilir.
S6z konusu spesifik antikorlara FITC, PE veya 7-AAD (7-Aminoaktinomisin D) gibi
floresan boyalar eklenir. Tlgili boya ya da antikor ile isaretlenen hiicre lazer 1s1myla

uyarildiginda floresan isimasi cihaz tarafindan belirlenir (Karaboz ve ark., 2008).

Anneksin V, fosfatidilserinlere (PS) baglanma kapasitesi yiiksek bir proteindir
ve hiicre membraninda gecememektedir. Apoptozun erken evresinde kaspaz
aktivasyonuna bagli olarak hiicre membraninin i¢ kisminda lokalize olan PS’ler hiicre
kaspaz tarafindan aktiflesen Xkr8 yardimiyla membranimin dis kismina “flip-flop”
hareketi ile transloke olurlar (Marifio ve Kroemer, 2013; Rysavy ve ark., 2014; Segawa
ve Nagata, 2015). Anneksin V’in FITC gibi floresan bir maddeyle isaretlenmesi
sonucunda apoptotik hiicreler belirlenebilir bir hale gelmektedir. Erken apoptoz, geg
apoptoz ve nekrozu ayirt etmek i¢in PI ya da 7-Aminoaktinomisin D (7-AAD) gibi
intakt membrandan gegemeyen DNA boyalar1 da kullanilmaktadir. Béylece erken

apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz ayrimi yapilabilmektedir.

e Saglikli hiicre popiilasyonu: Anneksin V (-) ve 7- AAD (-)

e Erken apoptotik hiicre popiilasyonu: Anneksin V (+) ve 7- AAD (-)
e Geg apoptotik hiicre popiilasyonu: Anneksin V (+) ve 7- AAD (+)
e Nekrotik hiicre popiilasyonu: Anneksin V (-) ve 7- AAD (+)

Muse Annexin V & Dead Cell Kiti kullanilmak i¢in, PC-3, DU 145 ve LNCaP
hiicreleri sayilarak 6 kuyulu platelere 1x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Ekim
ile es zamanli olarak K13 bilesigi 10, 5 ve 2,5 uM dozlarinda ilgili kuyulara uygulanda.
Kontrol grubu hiicreler sadece besiyeri ile muamele edildi. Hiicreler 12 ve 24 saat
boyunca inkiibatorde tutuldu ve siirenin sonunda K13 uygulanan kuyularin iist besiyeri
15 mI’lik santrifiij tiiplerine toplandi. Kontrol grubunun kuyularindaki iist besiyeri ise
uzaklastirildi. Hiicreler tripsin ile kaldirildi ve ilgili santrifiij tiiplerine toplandiktan
sonra 500 g’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi santriflij tiiplerinin
siipernatantlar1 uzaklastirildi. Hiicreler 100 pl %1 FBS igeren PBS igerisinde siispanse
hale getirildi ve 1,5 m1’lik santrifijj tiiplerine aktarildi. Orneklere 100 ul Muse Annexin
V & Dead Cell soliisyonu eklendi. Vortekslenen 6rnekler karanlikta 20 dk oda 1sisinda
inkiibe edildi. Muse™ Cell Analyzer cihazi ile dl¢im yapildi.
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2.3.8. Akim Sitometrisi ile Kaspaz 3/7 Aktivasyon Analizi
Apoptoz siirecinde etkili olan efektor kaspazlardan olan kaspaz 3 ve 7
aktivasyonu kaspaz bagimli apoptoz ve membran biitiinliigii hakkinda énemli bilgiler

vermektedir.

Kaspaz 3/7 testi i¢in PC-3, DU 145 ve LNCaP hiicreleri Anneksin V testinde
oldugu sekilde ekildi, kimyasal uygulamasi yapildi ve siirenin sonunda 50 pl %1 FBS
iceren PBS ile siispanse hale getirildi. Ornek igeren santrifiij tiiplerine 5 ul “Caspase
3/7 working reagent” eklendi ve kapaklar1 agik olarak inkiibatore 30 dk siiresince
birakildi. Siirenin sonunda 6rneklere 150 pl 7-AAD boyasi eklendi ve 6rnekler 5 dKk,
oda sicakliginda, karanlikta bekletildi. Muse™ Cell Analyzer cihazi ile 6l¢iim yapildi.

2.3.9. Akim Sitometrisi ile Mitokondri Membran Potansiyeli Analizi
Mitokondri membranindaki degisimler hiicrenin saglig1 acisindan bilgi veren
onemli parametrelerden biridir. Pro-apoptotik proteinlerin artmasi ve anti-apoptotik

proteinlere baskin gelmesi sonucu mitokondri membran biitiinliigli bozulabilir ve igsel

yolak baglayabilir (Finkel, 2001).

Mitokondri membran testi i¢in PC-3, DU 145 ve LNCaP hiicreleri Anneksin V
testinde oldugu sekilde ekildi, kimyasal uygulamas1 yapildi ve stirenin sonunda 100 pl
%1 FBS igeren PBS ile siispanse hale getirildi. Orneklere 95 ul (boya igeren) “working
reagent” eklendi hiicreler 20 dk inkiibatdrde bekletildi. inkiibasyon siiresi sonunda
tiiplere 5 pl 7-AAD boyasi eklendikten sonra vorteks yapildi ve ornekler 5 dk oda
sicakliginda bekletildi. Muse™ Cell Analyzer cihazi ile 6l¢iim yapildi.

2.3.10. Akim Sitometrisi ile DNA Hasar1 Analizi

DNA paketlenmesinden gorevli olan proteinler histonlardir ve bu DNA / histon
kompleksine niikleozom denir. Niikleozomlar 147 baz ¢iftlik DNA’dan ve birer ¢ift
H2A, H2B, H3 ve H4 histon proteinlerinden olusur. H2A varyantlar1t H2A1, H2A2,
H2AX, H2AZ dir (Kinner ve ark., 2008; Rakiman ve ark., 2008). DNA hasar cevabi
fizyolojik islemler sirasinda karsilasilan cesitli stres sinyallerine cevap olarak veya
iyonize radyasyon, DNA'ya zarar veren terapétik ajanlar gibi dissal isaretlere cevap
olarak baglatilabilir. DNA hasart tepkisi sirasinda meydana gelen morfolojik,
biyokimyasal ve molekiiler degisiklikleri incelemek icin ¢esitli yOntemler
gelistirilmistir. Hiicreler iyonize radyasyona veya DNA'ya zarar veren kemoterapdtik

ajanlara maruz kaldiginda DNA’da ¢ift sarmalli kiriklar (DSB) meydana gelir. Bu
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kirilmalar H2AX'in hizli bir sekilde fosforilasyonuna neden olur. yH2AX'in Ser
139'dan fosforilasyonu ¢ok, hizli ve DSB ile iyi korele oldugu igin olusan DNA

hasarmi incelemek igin kullanilabilecek en hassas belirtectir (Sharma ve ark., 2012).

YH2AX DNA hasart testi i¢in PC-3, DU 145 ve LNCaP hiicreleri Anneksin V
testinde oldugu sekilde ekildi, kimyasal uygulamas1 yapildi ve siirenin sonunda 100 pl
%1 FBS igeren PBS ile siispanse hale getirildi. Kit igerisindeki fiksatif kullanilarak
(100 pl) 6rnekler buz lizerinde 5 dk fikse edildi. Ardindan 6rnekler 300 g 5 dk santrifiij
edildi ve siipernatantlar atilarak hiicreler kit igerisindeki permeabilizasyon soliisyonu
(100 ul) ile 5 dk buz iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda érnekler 300 g 5
dk santrifiij edildi ve siipernatant kismi atilarak kit igerisindeki antikorlar ile hazirlanan
“working reagent” (45 ul Assay buffer + 2,5 pul yYH2AX antikoru + 2,5 ul Phospho-
yH2AX antikoru) ile 30 dk karanlikta oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Siirenin
sonunda hiicreler 300 g 5 dk santrifiij edildi ve assay buffer ile sulandirilarak Muse™

Cell Analyzer cihazi ile 6l¢iim yapildi.

2.3.11. Akim Sitometrisi ile Bcl-2 Analizi

Bcl-2 anti-apoptotik proteini i¢sel yolagin 6nemli regiilatorlerinden biridir.
Bcl-2 testi i¢in PC-3, DU 145 ve LNCaP hiicreleri DNA hasari testinde oldugu sekilde
ekildi, kimyasal uygulamasi yapildi, siirenin sonunda 100 ul %1 FBS igeren PBS ile
siispanse hale getirildi, fiksasyon ve permeabilizasyon asamalarin1 gergeklestirildi.
Son asamada “working reagent” olarak Bcl-2 antikoru ve Phospho-Bcl-2 antikoru

iceren assay buffer ile hazirlandi. Muse™ Cell Analyzer cihazi ile 6l¢lim yapildi.

2.3.12. Akim Sitometrisi ile ROS Analizi

ROS fizyolojik durumda az miktarda olusan stiperoksit radikali (O2:"), hidrojen
peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OH")'dir. Metabolik yolaklarda enzimatik
reaksiyonlar sirasinda ara tiriin olarak ROS devamli sekilde olusabilir. ROS olusumu
enflamasyon, radyasyon, yaslanma ve kimyasal maddeler gibi ¢ok ¢esitli sebeplerle
artabilir. Son derece reaktif olan ROS, hiicrenin lipid, protein, karbonhidrat ve DNA
gibi tiim 6nemli bilesiklerine etki edebilirler ve DNA hasarina yol agabilirler (Chio ve
Tuveson, 2017; Prasad ve ark., 2017).

ROS testi i¢in PC-3, DU 145 ve LNCaP hiicreleri Anneksin V testinde oldugu
sekilde ekildi, kimyasal uygulamasi yapildi ve siirenin sonunda kit i¢cindeki oksidatif

stres soliisyonu (200 pl) ile siispanse hale getirildi. Hiicre siispansiyonu 30 dakika
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inkiibatorde kapaklar acgik sekilde inkiibe edildi ve siirenin sonunda Muse™ Cell

Analyzer cihazi ile 6l¢iim yapilda.

2.3.13. Western Blot Analizi

PC-3, DU 145 ve LNCaP hiicreleri 6 kuyulu platelere kuyu basina 5x10° hiicre
olacak sekilde ekildi. Ekim ile es zamanli olarak K13 bilesigi 10, 5 ve 2.5 uM
dozlarinda ilgili kuyulara uygulandi. Kontrol grubu hiicreler sadece besiyeri ile
muamele edildi. Hiicreler 12 ve 24 saat boyunca inkiibatorde tutuldu ve silirenin
sonunda K13 uygulanan kuyularin {ist besiyeri 15 ml’lik santrifiij tiiplerine toplanda.
Kontrol grubunun kuyularindaki {ist besiyeri ise uzaklastirildi. Hiicreler tripsin ile
kaldirild1 ve ilgili santrifiij tiiplerine toplandiktan sonra 500 g’de 5 dk santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi siipernatantlar uzaklastirildi. Santrifiijle ¢oktiiriilen hiicrelere lizis
tamponu eklenip, 6rnekler 20 dakika oda sicakliginda ¢alkalayicida inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresi sonunda 20 dakika 13200 rpm’de 4 °C’ de santrifiij edildi. Ust faz
yeni santrifiij tiiptine alinarak miktar tayini yapildi ya da daha sonra kullanilmak {izere

-80°C’de saklandi.

Miktar tayini i¢in bikinkoninik asit (BCA) metodu kullanildi. BCA metodunun
temeli iki adimli tepkimeye dayanir. Birinci adimda proteinlerin peptit baglarinin
sicaklik ile Cuz" iyonlarim1 Cu*’ya indirgemesidir. Cuz* soliisyondaki protein sayisi ile
paralel olarak indirgenir. Ikinci adimda ise bikinkoninik asidin 2 molekiilii Cu* iyonu
birleserek 562 nm dalga boyunda emisyonu giiglii, mor renkli kompleks olustururlar
(Wiechelman ve ark., 1988). BCA ile protein miktarlarin1 6l¢ebilmek igin 6ncelikle
sigir serum albiimin (BSA) proteini ilgili konsantrasyonlarda (200-1000 ug/ml) distile
su ile hazirlanarak bir standart egri grafigi ¢izildi. 96 kuyulu plate’in her kuyuya O,
200, 400, 600, 800 ve 1000 pg/ml olacak sekilde 25 pl BSA ve 5 ul 6rnek konuldu.
Ornekler distile su ile 25 pl’ye tamamland: ve 5 kat seyreltme yapilmis oldu. Séz
konusu seyreltme katsayisi hesaplamalarda dikkate alindi. Kuyularin iizerine 200 pl
BCA soliisyonu eklendi ve plate 30 dakika 37°C sicaklikta inkiibasyona birakildi. Stire
sonunda plate, spektrofotometride 570 nm’de okundu.

Western blot yontemi i¢in laemmli tamponu (2X) ve 30 pg protein drnekleri
1:1 oraninda karigtirilarak 95°C’ de 5 dakika bekletilerek proteinler denatiire hale
getirildi. Bio-Rad TGX FastCast ile SDS PAGE hazirland:. Tk kuyuya protein ladder

olmak iizere proteinler bu jel sistemine yiiklendi. Ornekler 120 voltta yiiriitme
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tamponuyla beraber yiiriitiildii. Yiiriitme sonunda transfer packleri, jel ve nitroseliiloz
membran transfer tamponunda bir siire bekletildi. Trans-blot turbo transfer sisteminin
kasedine sirasiyla bir set transfer packi, membran, jel ve tekrar bir set transfer packi
konuldu. 2,5 amper ve 25 voltta 7 dakika siireyle proteinlerin membrana gegisi
gerceklesti. Transfer islemi sonrast membran 1 saat oda sicakliginda 1X TBS-T (%0,1
Tween 20 igeren 1X TBS) ile hazirlanan %5°lik yagsiz siit tozu igerisinde bekletilerek
bloklama yapildi. Bloklama sonunda membranlar primer antikor ile gece boyu 4°C ‘de
bekletildi. Primer antikor isaretlemesinde sonra membran ikincil antikora alinmadan
once 5 dakika 3 kez 1X TBS-T ile yikandi. Membranlar primer antikorla uyumlu
ikincil antikor ile gece boyunca 4°C’de inkiibe edildi. Membrandaki antikor ile
muamele edilmis proteinlerin bant goriintillemesi ImageQuant LAS 500 ile

gerceklestirildi.

2.3.14. gRT-PCR Analizi
Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), DNA’daki bolgelerin in vitroda

cogaltilmasi prensibine dayanmaktadir. PCR’1n 3 temel basamag vardir:

1. Amplifiye edilecek DNA’nin iki zincirinin yiiksek sicaklikla birbirinden

ayrilmasi (Denatiirasyon, 95°C).

2. Primerlerin DNA’da ilgili bolgelere baglanmasi ve uygun sicaklikta
uzamasi. Primerlerin tek zincirli DNA {izerinde komplementer olduklari bolgeyle
hidrojen baglar1 ile eslestigi sicaklik derecesi Tm (erime noktasi) olarak
adlandirilmaktadir ve bu sicaklik derecesi primer dizisinin baz igerigine gore
degismektedir. Primerdeki G ve C sayis1 artikca Tm derecesi artmaktadir. Optimal
baglanma sicakligit Tm=4(G+C)+2(A+T) seklinde hesaplanmaktadir ve genellikle Tm

degerinin 5°C alt1 (giiven pay1) alinarak belirlenmektedir.

3. Tag DNA polimeraz enziminin en yiiksek aktivite gosterdigi sicaklikta
(72°C), primerlerin 3’ uglarindan baslamak tizere ortamdaki niikleotidleri kullanarak

5’—3’ yoniinde primerlerin uzamasi, tamamlayici zincir sentezi (Yilmaz & Devran,

2003).

PCR’in ii¢ basamaktan olusan birinci amplifikasyon asamasi, sicakligin tekrar
95°C’ye  yiikseltilmesi ve aym asamalarin 25-30 kez tekrarlanmasiyla
sonlandirilmaktadir. Boylece tek bir hedef DNA segmenti, 2" formiiliine goére

cogaltilmis olmaktadir.
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Real-time PCR, hedef genin amplifikasyonu ile es zamanli artan floresan boya
ve problarin verdigi sinyalin 6lgiilmesine dayali bir PCR yontemidir. Cift zincirli
DNA’ya baglanabilen ve spesifik olmayan bu boyalar (Syber green 1) DNA’daki artig
ile es zamanl olarak 1s1ma verirler (Kubista ve ark., 2006). Ancak floresan 1sima her
zaman amplifikasyonla iligkili olmayabilir. Clinkii primerlerin birbiri ile baglanmalari
(primer dimer) sonucunda da olusan c¢ift zincirli yapiya séz konusu boyalar
baglanabilmektedirler. Bu durumun iistesinden gelebilmek i¢in erime egrisi analizleri
(melting curve) yapilmaktadir. Erime egrisi analizinde, sicaklik kademeli olarak
arttirtlir ve ¢ift zincirli DNA birbirinden ayrilmaya basladiginda [melting temperature
(Tm)] boya serbest kalmakta ve okunan floresan miktar1 da diismektedir.
Denatiirasyon gerceklestiginde ise floresan sinyal aniden diismektedir. Erime
egrisinden yararlanilarak hedef DNA’nin Tm derecesi saptanabilmektedir. Clinkii her
tiriiniin kendine 6zgii uzunlugu mevcuttur ve Tm sicakligl her iirlin i¢in 6zeldir.
Incelenen 6rnege ait Tm derecesi, ayni kosullarda isleme alinan pozitif kontroliin Tm
derecesiyle karsilastirilarak, PCR sonucunun dogru veya hatali olduguna karar

verilmektedir (Giinel, 2007).

Total RNA izolasyonu i¢in Total RNA Purification Kit kullanilarak yapildi.
PC-3, DU 145 ve LNCaP hiicreleri 6 kuyulu platelere kuyu bagma 5x10° hiicre olacak
sekilde ekildi. Ekim ile es zamanli olarak K13 bilesigi 10 uM dozlarinda ilgili kuyulara
uygulandi. Kontrol grubu hiicreler sadece besiyeri ile muamele edildi. Hiicreler 12 saat
boyunca inkiibatorde tutuldu ve stirenin sonunda K13 uygulanan kuyularin iist besiyeri
15 ml’lik santrifiij tiiplerine toplandi. Kontrol grubunun kuyularindaki iist besiyeri ise
uzaklastirildi. Hiicreler tripsin ile kaldirild1 ve ilgili santrifiij tiiplerine toplandiktan
sonra 500 g’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrast siipernatantlar uzaklastirildi.
Hiicreler 1 ml PBS ile karistirilip 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine alind1 ve 500 g’de 5 dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatantlar uzaklastirildi. Ardindan, 0,6 ml lizis
tamponu eklendi ve vortekslendi. Lizis tamponu ile esit hacimde %70 etanol eklendi
gorliniirde herhangi bir {iriin kalmayana kadar tiipler vortekslendi. Lizattan alinan 700
ul kitten cikan filtreli kolona aktarildi ve 12000 g’de 15 saniye boyunca oda
sicakliginda santrifiij edildi. Santriflij sonras: alttaki tiipte biriken sivi uzaklagtirildi.
Bu islem tiim {irlin bitene kadar tekrarlandi. Kolonlara 700 ul Yikama Soliisyonu I
eklendi ve 12000 g’de 15 saniye boyunca oda sicakliginda santrifiij edildi. Santrifiij

sonrast alttaki tiipte biriken siv1 uzaklastirildi. Kolonlara 500 pl Yikama Soliisyonu II
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eklendi ve 12000 g’de 15 saniye boyunca oda sicakliginda santrifiij edildi. Santrifiij
sonrast alttaki tlipte biriken sivi uzaklastirildi. Bu islem bir daha kez tekrarlandi.
Kolonlar bos olarak 12000 g’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra toplama tiiplerine
alindilar ve kolonlara 40 pul RNaz igermeyen su eklendi. Tiipler 1 dakika oda
sicakliginda bekletildikten sonra 12000 g’de 2 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
RNA’lar spektrofotometride dlgiilerek miktar ve safliklar1 belirlendi. Ileri analizler

i¢in -20°C’de saklandi.

RNA ornekleri, High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kiti (Thermo)
kullanilarak cDNA’ya ¢evrildi.

e 10X RT Buffer 14 ul
e 25X dNTP Mix (100mM) 5,6 ul
e 10X RT Random Primers 14 pl
e Reverse Transcriptase 7 ul

e Niikleaz icermeyen su 29,4 ul

Ilgili PCR tiiplerine yukaridaki karistm 20 ul olacak sekilde dagitildi ve
ornekler RNA konsantrasyonlari esit olacak sekilde (2000 ng) 20 ul hacimde eklendi.
Tiipler Bio-Rad thermal cycler cihazina yerlestirildi. Cevrim igin cihaz 25°C’de 10
dakika; 37°C’de 120 dakika ve 85°C’de 5 dakika olacak sekilde ayarlandi. Siire

sonunda, ornekler Real-time PCR analizi i¢in kullanilmak tizere -20°C’de saklandi.

cDNA orneklerinden, EMT karakterine yonelik (SNAIL1, SNAIL2, ZEB1 ve
ZEB?2) ve hiicre oliimiine yonelik (MCL1, FAS ve TNFR10B) ile iliskili genlerin
ekspresyon seviyeleri Real Time PCR kullanilarak arastirildi. PCR karisimi her gen
i¢in total reaksiyon hacmi 20 pl olacak sekilde, ilgili genlerin primerleri ile Power
SYBR Green PCR master mix (Applied Biosystems) kullanilarak asagidaki sekilde
hazirlandi. Bu miktarlar 1 6rnek i¢in gerekli olan miktarlardir. Calismada 8 6rnek

cevrilirken 8,5 kat1 alinarak hazirlanmistir.

e Power SYBR Green PCR Master Mix (2X) 10 ul
e Forward primer 0,2 ul
e Reverse primer 0,2 ul
e Niikleaz igcermeyen su 8,1 ul
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Hazirlanan bu karigimdan 18,5 pl almarak PCR platelerinin  6rnek
kuyucuklarina dagitildi ve iizerlerine ilgili cDNA’lardan 1,5 pl eklendi. Plate, StepOne
Plus cihazina yerlestirildi ve ¢evrim kosulu tiretici firmanin yonergeleri dogrultusunda
ayarlanarak PCR tamamlandi. Once 95°C’de 10 dakika asamasi ayarlandi. Ardindan
95°C’de 15 saniye ve 60°C’de 1 dakika 40 dongii olacak sekilde ayarlandi. Melting
Curve analizi i¢in 95°C’de 15 saniye, 50°C’de 1 dakika ve 95°C’de 15 saniye

2-AACT

asamalar1 ayarlandi. Elde edilen sonuglar metodu kullanilarak StepOne Plus

v2.3 (Applied Biosystems) yazilimi ile degerlendirildi.

2.3.15. Istatistiksel Analiz

SRB testi ile yapilan canlilik deneyleri "GraphPad Prism" programi
kullanilarak grafik olusturulmustur. Deney verileri K13 uygulanmis prostat kanseri
hiicre hatlar1 iizerinde yapilan SRB testi verilerinin en az ii¢ deney tekrarinin
ortalamasidir. Veriler "Graph Pad Prism 6" istatistik programi ile analiz edilmistir
(Motulsky, 1999). Gruplarin karsilastiriimasinda 2 way ANOVA testi kullanilmis ve
Bonferroni dogrulama yontemiyle anlamli degisimler icin p degeri < 0.05 olarak

belirlenmistir.
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3.BULGULAR

3.1. SRB CANLILIK TESTi BULGULARI

PC-3, DU 145 ve LNCaP prostat kanseri hiicrelerine 48 saat boyunca farkli
konsantrasyonlarda (0.6-40 uM) K13 bilesigi uygulandi ve hiicre canliligi SRB testi
ile belirlendi. SRB analizi sonucunda K13 bilesigi ii¢ hiicre hattinda da doza bagl
olarak ters orantili bir sekilde hiicrelerin canlilik yiizdesinde istatistiksel olarak anlamli
azalmaya sebep oldugu tespit edildi (Sekil 3.1.). Bu deneyde s6z konusu prostat
kanseri hiicre hatlarinda %50 canlilik gdsteren dozun belirlenmesi amaglandi. Ug
hiicre hattinda da %50 canliliga sebep olan en yakin dozlar olarak 2.5, 5 ve 10 uM

dozlar1 segildi ve ileri analizler bu dozlar uygulanarak devam etti.
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A SRB Assay B SRB Assay
PC-3 DU 145
150 - 150

% Canhhk
% Canlilik
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o
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0

Sekil 3.1. Doza bagh K13 bilesigi uygulamasinin prostat kanseri hiicre hatlarinda canlilik {izerine
etkisinin SRB testi ile gosterilmesi. (A) PC-3, (B) DU 145 ve (C) LNCaP hiicre hatlarinda 0, 0.6, 1.25,

2.5, 5, 10, 20, 40 uM dozlarinda 48 saat K13 uygulamasi sonucu hiicre canliliklar1 él¢tilmistiir (*:
p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001).
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3.2. AKIM SITOMETRIiSI BULGULARI

3.2.1. Anneksin V Testi

K13 bilesiginin PC-3, DU 145 ve LNCaP hiicre hatlarinda sebep oldugu
apoptotik hiicre oliimii akim sitometrisinde Anneksin-V testi ile arastirildiginda
bulunan sonuglar Sekil 3.2., Tablo 3.1. ve 3.2.’de gosterilmistir. Anneksin V-FITC ve
7-AAD diisiik olan bolge saglikli hiicreleri (a), Anneksin V-FITC yiiksek ve 7-AAD
diisiik olan bolge erken apoptotik hiicreleri (b), Anneksin V-FITC ve 7-AAD yiiksek
olan bdlge gec apoptotik hiicreleri (c) ve Anneksin V-FITC diisiik ve 7-AAD yiiksek
olan bolge nekrotik hiicreleri (d) gostermektedir. PC-3 hiicre hattinda K13’iin doza ve
zamana bagli olarak apoptozu indiikledigi tespit edilmistir. K13 uygulamasi sonrasi
DU 145 ve LNCaP hiicrelerinde ge¢ apoptoz ve nekrozun zamana ve doza bagl arttigi;
PC-3 hiicrelerine kiyasla bu hiicrelerde K13 uygulamasina bagh olarak daha fazla
nekroz gergeklestigi bulunmustur. DU 145 ve LNCaP hiicre hatlarinda K13
uygulamasi sonrasi doza ve zamana bagli nekrotik 6liim ve ge¢ apoptotik evrede artis

goriilmektedir.
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Sekil 3.2. K13 bilesiginin 2.5, 5 ve 10 uM konsantrasyonlarinda PC-3 (A), DU 145 (B) ve LNCaP (C)
insan prostat kanseri hiicrelerinde anneksin-V degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik ylizde
degerlerinin 12 ve 24 saatlik histogramlari (a: saglikli hiicreler; b: erken apoptotik hiicreler; c: geg
apoptotik hiicreler; d: nekrotik hiicreler).



Tablo 3.1. K13 bilesiginin 12 saat boyunca uygulamasi sonrasi PC-3, DU 145 ve LNCaP insan prostat kanseri hiicrelerinde anneksin-V degerlendirmesinden elde edilen verilen
tabloda gosterilmesi.

Erken apoptotik Geg apoptotik '
Hiicreler Dozlar Canl1 popiilasyon (a) Nekrotik popiilasyon (d)
poptilasyon (b) poptilasyon (c)
Kontrol %90,46 %6,26 %2,64 %0,64
2,5uM %46,60 %2,05 %22,90 %28,45
PC-3
S uM %314,05 %0,85 %49,90 %35,70
10 uM %7,45 %0,65 %71,15 %20,75
Kontrol %87,90 %8,16 %257 %1,37
2,5 uM %64,73 %9,24 %13,78 %12,25
DU 145
S uM %46,80 %5,09 %19,79 %28,32
10 uM %25,98 %1,10 %22,78 %50,14
Kontrol %80,70 %6,55 %7,45 %5,30
2,5 uM %29,90 %1,64 %28,20 %40,26
LNCaP
SuM %6,95 %0,06 %19,66 %73,13
10 uM %0,24 %0,06 %48,90 %50,80

41



Tablo 2.2. K13 bilesiginin 24 saat boyunca uygulamasi sonrasi PC-3, DU 145 ve LNCaP insan prostat kanseri hiicrelerinde anneksin-V degerlendirmesinden elde edilen verilen

tabloda gosterilmesi.

Erken apoptotik Geg apoptotik '
Hiicreler Dozlar Canl1 popiilasyon (a) Nekrotik popiilasyon (d)
poptilasyon (b) poptilasyon (c)
Kontrol %90,46 %6,26 %2,64 %0,64
2,5uM %80,69 %4,63 %8,30 %6,37
PC-3
S uM %21,08 %0,94 %59,27 %18,71
10 uM %1,51 %0,02 %93,61 %4,86
Kontrol %88,74 %5,66 %3,64 %1,96
2,5uM %58,29 %3,60 %12,06 %26,05
DU 145
S uM %18,56 %0,60 %16,69 %64,15
10 uM %3,88 %0,28 %24,38 %71,46
Kontrol %77,92 %4,32 %11,12 %6,64
2,5uM %40,51 %1,16 %19,67 %38,66
LNCaP
SuM %6,01 %0,26 %32,35 %61,38
10 uM %0,45 %0,00 %41,84 %57,71
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3.2.2. Kaspaz 3/7 Testi

Yapilan SRB ve Anneksin-V deneyleri sonuglar1 K13 bilesiginin PC-3, DU
145 ve LNCaP hiicre hatlarinda 12 ve 24 saatte apoptoza sebep oldugu tespit edilmistir.
Bu sebepten apoptoz yolaginin efektér kaspazlarindan kaspaz 3/7 aktivasyonunun
incelenmesi diisiiniilmistiir. Akim sitometrisinde kaspaz 3/7 degerlendirilmesi
sonucunda elde edilen veriler Sekil 3.3., Tablo 3.2. ve 3.3.’de gosterilmistir. Kaspaz
3/7 ve 7-AAD diisiik olan bolge saglikli hiicreleri (a), Kaspaz 3/7 aktivasyonu yiiksek
ve 7-AAD diisiik olan bolge erken apoptotik hiicreleri (b), Kaspaz 3/7 aktivasyonu ve
7-AAD yiiksek olan bolge geg apoptotik hiicreleri (¢) ve Kaspaz 3/7 aktivasyonu diisiik
ve 7-AAD vyiiksek olan bolge nekrotik hiicreleri (d) gostermektedir. K13 bilesigi
uygulanmig PC-3 hiicrelerinde anneksin-V deneyi ile uyumlu olarak doz ve zamana
bagli bir sekilde kaspaz 3/7 aktivasyonunda artis goriilmektedir. Ayrica doz arttikca
hiicre popiilasyonu erken apoptoz ve sonrasinda ge¢ apoptoz kadranina kaymaktadir.
DU 145 hiicre hatlarinda yapilan kaspaz 3/7 aktivasyon deneyi sonuglart anneksin-V
deneyi ile uyumlu olarak doza ve zamana bagh artarken, 5 ve 10 uM dozlarinin 24
saat sonucunda (anneksin-V deneyince nekrotik hiicre 6liimii oldugu tespit edilmisti.)
kaspaz 3/7 aktivasyonu 12 saat sonucuna kiyasla daha azdir. LNCaP hiicre hatti
sonuclarina bakildiginda kaspaz 3/7 aktivasyonu doza ve zamana bagli arttigi
saptanmigtir. 12 saat sonuglarinda doza bagli olarak popiilasyon sirasiyla erken ve geg
apoptotik evreye kayarken 24 saat sonuglarinda geg apoptotik popiilasyonda dramatik

bir artig goriilmiistiir.
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Sekil 3.3. K13 bilesiginin 2.5, 5 ve 10 uM konsantrasyonlarinda PC-3 (A), DU 145 (B) ve LNCaP (C)
insan prostat kanseri hiicrelerinde uygulanmasi ile kaspaz 3/7 degerlendirmesi sonucu elde edilen
apoptotik ylizde degerlerinin 12 ve 24 saatlik histogramlari (a: saglikli hiicreler; b: kaspaz 3/7 aktif olan
erken apoptotik hiicreler; c: kaspaz 3/7 aktif olan ge¢ apoptotik hiicreler; d: kaspaz 3/7 aktif olmayan
nekrotik hiicreler)
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Tablo 3.3. K13 bilesiginin 12 saat boyunca uygulamasi sonrast PC-3, DU 145 ve LNCaP insan prostat kanseri hiicrelerinde kaspaz 3/7 degerlendirmesinden elde edilen verilen
tabloda gosterilmesi.

Erken apoptotik Geg apoptotik
Hiicreler Dozlar Canli popiilasyon (a) Nekrotik popiilasyon (d)
poptilasyon (b) poptilasyon (c)
Kontrol %92,04 %2,87 %3,61 %1,49
2,5uM %41,36 %39,53 %18,87 %0,21
PC-3
S uM %3,27 %20,34 %75,85 %0,55
10 uM %0,28 %1,35 %98,26 %0,11
Kontrol %93,66 %1,93 %1,82 %2,59
2,5 uM %71,43 %17,45 %8,86 %2,26
DU 145
S uM %61,44 %15,81 %17,70 %5,05
10 uM %42,66 %9,42 %37,98 %9,94
Kontrol %91,95 %2,45 %3,65 %1,95
2,5 uM %56,95 %26,25 %16,25 %0,55
LNCaP
SuM %34,20 %25,00 %39,25 %1,55
10 uM %4,10 %5,45 %89,35 %1,10
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Tablo 3.4. K13 bilesiginin 24 saat boyunca uygulamasi sonrasi PC-3, DU 145 ve LNCaP insan prostat kanseri hiicrelerinde kaspaz 3/7 degerlendirmesinden elde edilen verilen
tabloda gosterilmesi.

Erken apoptotik Geg apoptotik
Hiicreler Dozlar Canli popiilasyon (a) Nekrotik popiilasyon (d)
poptilasyon (b) poptilasyon (c)
Kontrol %91,78 %3,35 %2,05 %2,82
2,5uM %71,58 %5,50 %17,59 %5,33
PC-3
S uM %9,74 %2,17 %78,92 %9,17
10 uM %0,80 %0,08 %96,27 %2,86
Kontrol %93,93 %2,44 %1,71 %1,92
2,5 uM %77,64 %6,20 %10,70 %5,46
DU 145
S uM %44,73 %0,67 %18,75 %35,84
10 uM %19,89 %0,05 %20,69 %59,38
Kontrol 2090,02 25,78 %2,05 %2,15
2,5uM %53,82 %6,37 %28,98 %10,83
LNCaP
SuM %15,80 %1,56 %61,49 %21,15
10 uM %0,75 %0,00 %90,92 %8,33
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3.2.3. Mitopotential Testi

Apoptotik siirecte mitokondri membran permeabilitesinde degisimler meydana
gelebilmektedir. Akim sitometresi ile mitokondri membran potansiyeli kayb1 analizleri
Sekil 3.4., Tablo 3.5. ve 3.6.’da gosterilmistir. Histogramlarda mitokondri membrani
depolarize halde olan ve canli hiicreler (a), saglikli hiicreler (b), 6li hiicreler (c) ve
mitokondri membrani depolarize halde olan 6lii hiicreler (d) gosterilmektedir. PC-3
hiicre hattinda doz ve zamana bagh olmaksizin K13’iin ¢ok giclii bir sekilde
mitokondri membranini depolarize etmeden hiicre 6liimiine yol agtig1 tespit edilmistir.
Benzer etki doza bagh olarak artan sekilde DU 145 ve LNCaP hiicre hattinda da

gbzlemlenmistir.
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Sekil 3.4. K13 bilesiginin 2.5, 5 ve 10 uM konsantrasyonlarinda PC-3 (A), DU 145 (B) ve LNCaP (C)
insan prostat kanseri hiicrelerinde uygulanmasi sonucu mitokondri membrani1 degerlendirmesi sonucu
elde edilen saglikli mitokondri ylizde degerlerinin 12 ve 24 saatlik histogramlar1 (a: depolarize
mitokondri ve saglikl hiicreler; b: saglikli mitokondri ve saglikli hiicreler; c: 6lii hiicreler; d: depolarize
mitokondri ve 6li hiicreler)
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Tablo 3.5. K13 bilesiginin 12 saat boyunca uygulamas: sonrasit PC-3, DU

degerlendirmesinden elde edilen verilen tabloda gosterilmesi.

145 ve LNCaP insan prostat kanseri hiicrelerinde mitokondri membran potansiyeli degisimi

Mitokondri depolarize / Mitokondri saglikli / . Mitokondri depolarize /
Hiicreler Dozlar 5 . Ol hucreler (c) .
Canlt hiicreler (a) Canlt hiicreler (b) Olii hiicreler (d)
Kontrol %1,76 %94,35 %2,81 %1,08
2,5uM %0,00 %0,00 %100,00 %0,00
PC-3
5uM %0,00 %0,00 %100,00 %0,00
10 uM %0,00 %0,00 %100,00 %0,00
Kontrol %1,73 %76,43 %21,77 %0,07
2,5uM %0,00 %34,81 %65,19 %0,00
DU 145
S uM %0,00 %10,27 %89,73 %0,00
10 uM %0,00 %1,73 %98,27 %0,00
Kontrol %2,97 %87,19 %9,84 %0,00
2,5 uM %0,00 %3,78 %96,22 %0,00
LNCaP
SuM %0,07 %10,55 %89,39 %0,00
10 uM %0,00 %0,24 %99,76 %0,00
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Tablo 3.6. K13 bilesiginin 12 saat boyunca uygulamasi sonrasi PC-3, DU 145 ve LNCaP insan prostat kanseri hiicrelerinde mitokondri membran potansiyeli degisimi
degerlendirmesinden elde edilen verilen tabloda gosterilmesi.

Mitokondri depolarize / Mitokondri saglikli / . Mitokondri depolarize /
Hiicreler Dozlar 5 . Ol hucreler (c) .
Canlt hiicreler (a) Canlt hiicreler (b) Olii hiicreler (d)
Kontrol %1,76 %94,35 %2,81 %1,08
2,5uM %0,02 %7,82 %91,87 %0,29
PC-3
5uM %0,09 %0,11 %99,33 %0,47
10 uM %0,10 %0,34 %99,22 %0,34
Kontrol %0,39 %92,76 %6,85 %0,00
2,5 uM %1,60 %15,62 %82,27 %0,51
DU 145
S uM %71,94 %0,20 %97,38 %0,48
10 uM %0,05 %0,30 999,65 %0,00
Kontrol %0,90 %81,85 217,26 %0,00
2,5 uM %0,11 %78,15 %21,74 %0,00
LNCaP
SuM %0,10 %64,54 %35,36 %0,00
10 uM %0,16 %18,10 %81,75 %0,00
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3.2.4. Bcl-2 Testi

Onemli bir anti-apoptotik protein olan Bcl-2 incelemesi akim sitometrisi ile
yapilmistir. Bu deneyde hem Bcl-2’nin ifade diizeyindeki hem de fosforilasyon
(Ser70) seviyesindeki degisim incelenmistir. Akim  sitometrisinde Bcl-2
degerlendirilmesi sonuglar1 Sekil 3.5., Tablo 3.7. ve 3.8.”de gosterilmistir. Diigiik Bcl-
2 ifade seviyesi (a), fosforile Bcl-2 ifadesi (c) ve yiliksek Bcl-2 ifade seviyesi (d)
seklinde gosterilmistir. Deney sonuglar1 K13 bilesiginin PC-3 hiicrelerinde doza ve
zamana bagli olarak Bcl-2 anlatimini arttirdig: tespit edilmistir. Bel-2 fosforilasyonu
ise ozellikle 24 saatlik (tiim dozlarda) ve 12 saatlik 10 uM K13 uygulamasiyla arttigi
belirlenmistir. DU 145 hiicre hattinda 12 saat K13 uygulamas1 sonrast doza baglh
olarak Bcl-2 fosforilasyonu artarken Bcl-2 ifade diizeyinde anlamli bir artis olmadigi;
24 saat K13 uygulamas1 sonrasinda ise doza bagl olarak Bcl-2 ifade diizeyi artarken
fosforilasyon seviyesinde artis olmadig tespit edilmistir. LNCaP hiicre hattinda hem
doza hem zamana bagl olarak Bcl-2 ifade diizeyi ve fosforilasyon seviyesinin arttigi

belirlenmistir.
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Sekil 3.5. K13 bilesiginin 2.5, 5 ve 10 uM konsantrasyonlarinda PC-3 (A), DU 145 (B) ve LNCaP (C)
insan prostat kanseri hiicrelerinde uygulanmasi sonucu Bcl-2 ifadesinin ve fosforilasyonun

degerlendirmesi sonucu elde edilen degerlerinin 12 ve 24 saatlik histogramlar (a: diisiik Bcl-2 ifadesi;
c: fosforile Bcl-2; d: yiiksek Bcl-2 ifadesi).
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Tablo 3.7. K13 bilesiginin 12 saat boyunca uygulamasi sonrasi PC-3, DU 145 ve LNCaP insan prostat kanseri hiicrelerinde Bcl-2 ifadesi ve fosforilasyonunun
degerlendirmesinden elde edilen verilen tabloda gosterilmesi.

Hiicreler Dozlar Diisiik Bel-2 ifadesi (a) Fosforile Bcl-2 (c) Yiiksek Bcl-2 ifadesi (d)
Kontrol %2,80 %6,50 %90,60
2,5uM %0,22 %2,51 %97,27
PC-3
5uM %0,80 %4,70 %94,40
10 uM %0,00 %14,80 %85,20
Kontrol %6,15 %4,10 %87,65
2,5 uM %0,65 %53,50 %43,20
DU 145
5uM %31,10 %70,10 %20,20
10 uM %0,20 %74,45 %23,25
Kontrol %4,50 %11,10 %84,40
2,5uM %0,30 %44,50 955,20
LNCaP
5uM %0,00 %87,30 %12,70
10 uM %0,00 %96,20 %3,80
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Tablo 3.8. K13 bilesiginin 24 saat boyunca uygulamasi sonrasi PC-3, DU 145 ve LNCaP insan prostat kanseri hiicrelerinde Bcl-2 ifadesi ve fosforilasyonunun
degerlendirmesinden elde edilen verilen tabloda gosterilmesi.

Hiicreler Dozlar Diisiik Bel-2 ifadesi (a) Fosforile Bcl-2 (c) Yiiksek Bcel-2 ifadesi (d)
Kontrol %2,80 %6,50 %90,60
2,5 uM %0,20 %8,80 %91,00
PC-3
5uM %0,30 %19,80 %79,90
10 uM %0,10 %47,40 %52,50
Kontrol %10,50 %6,10 %82,50
2,5 uM %3,70 %5,30 %90,50
DU 145
5uM %0,00 %1,80 %98,20
10 uM %0,20 %3,40 %96,40
Kontrol %4,10 %8,40 %87,50
2,5 uM %3,00 %216,00 %81,00
LNCaP
5uM %0,10 %32,10 %67,80
10 pM %0,20 %75,70 %24,10
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3.2.5. ROS Testi

Naftakinon tiirevli bilesiklerin hiicre i¢i ROS seviyesini arttirdigi bilindiginden
akim sitometrisinde K13 bilesiginin prostat kanseri hiicrelerinde meydana getirdigi
ROS incelenmistir. Akim sitometrisinde hiicre ici ROS degerlendirilmesi sonuglari
Sekil 3.6.’dagdsterilmistir. M1 diisiik, M2 ise yiiksek ROS seviyesini gostermektedir.
Deney sonuglarina gore K13 bilesigi PC-3 hiicre hattinda hem doza hem zamana bagl
olarak hiicre i¢ci ROS seviyesini arttirmaktadir. PC-3 hiicrelerine 24 saat K13
uygulamasi sonrast ROS seviyesi 2.5, 5 ve 10 uM dozlarinda sirasiyla %11,68, %16,67
ve %19,13; 12 saat K13 uygulamasi sonrasi ise s6z konusu dozlarda sirasiyla %7,71,
%54,83 ve %86,04 olarak tespit edilmistir. Ozellikle 5 ve 10 uM dozunda 24 saat
sonuglarindaki artis son derece carpicidir. Ote yandan DU 145 ve LNCaP hiicrelerinde
12 saat K13 uygulanmus hiicre hatlarinda her {i¢ dozda da ROS artarken 24 saat K13
uygulamasi sonrasinda hiicre i¢i ROS miktarinda anlaml bir artis goriilmemektedir.
DU 145 hiicre hattinda ROS seviyesi 12 saat K13 uygulamasi sonrasinda 2.5, 5 ve 10
UM dozlarinda sirasiyla %28,53, %27,17 ve %11,33; 24 saat i¢in ayn1 dozlarda
strastyla %4,04, %2,92 ve %4,94 olarak tespit edilmistir. LNCaP hiicre hattinda 12
saat K13 uygulamasi sonrast ROS seviyesi 2.5, 5 ve 10 uM dozlarinda sirasiyla
%18,04, %13,30 ve %20,39 olarak; 24 saat K13 uygulamasi sonrasinda ROS seviyesi

ise s0z konusu dozlarda sirastyla %6,60, %9,20 ve %38,18 olarak ol¢lilmiistiir.
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Sekil 3.6. K13 bilesiginin 2.5, 5 ve 10 uM konsantrasyonlarinda PC-3 (A), DU 145 (B) ve LNCaP (C)
insan prostat kanseri hiicrelerinde uygulanmasi sonucu hiicre i¢i ROS degerlendirmesi sonucu elde
edilen degerlerinin 12 ve 24 saatlik histogramlari

3.2.6. H2AX DNA Hasar1 Testi

Naftakinon tiirevli bilesikler dogrudan ve dolayli (ROS kaynakli) olarak DNA
hasarina sebep olmaktadir. DNA hasari incelenmesi i¢in akim sitometrisinde DNA
hasar1 belirteci olan Histon 2A.X fosforilasyonu incelenmistir. Akim sitometrisinde
hiicre i¢i H2AX degerlendirilmesi sonuglar1 Sekil 3.7.’de gosterilmistir. Yapilan
Olctimlerde 12 saat K13 uygulamasi sonrasi 2.5, 5 ve 10 uM dozlarinda sirastyla PC-
3 hiicre hattinda fosforile histon 2A.X %4,95, %7,70 ve %?28,90; 24 saat K13

uygulamasi sonrasi soz konusu dozlarda sirasiyla %3, %21,80 ve %46,50 olarak tespit
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edilmistir. Bu sonuglara goére PC-3 hiicre hattinda K13 bilesiginin 5 ve 10 upM
dozlarinda DNA hasarina sebep oldugu ve zamana bagli hasarin arttigi tespit
edilmistir. DU 145 hiicre hattinda fosforile H2A.X seviyesi s6z konusu dozlarda 12
saat i¢in sirastyla %21,15, %18,65 ve %37,25; 24 saat i¢inse %1,30, %3,90 ve %25,30
olarak dl¢iilmiistiir. DU 145 hiicrelerinde tiim dozlarda 12 saat K13 uygulamas1 sonrasi
DNA hasar1 artarken 24 saatte DNA hasar1 geri ¢ekilmektedir. Yine de 24 saatte 10
uM dozunda yliksek DNA hasar1 gorebilmekteyiz. LNCaP hiicre hattinda K13
uygulamasi sonrast H2A.X fosforilasyonu incelendiginde s6z konusu dozlarda 12 saat
icin sirastyla %12,70, %53,20 ve %82,60; 24 saat icinse %5,20, %5,40 ve %18,20
olarak dl¢tilmistiir. LNCaP hiicrelerinde K13 bilesiginin sebep oldugu DNA hasar1 12
saat verilerinde goriildiigii lizere doza bagimli artmaktadir. Ancak DU 145 hiicre
hattinda onceki sonuglara paralel olarak bir benzerlik goriilmektedir; 24 saat K13
uygulamasi sonrasinda DNA hasarinin geri ¢ekildigi tespit edilmis ve 24 saatte 10 uM
dozunda, DU 145 hiicrelerinde oldugu gibi, %18,20 ile yiiksek DNA hasari

bulunmustur.
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Sekil 3.7. K13 bilesiginin 2.5, 5 ve 10 uM konsantrasyonlarinda PC-3 (A), DU 145 (B) ve LNCaP (C)
insan prostat kanseri hiicrelerinde uygulanmasi sonucu DNA hasar1 degerlendirmesi sonucu elde edilen
degerlerinin 12 ve 24 saatlik histogramlari
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3.3. WESTERN BLOT BULGULARI

PC-3, DU 145 ve LNCaP hiicre hatlarinda K13 bilesigi uygulamasi1 sonrasi
metastaz ve invazyon ile iliskilendirilen EMT’ye ozgii E-kaderin, N-kaderin ve
Vimentin proteinlerinin ifade diizeyleri incelendi. PC-3 hiicre hattinda epitel karakter
ile iliskilendirilen E-kaderinin 6zellikle 24 saatlik K13 uygulamasi ile arttig1 tespit
edilmistir. Mezenkimal karakter ile iligkilendirilen N-kaderin ve Vimentin ise K13
uygulamasi sonras1 PC-3 prostat kanseri hiicre hattinda doza ve zamana bagli azaldigi
goriilmektedir. DU 145 hiicre hattinda N-kaderin ve Vimentin ifade diizeylerinde
belirgin bir degisim goriillmezken E-kaderin ifadesi 24 saat K13 uygulamasi sonunda
{ic dozda da dramatik bir bicimde artmistir. Ote yandan LNCaP prostat kanseri hiicre
hattinda E-kaderin ifadesi 12 saatlik K13 uygulamasi ile asir1 sekilde artarken 24 saatte
E-kaderin anlatiminin geri ¢ekildigi tespit edilmistir. Mezenkimal karakter belirtecleri
olan N-kaderin ve Vimentin ifade diizeylerinin ise zamana ve doza bagli azaldigi

goriilmektedir (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. PC-3, DU 145 ve LNCaP prostat kanseri hiicrelerinde, K13 (2.5, 5 ve 10 uM) ile 12 ve 24
saat tedavi sonrasinda N-kaderin, E-kaderin ve Vimentin protein ifade diizeylerinin Western blot
yontemiyle alinan sonuglari

3.4. QRT-PCR BULGULARI

PC-3, DU 145 ve LNCaP hiicre hatlarinda K13 bilesigi uygulamasi sonrasi
EMT nin kritik transkripsiyon faktorleri olan Snail, Slug, Zebl ve Zeb2’nin yani sira
oliim reseptorleri olan Fas ve Oliim Reseptorii 5 (DRS) ile anti-apoptotik olan Mcl-1

proteinlerinin mRNA diizeyleri incelenmistir. PC-3 ve DU 145 prostat kanseri hiicre
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hatlarinda K13 bilesigi Zeb1 transkripsiyonunda ciddi oranda azalmaya neden oldugu
saptanmistir. TNFR10B, protein adiyla DRS, DU 145 ve LNCaP hiicre hatlarinda 12
saatlik 10 uM dozunda K13 uygulamasi sonrasi kontrole oranla sirasiyla 7 ve 17 kat

azaldigi tespit edilmistir.
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Sekil 3.9. PC-3, DU 145 ve LNCaP prostat kanseri hiicrelerinde, K13 (10 uM) ile 12 saat tedavi
sonrasinda EMT ve hiicre 6liimii ile ilgili genlerin ifade diizeylerinin qRT-PCR ydntemiyle alinan
sonuglari
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4. TARTISMA VE SONUC

Bu tezde PC-3, DU 145 ve LNCaP insan prostat kanseri hiicre hatlarinda 1,4-
naftakinon tiirevli yeni sentez bir bilesigin sitotoksik aktivitesi incelenmistir. Calisma
sonucunda s6z konusu bilesigin sitotoksik aktiviteye sahip oldugu bulunmustur.
Literatirde diger 1,4-naftakinon tiirevli bilesiklerin de anti-kanser 06zelligi
calisilmaktadir. Caligmanin 6nemli bir 6zelligi bu ¢alismada kullanilan bilesigin yeni
ve dolayisiyla daha 6nce ¢alisilmamis olmasidir. Bu agidan ele alinacak olursa, bu

caligma K13 bilesiginin sitotoksik aktiviteye sahip oldugunu gosteren ilk ¢alismadir.

Gilinimiizde kanser tiim diinyada en ciddi hastaliklardan biridir. Kanser
hiicrelerinin tedaviye diren¢ gelistirebilmesi onu en 6nemli saglik sorunu héline
getirmektedir. Ayrica salgiladiklari faktorler ile biiyiimelerini kontrol edebilmelerinin
yani sira immiin sistemden de kagabilmektedirler (Jones ve ark., 2016; Shaffer ve ark.,
2017). Kanser tedavisinde kemoterapi ilaglar1 ve/veya hedefe yonelik ilaglar
kullanilmasina karsin hala istenilen diizeyde tedavi sonucu alinamamaktadir. Bunun
iki temel sebebi vardir: Kanser hiicrelerinin molekiiler diizeyde birbirinden farkli
olmasi ve ilaca direng gelistirmesi. 1,4-naftakinon tiirevli ilaglarin klinikte yer almasi
fakat yukarida belirtilen sebeplerden yeterince etkili olmamasi arastirmacilar1 yeni
1,4-naftakinon tiirevli sentezlere yoneltmistir (Aziz, ve ark. 2008; Bhasin ve ark.,
2013; Wang ve ark., 2019).

Bu bilgiler dogrultusunda calismada K13 bilesiginin kanser tedavisinde
potansiyel yeni bir ilag olup olamayacag: arastirilmigtir. Sentezi ve karakterizasyonu
Istanbul Universitesi Kimya Boliimii tarafindan yapilan K13 bilesiginin SRB testiyle
p53 yoksun ve androjen bagimsiz biiyiiyen PC-3, p53 mutant ve androjen bagimsiz
bliyliyen DU 145 ve p53 dogal tip ve androjen bagimli biiyiiyen LNCaP hiicre hatlar
kullanilarak farkli konsantrasyonlarda uygulanarak bagil hiicre canlilig iizerine etkisi
incelenmistir. K13 bilesiginin sebep oldugu hiicre 6liimii incelendiginden %50'ye en
yakin hiicre canlilig1 degerleri olarak ti¢ farkli doz (2.5, 5 ve 10 uM) se¢ilmistir. Bu

fark hiicrelerin molekiiler karakterlerinin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir.
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Benzer sekilde 1,4-naftakinon tiirevli bilesiklerle kanser hiicreleri iizerinde
yapilan ¢aligmalarda IC50 degeri olarak 10 uM ve alt1 dozlar1 sikg¢a kullanilmistir (Liu
ve ark., 2018; Zhang ve ark., 2018). Bu tez calismasinda PC-3 ve LNCaP prostat
kanseri hiicrelerinin DU 145 hiicrelerine kiyasla K13 bilesigine daha hassas oldugu

doza bagli yapilan SRB calismasiyla elde edilen bir diger bulgudur.

SRB testiyle 48 saat i¢in elde edilen IC50 degerleri ¢alismanin devaminda
hiicredeki 6liim mekanizmasinin incelenmesi acisindan 12 ve 24 saat siiresince
yukarida bahsedilen ii¢ prostat kanseri hiicre hattina uygulanmistir. {1k olarak hiicre
6lim modunun belirlenmesi i¢cin Anneksin V/PI degerlendirilmistir. PC-3 prostat
kanseri hiicre hattinda doza ve zaman bagl olarak apoptoz artarken DU 145 ve LNCaP
prostat kanseri hiicre hattinda doza ve zamana baglh olarak sekonder nekrozun (ya da
nekrozun) arttig1 tespit edilmistir. DU 145 hiicre hattinda 6zellikle 24 saatte ya da 12
saatin 5 ve 10 uM K13 uygulamasi dozlarinda nekrozun ya da sekonder nekrozun etkili
oldugunu goriilmektedir. Bazi 1,4-naftakinon tiirevli bilesiklerin nekroza sebep
olabilecegi yapilan hem in vitro hem de in vivo deneylerinde de daha Once
gosterilmistir (de Sena Pereira ve ark., 2016; Kanaan ve ark., 2009; Majiene ve ark.,
2019; Munday ve ark., 1991). Apoptoz konusunda daha detayl1 bilgi edinebilmek igin
kaspaz 3/7 aktivasyonu incelenmistir. Anneksin V/PI degerlendirmesiyle korele olarak
PC-3 hiicre hattinda kaspaz 3/7 aktivasyonu dramatik bir sekilde doza ve zaman bagl
arttig1 tespit edilmistir. LNCaP hiicre hattinda da kaspaz 3/7 aktivasyonunun doza ve
zamana bagh arttig1, 6zellikle 12 ve 24 saat K13 bilesiginin 5 ve 10 uM dozlarinda
ciddi kaspaz 3 ve 7’nin aktive oldugu bulunmustur. DU 145 hiicre hatt1 incelendiginde
yalnizca K13 bilesiginin 10 pM dozu 12 saat boyunca uygulandiginda hiicrelerin
%350’sine yakininda kaspaz 3/7 aktivasyonu oldugu tespit edilmistir. Bu durum
apoptoz temelinde gelisen sekonder nekrozu diistindiirmektedir. Bunun yani sira
yapilan caligmalarda benzer durumlar kaspaz aracili nekroz ya da nekroptoz ile

iliskilendirilebilmektedir (Yoon ve ark., 2014; Junying Yuan ve ark., 2016).

Naftakinon tiirevli bilesiklerin en 6nemli 6liim mekanizmalarindan birisinin
ROS artig1 oldugunu 6nceki boliimlerde de belirtilmisti. PC-3 hiicre hattinda 5 ve 10
uM dozlarinda K13 bilesiginin hem 12 hem de 24 saat uygulanmasi sonrast ROS
seviyesinin dramatik bir sekilde arttigi tespit edilmistir. 1,4-naftakinon tiirevli
bilesiklerin gesitli hiicre hatlarinda ROS’lar1 arttirdig1 tespit edilmistir (McCall ve ark.,
2017; Ourique ve ark., 2016). DU 145 ve LNCaP hiicre hatlarinda ise yalnizca 12 saat
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K13 uygulamasi sonras1t ROS artis1 tespit edilmistir. Burada dikkat edilmesi gereken
nokta ROS seviyesi tespiti i¢in kullanilan Muse kiti reaktif oksijen tiirevlerinden
yalnizca siiperoksit seviyesini Olgebilmektedir (Anonim, 2013). Naftakinon tiirevli
bilesiklerin hiicre i¢i ROS seviyesini arttirdigi ve yapilan bu deneyde her ii¢ hiicre
hattinda da siiperoksit seviyesinin artmast K13 bilesiginin farkli doz ve/veya
zamanlarda diger ROS’lar1 arttirmis olabilecegini diislindiirmektedir. Siiperoksitler
ortaya ¢ikan ilk ROS’lardir ve siiperoksitler hidrojen peroksite, hidroksi radikallerine
ve/veya peroksinitrite doniistiiriilebilirler (Abedinpour ve ark., 2013). DU 145 ve
LNCaP hiicre hatlarinda 12 saatte tespit edilen siliperoksit 24 saatte diger ROS’lara
doniistiiriilmiis olabilecegini diisiindiirmektedir. PC-3 hiicre hattinda ise hem 12 hem
24 saatte tespit edilen siiperoksit seviyesi K13 bilesiginin ROS arttirict etkisinin bu
hiicre hattinda DU 145 ve LNCaP hiicre hatlarina kiyasla daha uzun siirdiigiinii ve
daha gii¢lii oldugunu gostermektedir. ROS’larin bag yapma agisindan yiiksek afiniteye
sahip olmasi onlarin DNA’ya baglanip DNA hasarina sebep olmasina ve hiicre ici
oksidatif stresi arttirarak homeostazi bozmaktadir. Bunun sonunda p53 ve/veya
p38/INK yolag: tizerinden apoptoz tetiklenmektedir (Matés ve ark., 2012). Ayrica
kinon tiirevli ilaglarin kaspazlarin aktive olmadigi durumdaki hiicre 6liimiinde nekroz
benzeri hiicre 6liimiinii ROS artisina bagli olarak tetikledigi bir bagka ¢alismada tespit
edilmistir (Vasquez ve ark., 2012). DU 145 hiicre hattinda 6zellikle 24 saatlik K13
uygulamasi sonrasi tespit edilen hiicre oliimii fakat kaspaz 3/7 aktive olmamasi bu
6liim modunu diisiindiirmektedir. ROS artisinin tespit edilmesinden sonra mitokondri
membran potansiyelindeki degisim incelenmistir. Her {i¢ hiicre hattinda da mitokondri
membran potansiyelinde bir degisim saptanmamistir. Bu noktadan hareketle artan
ROS mitokondri kaynakli degil, sitozol kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Sitozol
kaynakli ROS’un apoptozu ya da farkli hiicre 6lim yollarini tetikledigi yapilan
caligmalarla gosterilmistir (Chandra ve ark., 2000; Dawson ve Dawson, 1996; Gil ve
ark., 2003; Palit ve ark., 2015).

Apoptozun igsel yolaginda gérev alan 6nemli bir anti-apoptotik protein olan
bcl-2, serin 70 bolgesinden JNK tarafindan fosforillendigi zaman anti-apoptotik
ozelligi inaktive olmakta ve pro-apoptotiklerle kurdugu heterodimerden ayrilmaktadir
(Deng ve ark., 2001; Wei ve ark., 2008; Yamamoto ve ark., 1999). ROS artisina bagl
JNK artis1 ve aktivasyonu bilinen bir olgudur (Chambers ve LoGrasso, 2011; Shen ve
Liu, 2006; Shi ve ark., 2014). PC-3 ve LNCaP hiicre hattinda K13 bilesigi dozuna ve
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uygulama zamanina bagli olarak bcl-2’nin hem fosforilasyonu hem de ifade diizeyi
arttigr tespit edilmistir. DU 145 hiicre hattinda ise 12 saat K13 uygulamasiyla doza
bagl bel-2 fosforilasyonu artarken; 24 saat K13 uygulamasiyla doza bagl bel-2 ifade
diizeyi artmaktadir. ROS artis1 goz Oniine alindiginda bcl-2 fosforilasyonunun JNK
baglantili olabilecegi diistiniilmektedir. Bel-2 ifadesindeki artis apoptoza direng olarak
degerlendirilebilecegi gibi hiicredeki diger anti- ve pro-apoptotik proteinlerin ifade
diizeyleri de bu konuda 6nem teskil etmektedir. Anti-apoptotiklerin azalmasi ve pro-
apoptotiklerin artmasi1 sonucunda hiicre bcl-2 ifadesini arttirmis olabilir. Fakat artan
serin 70 fosforilasyonu bcl-2’nin  inaktive olmasina sebep oldugunu

distindiirmektedir.

Yapilan ¢alismalarda 1,4-naftakinon tiirevli bilesiklerin DNA hasarina sebep
oldugu ve bu hasarin ROS artis1 {izerinden oldugu gosterilmistir (Chien ve ark., 2019;
Ourique ve ark., 2015, 2016; Sameni ve Hande, 2016). Bu ¢alismada K13 bilesiginin
PC-3 prostat kanseri hiicre hattinda doza ve zamana bagli DNA hasarini arttirdigi tespit
edilmistir. DNA hasarindaki bu artis ROS artis1 ile koreledir. ROS’lar DNA’daki
niikleobazlara baglanarak yapisim1 degistirmekte, bunun sonucunda DNA’da
kirilmalar olugsmaktadir (Cadet ve Wagner, 2013; Cadet ve Douki, 2011). LNCaP ve
DU 145 prostat kanseri hiicre hatlarinda 12 saat K13 bilesigi uygulamasi sonrasi, ROS
ile korele olarak, DNA hasarinda doza bagh artis goriilmektedir. Fakat bu korelasyon
PC-3 hiicre hattindaki kadar dramatik degildir. Bunun altinda yatan sebep naftakinon
tirevli bilesiklerin DNA hasar mekanizmasinin ROS’un yani sira naftakinonlardan
meydana gelen semikinonlarin da DNA’ya baglanip cift zincirli kiriklara sebep
olmasidir (Sameni ve Hande, 2016; Sinha ve Chignell, 1979; Wellington, 2015).
Bunun yan1 sira naftakinon tiirevli bilesikler topoizomeraz Il enzimini inhibe ederek
DNA’daki ¢ift zincirli kiriklarin tamirini engellemektedir (Chien ve ark., 2019; de
Campos-Nebel ve ark., 2010; Kumar ve ark., 2017; Nitiss ve ark., 2012). Bu ¢aligmada
DNA hasar1 tespiti i¢in kullanilan yontem histon 2AX fosforilasyonunun 6l¢limiine
dayanmaktadir. DU 145 ve LNCaP hiicre hattindaki K13 uygulamasinin 24 saat
sonuclarindaki fosforilasyonun azalmasi histon 2AX proteininin defosforile olmasiyla
aciklanmaktadir. Yapilan calismalarda fosforile histon 2AX’in serbest histon 2AX ile
degistirilemedigi ve fosforilasyonu takiben ii¢ saati i¢inde fosforilasyon seviyesinde
en az %50 azalma oldugu belirtilmistir (Nazarov ve ark., 2003). Ayrica, H2AX
defosforilasyonunda gorevli onemli proteinlerden biri WIP1’dir ve WIP1 p53
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tarafindan regiile edilmektedir (Moon ve ark., 2010). PC-3 hiicre hattinda TP53
geninde delesyon; DU 145 hiicre hattinda p53 proteininin DNA baglanma bdlgesinde
mutasyon bulunmaktadir. LNCaP hiicre hatt1 ise dogal tip p53 ifade edebilmektedir
(Chappell ve ark., 2012). Bu sebeple 12 saat K13 uygulamasina kiyasla 24 saatteki
H2AX fosforilasyonundaki azalma dogal tip p53 ifade eden LNCaP hiicre hattinda
daha dramatikken DU 145 prostat kanseri hiicre hattinda daha azdir. PC-3 hiicre
hattinda ise hem WIP1’in ¢alismamasi hem de uzun siire devam eden ROS etkisiyle

H2AX fosforilasyonu artmaktadir.

Kanserin en 6nemli sorunlardan birisi de EMT gecirerek hareket kazanmalari
ve metastaz yapmalaridir (Nieto ve ark., 2016). Bu tez ¢alismasinda kullanilan K13
bilesigin EMT lizerine etkisi hem western blot hem de gRT-PCR yontemleri ile
incelenmistir. Yapilan deneylerde PC-3, DU 145 ve LNCaP insan prostat kanseri hiicre
hatlarinda K13 bilesiginin epitelyal karaktere ait belirtegleri arttirdigi ve mezenkimal
belirtegleri azalttig tespit edilmistir. Bu durum K13 bilesiginin MET’1 indiikledigi,
dolayisiyla metastazi engelleyebilme olasiligi olduguna isaret etmektedir. Prostat
kanserinde EMT 'nin kotii prognoz ve kastrasyon direngli hiicrelerin metastazi ile olan
iligkisi yapilan caligmalarla ortaya konmustur. EMT sirasinda epitel belirteglerin (E-
kaderin gibi) azalirken mezenkimal belirteclerin (N-kaderin gibi) arttig belirtilmistir
(Grant ve Kyprianou, 2013). Ayrica EMT’de kritik rol oynayan transkripsiyon
faktorlerinden Zeb1’in kotli prognoz ve agresif tiimor karakteri ile olan iligkisi farkli
caligmalarla ve klinik verilerle ispatlanmistir (Drake ve ark., 2009; Orellana-Serradell
ve ark., 2018; Stemmler ve ark., 2019). Calismada kullanilan yeni sentez K13
bilesiginin Zebl mRNA’sim1 dramatik bir bigimde azaltmasinin yani sira EMT ile
iligkili protein sonuglari da goz 6niine alindiginda, s6z konusu bilesigin anti-metastatik
etkisi olabilecegini diisiindiirmektedir. Yapilan calismalarda benzer sekilde farkl
naftakinon tiirevli bilesiklerin invazyon ve migrasyonu inhibe ettigi, fare modellerinde
timor biiylimesi ve metastazi engelledigi, MET i indiikledigi gosterilmistir (Hafeez ve
ark., 2013; Liew ve ark., 2014; Reese ve ark., 2010; Sakunrangsit ve ark., 2016; Tsang
ve ark., 2019).

Sonug olarak bu tez ¢alismasiyla goriilmiistiir ki 1,4-naftakinon tiirevli yeni
sentezlenen K13 bilesigi insan prostat hiicre hatlarinda (PC-3, DU 145 ve LNCaP)
farkli 6liim modlarini tetiklemektedir. Bu ¢alisma K13 bilesiginin potansiyel bir ilag

aday1 olabilecegini ortaya koymustur. Caligmada yer almayan farkli tip kanser hiicre
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hatlarinda da denemesi yapilarak olast kullanimi i¢in etki alani genisletilebilecegi
diistiniilmiistir. Bir sonraki inceleme basamagi olarak bu bilesigin klinige
uyarlanabilmesi i¢in in Vivo deneylerle farmakokinetik ve farmakodinamik etkilerinin

arastirilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.
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