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1.GIRIS

Kanser, kontrolsiiz hiicre c¢ogalmasi (proliferasyon) ve diger dokulara yayilimi
(metastaz) ile karakterize edilen genetik ve epigenetik mekanizmalarin 6nemli rol
oynadig1r bir hastaliktir. Kanser hiicrelerinde bdliinmesini kontrol eden genlerde
degisikler sonucunda ya tamamen fonksiyonlarim1 kaybeder ya da normal olmayan
bir sekilde gelisim gosterirler. Sonug olarak, hiicre dongiisii kontrol noktalarinin
denetiminin kayb1 ve metastatik yayilmanin kombinasyonu kanser hiicrelerinin
olugsmasina sebep olur. Normal hiicrelerdeki tek bir mutasyon, kanserli malignant
hiicre olusumunu ve tiimoérogenez siirecini aktiflestirmeye yetmez. Kanser olusumu,
¢oklu mutasyonlarin birikimi ile karakterize edilen bir siirectir (Klug ve Cummings,
2006).

1.1. Prostat Kanseri (CaP)

1.1.1. Prostat Bezi

Prostat erkeklerde, iiriner sistemin sonlarinda bulunan mesane ve tUretra arasina
yerlesmis bir salg1 bezidir. Periiiretral, transisyonel, santral ve periferal bolge olmak
tizere dort adet yapisal bez grubundan meydana gelir. Periliretral, transisyonel ve
santral bolge genellikle benign prostat hiperplazisinin (BPH) goriildiigii alanlardir.
Uretral siniise agilan kanallar1 igeren periferal zon ise prostatik karsinoma icin

karakteristik alandir (Schneider ve Szanto, 2004).

1.1.2. Prostat Kanserinin Epidemiyolojisi

Batili iilkelerde Prostat kanseri siklikla teshis edilen ve kanser iliskili olarak
erkeklerde akciger kanserinden sonra ikinci sirada goriilen kanser tiirleri arasindadir.
Giiniimiizde prostat kanserinde klinik basarilara ragmen her yil ortalama 30.000
erkek hayatin1 kaybetmektedir. Goriilme sikliginin ileri yasla arttig1 bilinen prostat
kanseri vakalarinda hastalarin %65°1 70 yasin lizerindedir. Yaklagik tahminlere gore

yasam1 boyunca her 5 erkekten birine prostat kanseri tanis1 konacak ve 35 erkekten


https://tr.wikipedia.org/wiki/%C3%9Cretra

biri bu hastaliktan hayatin1 kaybedecegi diisiiniilmektedir. Niifus yaslandik¢a bu
sayilarin artacagi diisiiniilmektedir. Prostat kanserinin insidansi ve mortalitesi ABD
ve bat1 Avrupa’da Asya tilkelerine gore oldukea yiiksektir (Pienta ve Bradley, 2006;
Koochekpour, 2011).

1.1.3. Prostat Kanserinin Tanis1

Prostat kanseri konvansiyonel olarak digital rektal muayene, histopatolojik
analiz ve prostat spesifik antijen (PSA) tanis1 yontemleri ile saptanmaktadir. Bununla
birlikte bu tekniklerin sinirlamalart vardir. Hastalik riskinin degerlendirilmesinde,
hasta tedavi takibi ve sagkaliminda yardimci yeni molekiiler biyobelirtecler

gelistirilmeye ¢alisiimaktadir (Verma ve ark., 2011).

Benign Prostat Hastaliklari: Prostat tiimorler arasinda en sik rastlanilan
durumdur. Genellikle 40 yas tizerindeki erkeklerde gozlenirken, 50 yasin tizerindeki
erkeklerde %50’sinde, 60-70 yas arasindaki erkeklerde %65’inde ve 80 yas
tizerindeki erkeklerde ise %90’ inda BPH gozlenmektedir. Benign prostat biiylimesi,
prostattaki hiicrelerin biiylimesi nedeniyle degil hiicre sayisinin anormal artisi
nedeniyle oldugu tesbit edilmistir (Youlanda ve ark., 2005; Mark, 2008). Prostat
enfeksiyon veya prostati etkileyen diger faktorlerden iltihaplanabilir. BPH ve prostat
kanseri ozellikle 50 yas tizerindeki erkeklerde goriilmesine ragmen, 50 yas altindaki

erkeklerde ise prostatit daha sik gézlenmektedir (Mete, 2005).

Malign prostat hastaliklari: Prostat karsinomu erkeklerde en sik goriilen
internal malignite olup kansere bagli oliimlerde ise ikinci sirada yer almaktadir.
Gelisimde hormonal faktorler de etki etmektedir. Genellikle 50 yas tizeri erkeklerin
hastaligidir( Akdas ve Cevik, 1996). Hastanin pedigrisine bakildiginda, 6zellikle
birinci derece akrabalarinda prostat kanseri riski daha yiiksektir (Canatan ve ark.,
2004).



1.1.4. Prostat Kanseri i¢in Risk Faktorleri

Prostat kanserinin gelisim siireci i¢in kesin bir sebep olmamasina ragmen bazi risk

faktorleri bulunmaktadir. Bunlar;

Etnik Farkhhk: Prostat kanserinin goriilme siklig1 etnik gruplar arasinda
cesitlilik gostermektedir. Farkli etnik gruplar i¢eren bir toplulukla Amerikada yapilan
calismada Afrika kokenli erkeklerin, beyaz irktaki erkeklere oranla prostat kanserine
yakalanma risklerinin iki kat {izeri oldugu tesbit edilmistir. Bu farkliligin, androjen
reseptor geni mikrosatellitleri ile prostat kanseri arasindaki iliskiden kaynaklandig
diistiniilmektedir. Bir bagka ¢alisma da ise, Amerika‘ya go¢ etmis Japon kokenli
erkeklerin Japonya‘da yasayanlara nazaran prostat kanseri goriilme sikliginin daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. En diisiik riske sahip etnik grup ise Asya’da yasayan
erkeklerdir (Verma, 2011; Jemal, 2010).

Yas: Prostat kanseri i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir. 40 yas alti erkeklerde
goriilme orani 1/10000 olmasina ragmen bu oran 40 yas ve lstii erkeklerde goriilme
orant 1/38’e, 60 yas ve lstii erkeklerde goriilme orani 1/15°e kadar yiikselmektedir

(Pienta ve Bradley, 2006; Rentsch, 2009).

Beslenme: Prostat kanseri igin belirleyici bir faktordiir. Yapilan ¢alismalarda
prostat kanseri riskinin kirmiz1 et ve doymus yag tiiketimi ile iliskisi tespit edilmis ve
ayni zamanda yliksek yag orani in vitro ve in vivo olarak prostat kanser hiicrelerinin
proliferasyonuna etki ettigi gozlenmistir. Yagl diyetle beslenenlerde prostat
kanserine yakalanma oraninin vejeteryanlara gore 1.5 — 2 kat daha fazla oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte diyette yiiksek miktarda likopen ve selenyum
alimimin ve 6zellikle glineydogu Asya’da yogun olarak tiiketilen soya iirlinlerinin
prostat kanseri riskini azalttigi bilinmektedir (Kolonel, 2001; Chan ve Giovannucci,
2001).

Genetik Faktorler: Erken yaslarda ortaya ¢ikan prostat kanserinde genetik
etkinin fazla oldugu, ileri yaslarda ise sporadik olarak gelistigi saptanmistir. Prostat

kanserindeki teshis yasi diistiikce, hastanin ve ailesindeki diger erkek bireylerin



prostat kanserine yakalanma olasiliginin yiikseldigi gézlemlenmistir. Bu rolatif riskin
70 yasinda prostat kanseri olan bir aile bireyinin akrabasi olan erkek bireyde 4 kat
olmasima ragmen, ayni ailedeki 60 yas i¢in 5 kat ve 50 yas igin ise riskin 7 kat
oldugu gozlenmistir. Rolatif risk ayrica etkilenmis aile {iyelerinin sayisina gore,

akrabalik derecelerine ve yasa gore artig gostermektedir (Aktan, 2013).

1.2. Prostat Kanseri Tedavisi

Prostat kanseri baslangic evrelerinde prostatik kapsiile sinirlt oldugu zaman esas
olarak cerrahi miidahale ve radyoterapi ile tedavi edilmektedir. Prostat kanseri
vakalarinin genellikle yavas seyir ile kendilerini gostermektedir. Prostat kanseri
tanist alan erkek hastalarin biiyiik ¢cogunlugu bu hastalik yerine diger sebeplerden
dolayr hayatlarin1 kaybetmektedirler. Bununla birlikte yavas seyirli bir hastalik
oldugu bilinen prostat kanserinde tiimorlerin %30’a kadar varan bir kism1 hizli bir
sekilde ilerleme gostermektedir. Erken teshis edilemeyen veya daha negatif formda
ilerleyen vakalar ileri evrede seminal vezikiillere lokal invazyon ve genelde 6liim ile
sonuglanan kemik dokularina metastaz ile karakterizedirler (Shand ve Gelmann,
2006; Karantanos, 2014).

1.3. Prostat Kanseri ve Apoptoz

Hiicre Olimleri nekroz ve apoptoz ile gerceklesmektedir. Hicrede o6lim
gerceklesirken, hiicre morfolojik ve biyokimyasal birtakim reaksiyonlarin igine girer.
Nekroz hiicre plazmasinin yarilmasi ve hiicre membraninin biitiinliigiiniin bozulmasi
ile bu etki sonucunda akut yangisal durumlarin olsmasidir. Aksine etkiye sahip olan
apoptoz (programli hiicre 6liimii), hiicre 6limlerinin fizyolojik seklidir. Hiicreler,
yaslandiklarinda veya hasar aldiklarinda baslatilan sinyallere bagli olarak kendi
kendilerini yok ederler (Warner, 1972).

Malign hastaliklar, kontrolsiiz asir1 hiicre proliferasyonunun oldugu hastaliklar
olarak bilinmektedir. Halbuki asir1 proliferasyonun yaninda azalmis apoptotik hiicre

6lim hizinin da malignite gelisimine sebep oldugu goriilmiistiir. Vakti geldiginde



normal olarak apoptozise gidemeyen hiicrelerin, genomlarinda mutasyonlarin sona

ermesiyle malign hiicrelere doniisme olasiligi artar (Ulukaya, 2003).

Apoptozis, 0Ozelligini kaybetmis hiicrelerin  ortadan kaldirilmasi igin
gerceklesen programlanmis hiicre Oliimleridir.  Apoptozis, proapoptotik ve
antiapoptotik molekiillerin anti-etkilesimleriyle diizenlenen hiicresel bir siiregtir.
Kanser, anormal hiicrelerin kontrolsiiz proliferasyonu ile sekillenmektedir. Kanser
hiicrelerinde apoptotik sinyal yolaklar1 genellikle bozulmustur. Bu da malignant
hiicrelere avantaj saglarken kemoterap6tik ajanlarda dirence neden olur (Crawford ve
ark., 2011).

1.3.1.Kaspazlar (Sistein Bagimh Aspartat Spesifik Proteazlar)

Kaspaz, enzimin katalitik aktivitesinden ismini almaktadir. Ayrica bir grup
enzim aktif merkezlerinde sistein bulundugundan dolay: sistein proteazlar olarak da
bilinmektedir (Tunali, 2002). Hiicre sitoplazmasinda inaktif zimojen olarak yer
alirlar, fakat farkli siireclerle aktif hale getirilip ¢ogu kez zimojenlerin 6n
bolgelerinin belirli bolgelerden kesilmesini saglar. Kaspazlar islevlerine gore 3 gruba

ayrilirlar:

1) Baslatica Kaspazlar: Bu grupta CASP-2, 8, 9 ve 10 bulunmaktadir. Baslatici
kaspazlar apoptotik uyariy1 efektér kaspazlara aktarmakla gorevlidir. Baglatici
kaspazlarin N-terminal kism1 kaspazlarin aktivasyonunda yer alirken ayn1 zamanda
sitokin aktivasyonuna yol acarak kaspaz dis1 apoptotik yolaklar1 aktivasyonunu

gerceklestirirler.

2) Etkili (Efektor) Kaspazlar: Bu grupta CASP-3, 6 ve 7 bulunmaktadir.
Baslatic1 kaspazlardan gelen apoptotik uyari, N-terminal kisimi spesifik bir efektor

kaspasinin aktivasyonunu gergeklestirir.
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3) inflamatuvar Kaspazlar: Bu grupta CASP-1, 4, 5, 11, 12, 13 ve 14

bulunmaktadir. Patojenlere kars1 bagisiklik saglayip, lenfokin iiretiminden gorevlidir.

Apoptozda CASP3’iin en onemli rolii Gstlendigi ve CASP9’un da CASP3’e
benzer Ozellikler gosterdigi son ¢aligmalarda belirtilmistir (Keane ve ark., 2001; Li
ve ark., 2000). CASP14’{in disinda tiim inflamatuvar ve baslangic kaspazlart uzun bir
N- terminal bolgeye sahip olan kaspazlardan 1, 2, 4, 5, 9, 11, 12 ve 13’lin uzun N-
terminal bolgesi "Caspase Recruitment Domain (CARD) — Kaspaz iyilestirme
bolgesi" olarak bilinir ve CASP8 ve CASP10’un N- terminal bdlgesi "Death Effector
Domain (DED)" olarak adlandirilir. Apoptozu indiikleyen sinyaller spesifik olarak bu
bolgelere baglanip prokaspazlar arasinda protein-protein aracili etkilesime sebep
olur ve prokaspazlarin aktivasyonunda aktif rol alirlar. Efektor kaspazlar ise; kisa N-
terminal bolgesine sahip oldugu icin bu bodlgeler arasinda etkilesim beklenemez.
Fakat bu bdlgeler; hiicrenin apoptotik c¢okiislinii tesvik eden hiicreler arasi

substratlar1 aktivasyondan sorumludur (isler, 2012).

Bagslatic1 kaspazlar ise apoptotik uyariyla baslayan 6liim sinyallerini efektor
kaspazlara aktarirlar. Efektor kaspazlar da ilgili proteinleri pargalayarak apoptotik
hiicre morfolojisinin meydana gelmesine etkilidirler. Bir kaspaz inhibitorleri ailesi
olan IAP (inhibitors of apoptozis) kaspazlari selektif olarak inhibe ederek apoptotik
mekanizmay1 durdururlar. IAP’ler ayrica hiicre dongiisiinli de etkileyerek apoptozisi
durdurabilmektedir. Kaspazdaki defektler kanser, otoimmun hastaliklara ve bazi
norolojik bozukluklarin olusumuna neden olabilirler (Kidd ve ark., 2000; Norberg ve
ark., 2010). Kaspazlar apoptozisi aktive eden sinyaller tarafindan uyarilmasiyla

birlikte apoptozisin her ii¢ yolunda da aktif rol alirlar (Ozawa, 2002; Zhang,1997).

1.3.2. Apoptozun Olusum Yolaklari

I¢sel Yolak: Mitokondride bulunan stokrom-c’nin gorevi ATP sentezlemektir.
Mitokondrial stres durumunda serbest hale gelen sitokrom-c apoptotik hiicre
olimiinde CASP3 aktive eder (Gleason, 1992). Sitokrom-c mitokondri ig

membraninda bulunan elektron transport zincir proteinlerinden biridir. Son



zamanlarda onem kazanmasiyla birlikte apoptoz 6nemli bir konuma gelmistir. Bu
nedenle de sitokrom-c’nin mitokondriden sitoplazmaya salinivermesi apoptoz yoluna
girmis bir hiicrede diizensiz bir yola girildiginin sinyallerini vermektedir.. Sitokrom-
¢, mitokondriden apoptozis-indiikleyici faktor (AIF) ile birlikte sitoplazmaya salinir
(Norberg, 2010). Sitokrom-c sitoplazmik protein olan apoptotic protease activating
factor-1’e (APAF-1) baglanip aktive olmasi ile ATP’nin de katilimiyla “apoptozom”
ad1 verilen bir komples olusturur. Bu kompleks inaktif olan prokaspaz-9’un aktif
CASP9 haline doniismesini saglar. Aktif CASP9 ise efektor kaspazlardan prokaspaz-
3’t  aktive etmesi ile aktif CASP3 de ICAD’1 (inhibitér of caspase
deoksirubonukleotid) CAD (caspase active deoksiribonukleotid) formuna doniisiir.

Boylece kaspaza bagli apoptozis mekanizmasini baslatir (Ricci, 2003).

Dissal Yolak: Apoptoz, TNFR (tiimor nekroz faktor reseptor) gen ailesinin
tiyelerinden hiicre oliim reseptorleri olarak bilinen Fas ( APO-1, CD95) ve timdr
nekroz faktor reseptorii-1’in  (TNFR-1) ilgili ligandlarinin  uyarilmasiyla
indiiklenirler. Bunlar uyarilma ile apoptotik hiicre Oliimiinii baslatan kaspazlari
aktive ederler. Fas FASR reseptorlerine ve TNF de TNFR-1’e baglanip FADD (Fas-
Associated protein with Death Domain) ve TRADD (Tumor necrosis factor receptor
type-1-associated Death Domain) uyarirlar. Bu reseptorler ise prokaspaz-8’e direkt
olarak baglanarak CASP8’in aktivasyonu ile efektdr kaspazlardan prokaspaz-3’i
aktive edip apoptozu baslatirlar (Ricci, 2003). Intrinsik (igsel) yolak ise
mitokondriden salinan sitokrom ¢ ve Smac/DIABLO proteinleri ile indiiklenir. Bu
proteinler apoptozisi baslatan CASP9 ve efektor kaspazlar olan CASP3 ve
CASP7’nin aktivasyonu ile birlikte caligir. CASP9’un aktivasyonu sitokrom c’nin
Apaf-1 proteinine baglanmasi sonucu olusturulan apoptozom kompleksi ile

devamlilig1 saglanir (Konac, 2015).

1.3.3. Apoptozun Regiilasyonu

Bcl-2 ve Bax gen ailesi ile gergeklesir. Bu genlerin 20 {iyesi tanimlanmis olup;
bunlardan bazilar1 antiapoptotik, bazilar1 ise apoptozu uyarir (Nagata S.1997).
Apoptotik sinyali alan Bax proteinleri, mitokondri zarinin iyon gegirgenligini

azaltma etkisine sahiptir. Zardaki bu gegisler sebebiyle sitokrom-c ve AIF



(Apoptozis Inducing Factor) gibi mitokondri zarinda yer alan faktorler sitoplazmaya
gecis yapmaktadir (Kaneda K. Ve ark. 1999). AIF dogrudan kromatine ve pargalanan
¢ekirdege yonelirken, sitoplazmaki sitokrom-c apoptozun en son basamaginda yer
alir. Sitokorm-c bir sitoplazma proteini olan Apaf-1’e baglanip prokaspaz-9’u aktive
eder ve olusan bu kompleks ‘apoptozom’ olarak isimlendirilip, prokaspaz-9’un
aktivasyonu, bir seri kaspaz aktivasyonunu baslatmis olurlar (Nagata, 1997; Tomatir,
2003).

1.4. Gemsitabin (2-deoxy-2',2'-difluorocytidine monohydrochloride
(beta)-isomer)

Gemsitabin kemoterapi ve radyoterapiye direngli olmalariyla bilinen solid tiimoérlere
kars1 onemli etki gosterir. Baz analogu primidin antimetabolittir. Genellikle boliinen
hiicrelerde sitotoksik aktivite gosterdigi i¢in hiicre dongiisiinde belirtegtir. Hiicre
dongiisii sirasinda S-fazi ve G1 fazi araliindaki hiicrelerin programlarini inhibe

eder (Hertel ve ark., 1990).

HO

Sekil 1.1. Gemsitabin molekiil yapis1 (Wikimedia, 2016)

Kimyasal yapis1 deoksiriboz sekerinin 2. Pozisyonundaki iki hidrojen atomu
yerine iki flor atomunun baglanmasindan olusmustur. “Gemsitabin” adi kismen 2’

pozisyondaki (“geminal pozisyon”) 2 flor atomundan gelmektedir (Sekill.1).



Gemsitabin Onciil bir ilag olup aktiflesebilmesi igin hiicre i¢i metabolik
doniistime ihtiyag duyar (Hertel, 1990). Membran gegirgenligi oldukca yiiksek olan
gemsitabin hiicreye transfer edildikten sonra dogal niikleotidlerdekine benzer bir
sekilde doeksisitidinkinaz enzimi tarafindan fosforilasyon yoluyla monofosfat
(dFACMP), difosfat (dFACDP) ve trifosfat (dFACTP) formlarina doniistiiriilerek
aktivasyonu gercgeklesir. Olusan dFdCDP ve dFACTP formlar dogal niikleotid
yapisinia benzemektedirler (Peters ve ark., 1996; Xu ve Plunkett, 1992; Moscon1 ve
ark., 1997).

Gemsitabin ile yapilan klinik dncesi ¢aligmalar, ilacin hiicre metabolizmasini
degistirerek hiicre Oliimiine yol agan bir ¢ok etki mekanizmasina sahip oldugunu
bilinmektedir. Gemsitabin, niikleotidin replikasyonu sirasinda biiyiiyen DNA
zincirine dogal olmayan bir niikleotid ilavesi ile DNA sentezini durdurmaktadir.
Gemsitabin sadece DNA sentezinde degil ayn1 zamanda RNA sentezinde de etkili
olmasina karsin RNA {iizerindeki spesifik etki mekanizmalari hala agiklanamamustir.
(Ruiz Van Haperen ve ark., 1993; Peters ve ark., 1996). Ilk olarak gemsitabin aktif
hale dontstiiriildiikten sonra, difosfat (dFdACDP) DNA sentezi icin gerekli
deoksiniikleotid trifosfatlarin olusumunu katalizleyen riboniikleotid rediiktaz
enzimini inhibe eder. Bu enzimin inhibisyonu hiicre i¢i deoksiniikleotidlerin 6zellikle
deoksisitidintrifosfatin (dCTP) konsantrasyonunda bir azalmaya yol agar (Gandhi ve
Plunkett, 1990; Peters ve ark., 1996). Ikinci olarak ise, gemsitabin trifosfatlar
(dFdCTP) replikasyon sirasinda DNA polimeraz tarafindan uzayan zincire katilmak
icin dCTP ile yarisir. Hiicre igerinindeki yiiksek gemsitabin konsantrasyonu ise
dCTP’nin olusumunu katalizleyen CTP sentataz’t dogrudan inhibe ederek CTP
olusumunu durdurur (Hememann ve Plunkett, 1992; Xu ve Plunkett, 1992; Peters
ve ark., 1996)

Molekiiler c¢aligmalar, replikasyon sirasinda uzayan zincire gemsitabin
niikleotidin katilimindan sonra DNA polimerazin ilerleyemedigini ve replikasyonun
durdugunu gostermistir (Rwiz Van Haperen ve ark.,1993). Gemsitabinin DNA
yapisina girmesinden sonra bu yapiya bir niikleotid daha eklendigi i¢in gemsitabin bu
niikleotid tarafindan maskelenir. Bu olay maskelenmis zincir terminasyonu olarak

isimlendirilir. Maskelenmis zincir terminasyonu gemsitabinin, DNA onarim
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mekanizmalar1 ve bu arada ekzoniikleazlar tarafindan DNA yapisindan ¢ikarilmasina

kars1 korunmasini saglar. (Hememann ve Plunkett, 1992; Xu ve Plunkett, 1992).

Gemsitabin hiicre metabolizmas1 lizerindeki diger etkileri, DNA sentezi
karsisindaki aktivitesini artirir. Bu mekanizmalar gemsitabinin riboniikleotid
rediktaz, deoksisitidin kinaz, dCMP deaminaz, CTP sentetaz enzimleri tizerindeki
inhibisyon etkisinden kaynaklanmaktadir (Xu ve Plunkett, 1992). Hiicrelerin
gemsitabini DNA’dan uzaklastirilmasiyla onarimin inhibisyonu ve replikasyonun
durmasi ile morfolojik ve biyokimyasal olarak apoptoz gergeklesir (Haung ve
Plunkett, 1996).

1.5. Sisplatin (CDDP)

Sisplatin, 1970°li yillardan baghiyarak kanser tedavisinde kullanilan 6nemli
antineoplastik ilaglar arasinda yer almaktadir. Yetiskin donemde goriilen pek ¢ok
timorlin yan1 sira, ndroblastom, Wilms tiimorii, hepatoblastom, beyin tlimorleri,
germ hiicreli tiimor, osteosarkom gibi pek ¢cok cocukluk c¢agi tiimoriiniin tedavisinde

yer alan sisplatin, kemoterapik ilaglar arasinda bulunmaktadir (Kelland, 2007).

Sisplatin (cis-diaminodikloroplatinum (Il), cis-platinum (1), cis-DDP, CDDP)
yatay diizlemde cis pozisyonda ortada platin atomu etrafinda klor ve amonyum
atomlari ile g¢evrili inorganik bir platin kompleksidir (Sekil 1.2.) (Tifekgi, 2009;
Coskun, 2011).

Sekil 1.2. Sisplatin molekiil yapist (Chemistry Physics, 2001)
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Sisplatin uzun yillardir kanser tedavisinde kullanilmasina ragmen biyokimyasal
etki mekanizmas1 bilinememektedir. flacin sitotoksik &zelliklerini niikleer DNA ‘ya
baglanip transkripsiyon ve DNA replikasyonunu bozarak ve gesitli sinyal iletim

yolaklarini aktive ettigi diistiniilmektedir (Kelland, 2007; Wang ve Lippart, 2005).

Yapilan ilk calismalarda, Sisplatinin biiyilk oranda pasif diflizyon ile hiicre
icine alindig1 ortaya konulmustur (Wang ve Lippard, 2005). Ancak yapilan baska bir
caligmada ise, bakir transportunda yer alan membran proteinlerinin de hiicre igindeki
sisplatin konsantrasyonunu etkiledikleri gozlenmistir (Kuo ve ark., 2007). Hiicreye
giren platinleyici ajanlar, klor ya da oksalat iyonlarin1 kaybederek iki su molekiilii
kazanmakta ve bu sekilde hiicre igindeki DNA, RNA, proteinler ile etkilesebilir
duruma gelmektedir (Zorbas ve Keppler, 2005).

1.6. Oxaliplatin (Eloksantin)

Platin temelli kemoterapotik ajanlarin - sitotoksik ozelliklerinden dolayt DNA
hasaria neden olmaktadir. Ilgili bolgeye sitotoksik ajanlar uygulandiginda olusan
DNA hasar1 nedeniyle, siklin bagimli kinaz (CDK) aktivitesini inhibe eden kontrol
noktas: proteinlerinin aktivasyonu ve ozellikle de G1/S velveya G2/M gegisinde
hiicre dongiisiinii durdurdugu gozlenmistir (Hayward ve ark., 2004; Fujie ve ark.,
2005).
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Klinikte kullanilan platin kompleksi bir bilesik olan oxaliplatin, sisplatin
yapisindan ayrilan ligand olan klor atomlarinin yerine oksalat ligandinin geg¢mesi ile
olusan platin temelli yapilardir (Desoize ve Modoulet, 2002) (Sekil 1.3). Oxaliplatin,
sisplatine kars1 direng gosteren kanser tiirlerinde etkilidir (Desoize ve Modoulet,
2002). Melanoma hiicre hatlarinda oxaliplatinin antiproliferatif etkisi gosterilmistir

(Mohammed ve Retsas, 2000).

HE O
N\ /O
A Pt\
RN 0
H, 0O

Sekil 1.3. Oxaliplatin molekiil yapis1 (Sigma Aldrich, 2016 )

Oxaliplatin, yiiksek su ¢oziliniirliigii, diistik toksisite ve sisplatinle ¢apraz direng
olmayan sisplatinin bir diaminosikloheksan tiirevidir (Di Francesco ve ark.2002).
Oxaliplatin, DNA’ya kovalent baglarla baglanarak, DNA adduct’t meydana
getirmektedir (Kweekel ve ark., 2005). Oxaliplatin, primer olarak guaninle
birleserek DNA-platinum mono-adduct olusturur. Primer DNA-pt lezyonlari
apoptozisi indiikleyerek DNA replikasyon ve transkripsiyonunu inhibe eder
(Raymond ve ark. 1998). Oxaliplatinin, 5-FU ve / veya Irinotekan ile kombinasyon
tedavisinin kolorektal kanserli hastalarda birlikte klinik etkinligi kanitlanmigtir
(Falcone ve ark., 2007). Sisplatinden farkli olarak, oxaliplatin tarafindan indiikklenen
adductlar, mismatch repair system (MMR) tarafindan taninmazlar ve baskin olarak,
nucleotid excision repair (NER) ve base excision repair (BER) yolaklari tarafindan
taninirlar (Chaney ve ark., 2005; Zaanan ve ark., 2011). DNA tamir etkinliginin
artmast veya sitotoksik ajanin kemoéterapotik akiimiilasyonunda azalmanin etkisi

olarak platin grubu ilaglara direng gelistirmesine katkida bulunabilir ( Polat, 2015).
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1.7. Amag

Sisplatin ve Oxaliplatin, kanser tedavisinde siklikla kullanilan ve birbirinin tiirevi
olan kemoterapotikler olmasina karsin 6zellikle sisplatinin istenmeyen yan etkileri
g6zoniine alindiginda, ilaglarin birbiri ile kombine edilerek sinerjistik etki gosterip
gostermediklerinin belirlenmesi tedavide bunlarin daha diisilk dozda kullanimi
yolunu  agmasi bakimindan Onemli hale gelmektedir. Boylece kemoterapide
kullanilan bu ilaglarin kombinasyonu ile apoptozise giden yolda ayni veya farkli
yolaklar tizerinden sinerjistik etki gostermeleri ilacin tedavide istenmeyen yan

etkilerinin hafifletilmesine neden olacaktir.

Bu amagla ¢alismamizda, DU-145 ve PC3 prostat kanseri hiicre hatlari
kullanilarak platin temelli kemoterapétik ilaglar olan Sisplatin ve Oxaliplatinin hem
tek basina  hem de Gemsitabin ile kombinasyonu yapilarak uygulanmasinin hiicre
proliferasyonu ve apoptoza giden yoldaki CASP3, CASP8 ve CASP9 mRNA
diizeylerine etkisinin belirlenmesi amaglanmaktadir. Bu baglamda elde edilen
verilere gore belirtilen ilaglarin tek basmma yada kombinasyonlarinin tedavide

kullanimina iligkin gelecek diger arastirmalara temel olusturacaktir.
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2.GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Afyon Kocatepe Universitesi Merkez Arastirma Laboratuvari
Biyoteknoloji Unitesinde gerceklestirilmis bulunmaktadir.

2.1. Cihazlar

e Karbondioksitli etiiv (Thermo Scientific)

e Laminar flow (Metisafe)

e Hassas terazi (Ohaus Pioneer)

e PCR-Sprint otomatik 1s1 dongii cihazi (SensQuest Labcycler)
e Mikroplaka ELISA okuyucu (Thermo Multiskin Go)
¢ Inverted mikroskop (Leica)

e Rotor-Gen Q PCR cihazi (Qiagen)

e Nanodrop (Thermo Multiskin Go)

e Kuru isitic1 blok (Biosan)

e Sogutmali santrifiij (Thermo Scientific)

e Spin vorteks (Biosan)

e Vorteks (Biosan)

e Mikropipetler; 10ul, 100ul, 1000ul, 5000pl (Thermo)
e Derin dondurucu -20°C (Argelik)

e Derin dondurucu -80°C (Thermo)

e Buzdolab1 (Arcelik)

e Hiicre sayim cihazi (Biorad)

2.2. Sarf Malzemeler

Hiicre iireme flasklari, 25cm? ve 75 cm? (Thermo)

15ml ve 50ml santrifijj tiipii (Thermo-Nunc)

Hiicre kiiltiir plaklar1 (96 ve 6 kuyucuklu plate) (Thermo)

Hiicre dondurma tiipleri (Corning)

0.2ml, 0.5ml ve 1.5ml Mikrosantrifiij tiipleri (Eppendorf)



e 1ml, 5ml, 10ml ve 25 ml serolojik pipet

2.3. Kimyasallar

¢ Besiyeri RPMI 1640 (Biological Industries)

e Fetal Bovine Serum (Biological Industries)

e Penisilin/Streptomisin antibiyotik (Multicell)

e L-Glutamin (Biological Industries)

o Tripsin (Multicell)

¢ Dimetil Siilfoksid (DMSO) (Sigma)

¢ Etanol (Sigma)

¢ PBS (Sigma)

e Primerler (GAPDH, CASP3, CASP8 ve CASP9) (Qiagen)

e Tripure Isolation Reagent (Roche)

2.4. Kitler
e Hiicre Proliferasyon Kiti, WST-1 (Roche)

¢ cCDNA Sentez Kiti (Qiagen)
«RT? SYBR Green Master Mix (Qiagen)

2.5. Hiicre Hatlan

15

Bu calismadaki DU145 insan prostat kanser hiicre hattt Ege Universitesi Tip

Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali 6gretim iiyesi Prof. Dr. Giilperi

OKTEM’den ve PC3 insan prostat hiicre hatt1 ise Istanbul Kiiltiir Universitesi Fen

Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dal1 6gretim iiyesi Prof.

Dr. Nargin PALAVAN UNSAL'dan temin edilmistir.
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2.6. Besiyerinin Hazirlamsi

450 ml RPMI 1640 besiyerinin igerisine, inaktive edilmis 50 ml FBS, 5 ml 200 mM
L-Glutamin, 5 ml 100 pg/ml’lik antibiyotik karsimi eklenerek hazirland.

2.7. Yontemler

2.7.1. Hiicre Kiiltiirii

DU145 ve PC3 hiicreleri, %10 FBS iceren RPMI 1640 besiyerinde % 95 nem ve %
5 COy’li ortamda 37°C ayarl etiiv icerisinde kiiltiire edildi.

DU145 ve PC3 hiicreleri, (0,1 — 50uM) Gemsitabine ve Sisplatin, (0,1 —
180uM) Oxaliplatin ile ayr1 ayr1 ve Gemsitabin+Sisplatin ve Gemsitabin+Oxaliplatin
kombinasyonlar1 halinde 0-72 saat siireyle inkiibe edildi. Gemsitabin, Sisplatin ve
Oxaliplatin kemoterapétikleri i¢in ¢dziicii olarak dH,O kullanildi. inkiibasyon
sonrasinda her bir doz ve silire i¢in sitotoksik etkileri arastirildi. Her bir

konsantrasyon i¢in 3 ayr1 kiiltiir yapilarak deney tekrarlandi.

2.7.2. WST-1 Sitotoksisite Deneyi

DU145 ve PC3 hiicreleri 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarma 10° hiicre/ kuyu olacak
sekilde ekildi, bir gece besiyerinde inkiibe edilerek hiicrelerin yapismasini takiben
besiyeri uzaklagtirildi. Daha sonra Gemsitabin, Sisplatin ve Oxaliplatin birlikte ve
ayr1 ayri ¢esitli konsantrasyonlar ile hazirlanmig %10°luk RPMI 1640 besiyerinde 0-
72 saat siireyle 37°C de %5 CO,’li etiivde inkiibe edildi. Belirtilen siirelerin sonunda
her bir kuyucuga 10 pl WST-1 soliisyonu (Roche, Almanya; Kat. No: 001 644 807
001) eklendi ve formazan {iriiniinlin olusturdugu renk degisimi DU145 ve PC3
hiicreleri i¢in 2 saat sonunda spektrofotometre ile 450 nm dalga boyunda belirlendi.
Negatif kontroller kor olarak kullanildi. Hiicre canlilifi % hesaplamalar1 excel

programu ile gergeklestirildi.
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2.7.3. Hiicrelerden Total RNA izolasyonu

6 kuyulu kiltiir kaplarinda bulunan DU145 ve PC3 hiicrelerinden inkiibasyon

siirelerinin ardindan asagidaki basamaklara gore Tripure Isolation Reagent ile total

RNA izolasyonu gerceklestirildi. islemler laminar akim kabini igerisinde yapildi.

10.
11.

Hiicrelerden ilagh besiyerleri uzaklastirildi ve her bir kuyuya 1’er ml Tripure
soliisyonu eklendi.

Hiicre lizatlar steril ependorf tiiplere alind1 ve niikleoprotein komplekslerinin
tamamen ayrimi i¢in 5 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

Her bir tlipe 200°er ul kloroform eklendi ve 15 saniye boyunca kuvvetlice
vorteks yapildi.

Oda sicakliginda 15 dakika inkiibasyondan sonra 12000 rpm’de 15 dakika
santrifilj yapildu.

Stipernatantlarin her biri yeni ependorf tiiplere alindi.

Her bir tiipe 500’er pl izopropanol eklendi ve 10 dakika oda sicakliginda
inkiibasyona birakildi.

12000 rpm’de 10 dakika santrifiijden sonra siipernatantlar atildi ve pelletlerin
tizerine 1’er ml %75 lik etanol yitkama amaciyla kondu.

Tipler 7500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve siipernatantlar atildi.

Pelletler belirli siire kurumaya birakildi ve 35ul DEPC muamele edilmis H,O
eklendi.

Peletlerin ¢oziilmesi i¢in kuru 1siticida 60°C’de 15 dk inkiibe edildi

Elde edilen RNA’larin miktarlart ve safligt NanoDrop ND-1000
Spektrofotometre cihazinda Olgiilerek RT-PCR’da kullanilincaya kadar -
80°C’lik derin dondurucuda saklandi.
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2.7.4.cDNA Sentezi

Elde edilen RNA’lar spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda olgiilerek pg/ul
degerleri belirlendi. RT? HT First Strand cDNA sentez kiti (Qiagen, Almanya; Kat.
No: 330411) kullanilarak total RNA’dan iiretici firmanin Onerdigi ve asagidaki
aciklanan protokol dogrultusunda gergeklestirilmistir.

1. RNA konsantrasyonu total hacim 8 ul’de 5ug olacak sekilde 0,2’lik mikrosantrifiij

tiiplerine hazirlandi.
2. RNA ornekleri tizerine 6 pul GE2 buffer (JDNA eliminasyon buffer) eklendi.
3. 37°C’de 5 dakika inkiibasyon edildikten sonra 6rnekler buz lizerine alindi.
4. 6 ul BC4 Reverse Transkriptaz mix, buz iizerinde bekletilen 6rneklere eklendi.
5. Thermal Cycler cihazina yerlestirilen 6rnekler sirasiyla;
42°C’de 15 dakika
95°C°de 5 dakika inkiibe edildi.

6. Reaksiyon sonucu cDNA o6rnekleri tizerine 91ul steril HoO-PCR grade (Qiagen,
Almanya Kat N0:1039498) eklendi ve Real-Time PCR’da kullanilincaya kadar -
20°C’lik derin dondurucuda saklandi.

2.7.5. Genlerin Ifade Edilmesinin Real-Time PCR ile Ol¢iimii

CASP3, CASP8 ve CASP9 genlerinin mRNA miktarlari, Real-Time PCR yontemi
ile RotorGeneQ cihazi kullanilarak yapildi. Amplifikasyonlar 25 pL toplam
tepkime hacmi igerisinde; cDNA, bolgeye 6zgii primerler (Tablo 2.1) ve RT?
SYBR Green Mastermix karisimi (Qiagen, Almanya; Kat. No:330500) ve steril
H20-PCR grade kullanilarak gergeklestirildi (Tablo 2.2) CASP3, CASP8 ve CASP9
genlerinin ifadelenmesini normalize etmek i¢in GAPDH mRNA diizeyi referans

olarak alindi.
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Tablo 2.1. Hedef genlere ait RefSeq ve RT2 qPCR primer assay katolog numaralari

RT? qPCR primer Referans
Gen Ad1  RefSeq(mRNA) assay Kat. No. Band Uzunlugu Pozisyonu*
CASP3 NM_004346.3 PPH00107C 132 901
CASP8 NM_001228.4 PPHO0359F 65 873
CASP9 NM_001229.4 PPHO00353B 114 1956
GAPDH NM_002046.5 PPHO0150F 130 842

* RefSeq sekansindaki amplikon pozisyonu

Tablo 2.2. CASP3, CASP8, CASP9 ve GAPDH Real-Time PCR tepkime karigimi:

Hacim
RT? SYBR Green Mastermix 12,5 ul
cDNA 5ul
RT? qPCR Primer Assay (10pM stok) 1l
H,O 6,5 ul
Total Hacim 25 ul

Real-Time PCR karigimlar1 hazirlandiktan sonra 0.2 ml'lik ¢oklu PCR tiiplerine
dagitild1 ve tizerine cDNA’lar eklendi ve cihaza yerlestirildikten sonra Tablo 2.3’de
belirtilen amplifikasyon programi kullanilarak PCR tepkimesi gergeklestirildi.
CASP3, CASP8, CASP9 ve GAPDH genleri i¢in ayn1 program kullanildi.

Reaksiyon sonucunda, CASP3, CASP8, CASP9 ve GAPDH genlerin mRNA
diizeylerini gosteren Crossing point (Cp) degerleri belirlendi. CASP3, CASP8 ve
CASP9 ifade diizeyleri GAPDH ifade diizeyine gore normalize edildi.
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Tablo 2.3. CASP3, CASP8, CASP9 ve GAPDH genlerinin ifade diizeylerinin belirlenmesi i¢in
kullanilan Real Time PCR tepkime programu.

Dongii Zaman Sicakhik
1 10 dakika 95"
15 saniye 95°
40 1 dakika 60°
1 dakika 72°

+ Melting Curve

Goreceli gen ifadesi sonuclart REST programi kullanilarak “Pfaffl”
matematiksel yontemi ile hesaplandi. Pfaffl esitligi asagida belirtilmistir (Sekil 2.1).

E (hedef) At (kontrol-arnek)

E (referans) 24Ct (kentrokomek)

Sekil 2.1. Referans degere gore hedef degeri hesaplayan Pfaffl esitligi.

Esitlikte belirtilen Ct, tepkime sirasinda olusan floresan sinyalin esik degeri
gectigi andaki dongi sayisini ifade etmektedir. Ct degeri tepkimenin basinda mevcut
olan mRNA (cDNA) miktari ile ters orantilidir. ACt degeri ise kontrol ile 6rneklerin
Ct degerleri arasindaki farki gostermektedir. Esitlikte belirtilen E, PCR etkinligini,
elde edilen R ise ifade oramm gostermektedir. Ifade orani (R) istatistiksel

karsilastirmada kullanildi.

2.8 Istatistiksel Analiz Yontemleri

Doza bagh olarak degisen, CASP3, CASP8 ve CASP9 ve GAPDH mRNA ifade
diizeylerindeki farkliliklar “Qiagen Data Analysis Center” istatistik programi ile
karsilastirildi. 0,05’den kiicliik olan p degerleri istatistiksel agidan anlamli olarak

kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Hiicre Canliligr Sonu¢larinin Degerlendirilmesi

DU145 ve PC3 hiicreleri, gemsitabin, sisplatin ve oxaliplatin’in ayr1 ayr1 ve birlikte
kullanimlarinin hiicre canlilig1 iizerine etkisinin belirlenmesinde Cell Proliferation
Reagent WST-1 (Roche) kiti kullanilarak belirlendi. Oncelikle DU145 ve PC3
hiicreleri 0-50 uM gemsitabin ve sisplatin ve 0-180 uM oxaliplatin ile ayri1 ayri
olarak inkiibe edilerek gemsitabin ve sisplatin i¢in 48. saatteki ve oxaliplatin i¢in 72.
saatteki etkin dozlar1 belirlendi. Calismanin devaminda gemsitabin ve sisplatinin

birlikte 48. saatteki, gemsitabin ve oxaliplatin birlikte 72. saatteki etkin dozlar

belirlendi.

3.1.1.Etkin Gemsitabin Dozunun Belirlenmesi

96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 10* hiicre/kuyu olacak sekilde DU145 ve PC3
hiicreleri ekilerek, DU145 hiicreleri 0 — 15 uM doz araliginda ve PC3 hiicreleri ise 0
-50 uM doz aralifinda farkli gemsitabin konsantrasyonlar1 48 saat siire ile inkiibe
edildi. 48 saat inkiibasyon sonucunda DUI145 hiicrelerin gemsitabin’e cevabi en
diisiik konsantrasyondaki (0,1 uM) hiicre canliigi  %90,9 en yiiksek
konsantrasyondaki (5 uM) hiicre canliligi ise % 51,9 bulundu (Sekil 3.1).
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% Canlilik Orani
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Sekil 3.1. DU145 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) gemsitabine ile 48 saat inkiibasyonu sonunda
belirlenen hiicre canlilik oranlari, * IC50 degeri.
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PC3 hiicrelerinin gemsitabin’e cevabi en diisiik konsantrasyondaki (0,75 uM)
hiicre canliligi %85,5 en yiiksek konsantrasyondaki (30 uM) hiicre canlilig1 ise %
50,5 bulundu (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. PC3 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) gemsitabine ile 48 saat inkiibasyonu sonunda
belirlenen hiicre canlilik oranlari, * ICsq degeri.

3.1.2.Etkin Sisplatin Dozunun Belirlenmesi

96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 10* hiicre/kuyu olacak sekilde DU145 ve PC3
hiicreleri ekilerek, DU145 hiicreleri 0 — 15 uM doz araliginda ve PC3 hiicreleri ise 0
-30 uM doz araliginda farkli sisplatin konsantrasyonlari 48 saat siire ile inkiibe
edildi. 48 saat inkiibasyon sonucunda DU145 hiicrelerin gemsitabin’e cevabi en
diisiik  konsantrasyondaki (0,1 pM) hiicre canlilignt  %95,9 en yiiksek
konsantrasyondaki (10 uM) hiicre canliligi ise % 48,8 bulundu (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. DUI145 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) sisplatin ile 48 saat inkiibasyonu sonunda
belirlenen hiicre canlilik oranlari. * IC50 degeri.

PC3 hiicrelerinin sisplatin’e cevabi en diisiik konsantrasyondaki (0,1 pM)

hiicre canlilig1 %97,3 en yiiksek konsantrasyondaki (17,5 uM) hiicre canlilig1 ise %
49,3 bulundu (Sekil 3.4).

120 A
100 -
80 -

60 -
*

% Canlilik Orani

40 -

20 =

[=]

Sekil 3.4. PC3 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) sisplatin ile 48 saat inkiibasyonu sonunda belirlenen
hiicre canlilik oranlart,* IC50 degeri.

3.1.3. Etkin Sisplatin+Gemsitabin Dozunun Belirlenmesi

DU145 hiicrelerinde gemsitabin ve sisplatin’in birlikte hiicre canliligina etkisi

arastirmak amaciyla 0,250 — 5 uM gemsitabin ve 2,5-10 uM sisplatin’nin farkli



24

dozlari ile birlikte 48 saat uygulandiginda 1Csg degeri 10 uM Sisplatin + 0,750 uM
gemsitabin konsantrasyonu ve canlilik oranlar1 %50 olarak belirlendi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. DU145 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) 0,250 — 5 uM gemsitabin ve 2,5-10 uM sisplatin
ile farkli kombinasyonlarinin 48 saat inkiibasyonu sonucunda belirlenen hiicre canliligi orani. * IC50
degeri.

PC3 hiicrelerinde gemsitabin ve sisplatin’in birlikte hiicre canlilifina etkisinin
aragtirmak amaciyla 15 — 27,5 uM gemsitabin ve 10 - 17,5 uM sisplatin ile farkli
dozlar birlikte 48 saat uygulandiginda IC50 degeri 10 uM sisplatin + 15 uM
gemsitabin konsantrasyonu ve canlilik oranlar1 %49 olarak belirlendi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. PC3 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) 15 - 27,5 uM gemsitabin ve 10-17,5 uM sisplatin ile
farkli kombinasyonlariin 48 saat inkiibasyonu sonucunda belirlenen hiicre canlilii orani, * IC50
degeri.
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3.1.4.Etkin Oxaliplatin Dozunun Belirlenmesi

96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 10* hiicre/kuyu olacak sekilde DU145 ve PC3
hiicreleri ekilerek, DU145 hiicreleri 0 — 180 uM doz araliginda ve PC3 hiicreleri ise 0
- 100 uM doz araliginda farkli oxaliplatin konsantrasyonlar1 72 saat siire ile inkiibe
edildi. 72 saat inkiibasyon sonucunda DU145 hiicrelerin oxaliplatin’e cevabi en
disik konsantrasyondaki (20 uM) hiicre canlii@i  %82,1 en yiiksek
konsantrasyondaki (180 pM) hiicre canlilig1 ise % 7,14 bulundu. Oxaliplatin 72 saat
uygulandiginda ICso degeri 40 uM konsantrasyonunda ve canlilik oranlart %45,52
olarak belirlendi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. DU145 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) oxaliplatin ile 72 saat inkiibasyonu sonunda
belirlenen hiicre canlilik oranlari, * ICsq degeri.

PC3 hiicrelerinin oxaliplatin’e cevabi en diisiik konsantrasyondaki (10 uM)
hiicre canlilig1 %93,7 en yiiksek konsantrasyondaki (100 pM) hiicre canlilig1 ise %
8,8 bulundu. oxaliplatin 72 saat uygulandiginda ICsy degeri 60 uM
konsantrasyonunda ve canlilik oranlar1 %49,75 olarak belirlendi (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. PC3 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) oxaliplatin ile 72 saat inkiibasyonu sonunda
belirlenen hiicre canlilik oranlari, * IC50 degeri.

3.1.5. Etkin Oxaliplatin+Gemsitabin Dozunun Belirlenmesi

DU145 hiicrelerinde gemsitabin ve oxaliplatin’in birlikte hiicre canliligina etkisinin
aragtirmak amaciyla 5 -60 uM oxaliplatin ve 0,250 — 2,5 uM gemsitabinin farkl
dozlar1 birlikte 72 saat uygulandiginda ICso degeri 30 pM oxaliplatin + 1 pM

gemsitabin konsantrasyonu ve canlilik oranlar1 %49,7 olarak belirlendi (Sekil 3.9).

% Canliik Orami

& &
F F FFaF S

& e

1,
(7)
%4,
%,

Sekil 3.9. DU145 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) 15 - 60 uM oxaliplatin ve 0,250 — 2,5 uM
gemsitabin ile farkli kombinasyonlarinin 72 saat inkiibasyonu sonucunda belirlenen hiicre canlilig
orani, * IC50 degeri.

PC3 hiicrelerinde gemsitabin ve oxaliplatin’in birlikte hiicre canliligina

etkisinin arastirmak amaciyla 1 - 30 uM gemsitabin ve 20 - 60 uM oxaliplatin ile
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farkli dozlar birlikte 72 saat uygulandiginda ICsp degeri 20 uM oxaliplatin + 20 uM
gemsitabin konsantrasyonu ve canlilik oranlar1 %46 olarak belirlendi (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. PC3 hiicrelerinin (10.000 hiicre/kuyu) 15 - 60 uM oxaliplatin ve 0,250 — 2,5 uM
gemsitabin ile farkli kombinasyonlarimin 72 saat inkiibasyonu sonucunda belirlenen hiicre canlilig
orant, * IC50 degeri.

3.2.Gen Ifade Diizeyinin Kantitatif Belirlenmesi

CASP3, CASP8 ve CASP9 genlerinin ifade diizeyinin kantitatif degerlendirilmesi i¢in
RotorGeneQ cihazi kullanilmistir. DU145 ve PC3 hiicrelerinden elde edilen
cDNA’larda CASP3, CASP8 ve CASP9 genlerinin normalizasyonu i¢in segilen
GAPDH (Gliseraldehit-3 fosfat dehidrogenaz) (housekeeping) genine 6zgii primerler
ve SYBR Green floresan boya kullanilarak ¢alisildi.

Yapilan analiz sonucu prostat kanser hiicrelerinde CASP3, CASP8, CASP9 ve
GAPDH proteinini kodlayan genlerin ifade edildigi goriilmiistiir. Tiim Orneklerde
CASP3, CASP8 ve CASP9 Ct degerinin elde edilmesi calismada dogru mRNA
dizisine bakildigin1 ve c¢alistigimiz O6rneklerde CASP3, CASP8 ve CASP9

MRNA'smin varligini dogrulada.
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3.2.1.Kantitatif CASP3 Geninin Ifade Diizeyinin Degerlendirilmesi

CASP3 ve GAPDH genlerinin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren
Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 3.11’te gosterildi.
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Sekil 3. 11. DU145 ve PC3 prostat kanser hiicrelerine ait CASP3 ve GAPDH genlerinin mRNA
diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren amplifikasyon egrileri. CASP3 ve GAPDH geninin
Real Time PCR tepkimesine ait Ct degerleri yatay eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresan
sinyal izlenmektedir.

CASP3 ve GAPDH genlerinin mRNA ifade diizeyinin belirlenmesinde elde
edilen floresans 1s1manin hedef bdlgenin amplifikasyonu sonucunda gergeklestigini

gosteren erime egrisi (melting curve) Sekil 3.12°de gosterildi.
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Sekil 3.12. DU145 ve PC3 prostat kanser hiicrelerinin CASP3 ve GAPDH genlerine ait erime
egrileri. CASP3 ve GAPDH geninin Melting Curve analizine ait sicaklik dereceleri yatay eksende yer
almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir.

DU145 prostat kanser hiicrelerinin gemsitabin, sisplatin ve oxaliplatin'in ayr1
ayr1 ve birlikte kombinasyonlarinin uygulamasi sonrasinda CASP3 geninin mRNA
diizeyindeki degisimler Tablo 3.1 ve Sekil 3.13'de gosterildi. CASP3 geninin mRNA
diizeyi kontrole gére 10 pM sisplatin uygulamasi sonrasinda 1.65 kat artmasina
ragmen istatiksel olarak anlamli bir artis gozlenmedi. Diger gruplarda ise; SuM
gemsitabin ile muamele edilmesi sonrasinda 2,04 kat, oxaliplatin uygulamasi
sonrasinda 14.82 kat, 10 uM sisplatin + 0,75 pM gemsitabin uygulamasi sonrasinda
2.51 kat, arttig1 belirlenmis ve 20 uM oxaliplatin + 2.5 uM gemsitabin uygulanmasi

sonrasinda ise 18.12 kat artig istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

Tablo 3.1. DUI145 hiicrelerinin CASP3 ve GAPDH genlerinin mRNA diizeyinde ifadesini Kat
regiilasyon ve Kat Degisim (Grup/Kontrol) kantitatif olarak gdsterimi. Koyu punto, Up regiilasyonu
gostermektedir (p<0.05).

Gen Adr Kat Regiilasyon Kat Degisimi

Grup/Kontrol Grup/Kontrol
10 puM Sisplatin GAPDH 1.00 1.00
CASP3 1.65 1.65
5 uM Gemsitabin GAPDH 1.00 1.00
CASP3 2.04 2.04
40 uM Oxaliplatin GAPDH 1.00 1.00
CASP3 14.82 14.82
10 pM Sis + 0,75 pM GAPDH 1.00 1.00
Gem CASP3 251 251
20 uM Oxa + 2,5 pM GAPDH 1.00 1.00

Gem CASP3 18.12 18.12
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Sekil 3.13. DU145 hiicrelerinde CASP3 geninin mRNA diizeyinde degisimleri . Hedef genin ifade
diizeyi GAPDH mRNA ifade diizeyi temel alinarak normalize edildi, *; (p<0.05).

PC3 prostat kanser hiicrelerinin gemsitabin, sisplatin ve oxaliplatin'in ayr1 ayri
ve birlikte kombinasyonlarinin uygulamasi sonrasinda CASP3 geninin mRNA
diizeyindeki degisimler Tablo 3.2 ve Sekil 3.14"de gosterildi. CASP3 geninin mRNA
diizeyi kontrole gore 30uM gemsitabin ile muamele edilmesi sonrasinda 1.37 kat
artmasina ragmen istatiksel olarak anlamli bir artis gozlenmedi. Diger gruplarda ise;
17,5 uM sisplatin uygulamasi sonrasinda 3.22 kat, 60 uM oxaliplatin uygulamasi
sonrasinda 5.93 kat, 10 uM sisplatin + 15 uM gemsitabin uygulamasi sonrasinda
2.65 kat, arttig1 belirlenmis ve 20 uM sisplatin + 20 uM gemsitabin uygulamasi

sonrasinda 8.45 kat artis istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

Tablo 3.2. PC3 hiicrelerinin CASP3 ve GAPDH genlerinin mRNA diizeyinde ifadesini Kat
regiilasyon ve Kat Degisim (Grup/Kontrol) kantitatif olarak gdsterimi. Koyu punto, Up regiilasyonu
gostermektedir (p<0.05).

Gen Ad1 Kat Regiilasyon  Kat Degisimi

Grup/Kontrol Grup/Kontrol
17,5 uM Sisplatin GAPDH 1.00 1.00
CASP3 3.22 3.22
30 uM Gemsitabin GAPDH 1.00 1.00

CASP3 1.37 1.37

60 uM Oxaliplatin GAPDH 1.00 1.00
CASP3 5.93 5.93
10 uM Sis + 15 pM Gem GAPDH 1.00 1.00
CASP3 2.65 2.65
20 uM Oxa + 20 pM Gem GAPDH 1.00 1.00
CASP3 8.45 8.45
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Sekil 3.14. PC3 hiicrelerinin CASP3 geninin mRNA diizeyinde degisimler . Hedef genin ifade
diizeyi GAPDH mRNA ifade diizeyi temel alinarak normalize edildi, *; (p<0.05).

3.2.2 Kantitatif CASP8 Geninin Ifade Diizeyinim Degerlendirilmesi

CASP8 ve GAPDH genlerinin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren
Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 3.15 ’te gosterildi.
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Sekil 3.15. DU145 ve PC3 prostat kanser hiicrelerine ait CASP8 ve GAPDH genlerinin mRNA
diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gosteren amplifikasyon egrileri. CASP8 ve GAPDH geninin Real
Time PCR tepkimesine ait Ct degerleri yatay eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal
izlenmektedir.

CASP8 ve GAPDH genlerinin mRNA ifade diizeyinin belirlenmesinde elde
edilen floresans 1s1manin hedef bdlgenin amplifikasyonu sonucunda gerceklestigini

gosteren erime egrisi (melting curve) Sekil 3.16°de gosterildi.
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Sekil 3.16. DU145 ve PC3 prostat kanser hiicrelerinin CASP8 ve GAPDH genlerine ait erime
egrileri. CASP8 ve GAPDH geninin Melting Curve analizine ait sicaklik dereceleri yatay eksende yer
almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir.

DU145 prostat kanser hiicrelerinin gemsitabin, sisplatin ve oxaliplatin'in ayr1
ayr1 ve birlikte kombinasyonlarinin uygulamasi sonrasinda CASP8 geninin mRNA
diizeyindeki degisimler Tablo 3.3 ve Sekil 3.17'de gosterildi. CASP8 geninin mRNA
diizeyi kontrole gore; 10 uM sisplatin uygulmasi sonrasinda 1.06 kat, 5uM
gemsitabin ile muamele edilmesi sonrasinda 1.86 kat, 10 uM sisplatin + 0,75 uM
gemsitabin uygulmas: sonrasinda 1.59 kat artis gozlenmesine ragmen istatiksel
olarak anlamli bulunmadi. Diger gruplarda ise; 40 uM oxaliplatin uygulamasi
sonrasinda 5.2 kat arttig1 belirlenmis ve 20 pM oxaliplatin + 2,5 uM gemsitabin

uygulamasi sonrasinda 5.46 kat artis istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).
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Tablo 3.3. DU145 hiicrelerinin  CASP8 ve GAPDH genlerinin mRNA diizeyinde ifadesini Kat
regiilasyon ve Kat Degisim (Grup/Kontrol) kantitatif olarak gdsterimi. Koyu punto, Up regiilasyonu
gostermektedir (p<0.05).

Gen Ad1 Kat Regiilasyon Kat Degisimi

Grup/Kontrol Grup/Kontrol
10 pM Sisplatin GAPDH 1.00 1.00
CASP8 1.06 1.06
5 nM Gemsitabin GAPDH 1.00 1.00
CASP8 1.86 1.86
40 uM Oxaliplatin GAPDH 1.00 1.00
CASP8 5.2 5.2
10 pM Sis + 0,75 pM GAPDH 1.00 1.00
Gem CASP8 1.59 1.59
20 uM Oxa + 2,5 pM GAPDH 1.00 1.00
Gem CASP8 5.46 5.46
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Sekil 3.17. DU145 hiicrelerinin CASP8 geninin mRNA diizeyinde degisimler . Hedef genin ifade
diizeyi GAPDH mRNA ifade diizeyi temel alinarak normalize edildi, *; (p<0.05).

PC3 prostat kanser hiicrelerinin gemsitabin, sisplatin ve oxaliplatin'in ayr1 ayri
ve birlikte kombinasyonlarinin uygulamasi sonrasinda CASP8 geninin mRNA
diizeyindeki degisimler Tablo 3.4 ve Sekil 3.18'de gosterildi. CASP8 geninin mRNA
diizeyi kontrole gore; 30uM gemsitabin ile muamele edilmesi sonrasinda 1.72 kat
artis olmasimma ragmen istatiksel olarak anlamli bir artis gozlenmedi. 17,5 pM
Sisplatin uygulmas1 sonrasinda 4.85 kat, 60 uM oxaliplatin uygulamasi sonrasinda
10.48 kat, 10 uM sisplatin + 15 pM gemsitabin uygulamasi sonrasinda 2.94 kat ve 20
uM oxaliplatin + 20 uM gemsitabin uygulamasi sonrasinda 8.28 kat artis istatiksel

olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).
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Tablo 3.4. PC3 hiicrelerinin CASP8 ve GAPDH genlerinin mRNA diizeyinde ifadesini Kat
regiilasyon ve Kat Degisim (Grup/Kontrol) kantitatif olarak gdsterimi. Koyu punto, Up regiilasyonu

gostermektedir (p<0.05).

Gen Ad1 Kat Regiilasyon = Kat Degisimi
Grup/Kontrol Grup/Kontrol
17,5 nM Sisplatin GAPDH 1.00 1.00
CASP8 4.85 4.85
30 pM Gemsitabin GAPDH 1.00 1.00
CASP8 1.72 1.72
60 uM Oxaliplatin GAPDH 1.00 1.00
CASP8 10.48 10.48
10 pM Sis + 15 pM Gem GAPDH 1.00 1.00
CASP8 2.94 2.94
20 pM Oxa + 20 pM GAPDH 1.00 1.00
Gem CASP8 8.28 8.28
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Sekil 3.18. PC3 hiicrelerinin CASP8 geninin mRNA diizeyinde degisimler .

Hedef genin ifade

diizeyi GAPDH mRNA ifade diizeyi temel alinarak normalize edildi, *; (p<0.05).

3.2.3. Kantitatif CASP9 Geninin ifade Diizeyinin Degerlendirilmesi

CASP9 ve GAPDH genlerinin mRNA diizeyinde ifadesini kantitatif olarak

gosteren Real-Time PCR tepkimesine ait amplifikasyon egrisi Sekil 3.19°da

gosterildi.
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Sekil 3.19. DUI145 ve PC3 prostat kanser hiicrelerine ait CASP9 ve GAPDH genlerinin mRNA
diizeyinde ifadesini kantitatif olarak gdsteren amplifikasyon egrileri. CASP9 ve GAPDH geninin Real
Time PCR tepkimesine ait Ct degerleri yatay eksende yer almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal
izlenmektedir.

CASP9 ve GAPDH genlerinin mRNA ifade diizeyinin belirlenmesinde elde
edilen floresans 1is1manin hedef bdlgenin amplifikasyonu sonucunda gercgeklestigini

gosteren erime egrisi (melting curve) Sekil 3.20°de gosterildi.
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Sekil 3.20. DU145 ve PC3 prostat kanser hiicrelerinin CASP9 ve GAPDH genlerine ait erime
egrileri. CASP8 ve GAPDH geninin Melting Curve analizine ait sicaklik dereceleri yatay eksende yer
almaktadir. Dikey eksende floresan sinyal izlenmektedir.

DU145 prostat kanser hiicrelerinin gemsitabin, sisplatin ve oxaliplatin'in ayr1 ayr1 ve
birlikte kombinasyonlarinin uygulamasi sonrasinda CASP9 geninin  mRNA
diizeyindeki degisimler Tablo 3.5 ve Sekil 3.21'de gosterildi. CASP9 geninin mRNA
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diizeyi kontrole gore; 10 puM sisplatin uygulamasi sonrasinda 2.58 kat, S5uM
gemsitabin ile muamele edilmesi sonrasinda 2.36 kat, 40 uM oxaliplatin uygulamasi
sonrasinda 4.08 kat, 10 uM sisplatin + 0,75 uM gemsitabin uygulmasi sonrasinda
2.6 Kkat arttig1 belirlenmis ve 20 uM oxaliplatin + 2,5 uM gemsitabin uygulamasi

sonrasinda 4.34 kat artis istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

Tablo 3.5. DU145 hiicrelerinin  CASP9 ve GAPDH genlerinin mRNA diizeyinde ifadesini Kat
regiilasyon ve Kat Degisim (Grup/Kontrol) kantitatif olarak gosterimi. Koyu punto, Up regiilasyonu
gostermektedir (p<0.05).

Gen Adr Kat Regiilasyon Kat Degisimi
Grup/Kontrol Grup/Kontrol
10 uM Sisplatin GAPDH 1.00 1.00
CASP9 2.58 2.58
5 uM Gemsitabin GAPDH 1.00 1.00
CASP9 2.36 2.36
40 pM Oxaliplatin GAPDH 1.00 1.00
CASP9 4.08 4.08
10 pM Sis + 0,75 GAPDH 1.00 1.00
uM Gem CASPY 26 26
20 uM Oxa + 2,5 GAPDH 1.00 1.00
uM Gem CASP9 434 4.34
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Sekil 3.21. DU145 hiicrelerinin CASP9 geninin mRNA diizeyinde degisimler . Hedef genin ifade
diizeyi GAPDH mRNA ifade diizeyi temel alinarak normalize edildi, *; (p<0.05).
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PC3 prostat kanser hiicrelerinin gemsitabin, sisplatin ve oxaliplatin'in ayr1 ayri
ve birlikte kombinasyonlarinin uygulamasi sonrasinda CASP8 geninin mRNA
diizeyinde meydana gelen degisimler Tablo 3.6 ve Sekil 3.22'de gosterildi. CASP8
geninin mRNA diizeyi kontrole gore; 17,5uM sisplatin uygulanmasi sonrasinda 4.85
kat, 30uM gemsitabin ile muamele edilmesi sonrasinda 3.65 kat, 60 uM oxaliplatin
uygulamasi sonrasinda 3.55 kat, 10 pM sisplatin + 15 pM gemsitabin uygulmasi
sonrasinda 3.73 kat ve 20 uM oxaliplatin + 20 pM gemsitabin uygulamas1 sonrasinda

3.8 kat artis istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

Tablo 3.6. PC3 hiicrelerinin CASP9 ve GAPDH genlerinin mRNA diizeyinde ifadesini Kat
regiilasyon ve Kat Degisim (Grup/Kontrol) kantitatif olarak gdsterimi. Koyu punto, Up regiilasyonu
gostermektedir (p<0.05).

Gen Adr Kat Regiilasyon Kat Degisimi
Grup/Kontrol Grup/Kontrol
17,5 uM Sisplatin GAPDH 1.00 1.00
CASP9 3.89 3.89
30 pM Gemsitabin GAPDH 1.00 1.00
CASP9 3.65 3.65
60 uM Oxaliplatin GAPDH 1.00 1.00
CASP9 3.55 3.55
10 puM Sis + 15 uM GAPDH 1.00 1.00
Gem CASP9 3.73 3.73
20 uM Oxa + 20 pM GAPDH 1.00 1.00
Gem CASP9 38 38
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Sekil 3.22. PC3 hiicrelerinin CASP9geninin mRNA diizeyinde degisimleri. Hedef genin ifade diizeyi
GAPDH mRNA ifade diizeyi temel alinarak normalize edildi, *; (p<0.05).
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4. TARTISMA

Prostat kanseri, diinyada erkeklerde siklikla goriilen 6lim nedenleri arasinda
yer almaktadir. Prostat kanseri de dahil gesitli kanser tiirleri tedavisinde sisplatin,
oxaliplatin ve gemsitabin kullanilmaktadir (Curran, 2002, Zou ve ark. 2002). Buna
karsin prostat kanserinin tedavisinde karsilasilan zorluklar nedeniyle konu ile ilgili
oldukga etkili tedavi stratejilerinin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (Zou ve
ark. 2002). Ozellikle kullanilan ilaclarin tek basina ya da kombinasyonlarmin yan
etkileri dikkate alindiginda bu ihtiya¢ artmaktadir. Bu nedenle bu arastirmada prostat
kanseri DU-145 ve PC3 hiicre hatlarinda, platin temelli kemoterapétik ilaglar olan
sisplatin ve oxaliplatinin tek basina yada gemsitabin ile kombinasyonu yapilarak
bunlarin hiicre proliferasyonu ve bazi kaspazlar {lizerinden apoptoza olan etkileri

ortaya konmaya calisildi.

Sisplatin, genis spektrumlu anti-kanser ilaglarindan olup akciger, bas, boyun
ve lirogenital sistem ile iligkili ¢cok ¢esitli timdrlerin tedavisinde basarili bir sekilde
kullanilmaktadir (Curran, 2002). Sisplatin DNA'nin yapisina kovalent baglanmak
suretiyle DNA replikasyonu ve translasyonunun bozulmasina yol agmakta ve
hiicrede sitotoksik etkiye neden olmaktadir (L1u ve ark. 2007). Ancak ilacin bdbrek,
tirogenital ve sinir sistemi ile kemik iligi iizerine olan ciddi toksisitesi ve yan etkileri
sisplatinin klinik kullanimini sinirlamaktadir (Xiaodong ve ark., 2011). Bu sebeple
Sisplatin dozunun azaltilmasi da klinik kullanimi i¢in yeterli olmadigindan ilacin

farkli platin-temelli ilaglarla kombinasyonu s6z konusu olmaktadir.

Oxaliplatin ise Sisplatinin bir diaminosikloheksan tiirevi olup suda
¢cOziinlirliigli daha fazla ve toksik etkileri daha az olusu ile karakterize bir ilagtir (Di
Francesco, 2002). Oxaliplatin, DNA’ya kovalent olarak baglanarak, "DNA adduct’1"
meydana getirmektedir (Kweekel D.M. ve ark. 2005). Oxaliplatin, etkisini, primer
olarak guainile DNA-platinum mono-adduct olusturarak gosterir. Olusan primer
DNA-pt lezyonlar1 apoptozisi indiikler, DNA replikasyon ve transkripsiyonunu
inhibe eder (Raymond ve ark. 1998).



39

Gemsitabin bir deoksitidin analogudur ve sitotoksik etkisini DNA sentezini
inhibe etmek suretiyle gostermektedir. Bu etkiye gore Gemsitabin’in trifosforile
edilmis metaboliti olan dFdC trifosfat DNA zincirine eklenmekte, sonrasinda ikinci
bir niikleotidin eklenmesi ile Gemsitabin maskelenerek DNA eksisizyon onarim
sisteminden kagmaktadir (Gahr, 2007; Tharakan, 2010). Invitro modelde, prostat
kanseri  hiicre hatlarinda, Gemsitabin'in ~ kuvvetli  anti-proliferatif  etkisi
gosterilmektedir (Cronauer ve ark., 1996). Pankreas, mesane, akciger ve over kanseri
gibi ¢ok cesitli solid kanserlerin de tedavisinde kullanilmaktadir (Lee ve ark.,
2014). Buna karsin ilacin etkin dozunun ates, infeksiyon, anemi ve kemik iligini

baskilamasi gibi yan etkileri de bildirilmektedir (Tharakan, 2010).

Kemoterapdtiklerin, farkli kemoterapétiklerle veya spesifik inhibitorlerle
birlikte kullaniminin tedavi etkinligini arttirdigi  belirtilmektedir. Bu baglamda
gemsitabin ile oxaliplatin ve sisplatin kombinasyonlarinin da pankreas ve mesane
gibi solid tiimorlerin tedavisinde kullanildigi bildirilmektedir (Kollmannsberger ve

ark., 2004; Louvet ve ark., 2005; Santisteban ve ark., 2008; Lee, 2014).

Genel olarak kemoterapdtiklerin amaci kanserli hiicrelerinin prolifereasyonunu
inhibe edip onlar1 programlanmis hiicre Oliimii olan apoptoza yonlendirmektir.
Apoptoz genel olarak hiicre sitoplazmasinda i¢ ya da dis yolaklar lizerinden aktive
olan ve sistein proteazlar olarak bilinen kaspazlar tarafindan indiiklenmektedir.
Genellikle apoptoz i¢ sinyaller ile mitokondri araciligi ile ya da 6lim reseptorleri
adaptOr proteinler araciligi ile baglatic1 kaspazlari harekete gecirmek seklinde iki
yoldan olmaktadir (Yoon ve Gores, 2002). I¢ yolakta apoptozis uyarisi alinmasi
halinde mitokondrideki apoptotik proteaz aktive edici faktor 1 (APAF-1) ve sitokrom
c sitoplazmaya ge¢cmekte ve apoptozom kompleksini olusturmaktadir. Bu kompleks
prokaspaz 9’u aktif CASP9’a ve o da prokaspaz 3’ii aktif CASP3’e doniistiirmekte ve
digsal yolakda gorev alan CASP8 de yine CASP3’ii aktiflestirmektedir. Aktiflesen
CASP3, deoksiriboniikleaz inhibitoriinii (ICAD) inaktiflesticince bu durum kromatin
fragmentasyonuna neden olmaktadir (Scaffidi ve ark., 1998; Mignotte ve Vayssicre,
1998; Hengartner, 2000; Sun ve ark., 2004).

CASP3 mRNA diizeyleri agisindan karsilastirildiginda DU145 (10uM) hiicre

hattinda 48 saatlik uygulamada sisplatin tek basina anlamh artis gostermezken, tek
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basina gemsitabin ve sisplatin + gemsitabin kombinasyonu daha etkin goriilmektedir
(p<0.05). PC3 hiicre hattinda ise tek basmna sisplatin ve sisplatin + gemsitabin
kombinasyonu daha etkin goriilmektedir (p<0.05). Elde edilen bu verilere gore
gemsitabin ve sisplatinin tek basina kullanimindan ziyade kombinasyonlarinin hem
daha diigiik dozlarda ve hem de yiliksek oranda CASP3 {izerinden apoptozise etkili
oldugu gorilmektedir. Yapilan  bir c¢aligmada metastatik prostat kanserinde
gemsitabinin tek basina kullanilmasi ile PSA (Prostat spesifik antijen)’ya cevap orani
%09 iken, diger kemoterapoétikler ile kombine edildiginde bu oranin %23'e ¢iktig
bildirilmektedir (Morant ve ark., 2000; Di Lorenzo ve ark., 2007). Benzer bir
calismada ise ileri evre prostat duktal adenokarsinomali hastalarin bir ilag olan
dosetaksele karsi cevap vermezken gemsitabin/sisplatin kombinasyonuna cevap
vermesinin diger bir tedavi secenegi oldugu belirtilmektedir (Kamiyama ve ark.,

2015).

Calismada DU145 (10uM) hiicre hattinda inkubasyon sonrasi CASP3 mRNA
diizeyi kontrolle karsilastirildiginda sisplatin hari¢ tiim uygulamalarda istatistik
olarak artig gosterirken en yiiksek artisin (18.22 kat) 72 saatlik uygulama ile
oxaliplatin + gemsitabin kombinasyonunda oldugu belirlendi (p<0.05). PC3 (17,5
uM) hiicre hattinda inkubasyon sonrast CASP3 mRNA ekspresyon diizeyi kontrolle
karsilagtirildiginda gemsitabin hari¢ tiim gruplardaki artis istatistik olarak anlamli
bulunurken, 72 saatlik uygulama ile oxaliplatin+ gemsitabin kombinasyonunda (8.45
kat) artis en yliksek bulundu (p<0.05). Bu sonuglara gore prostat kanser hiicrelerinde
gemsitabin + oxaliplatin kombinasyonunun sisplatin ile kombinasyonuna gore daha
CASP3 mRNA ekspresyonunu yiiksek diizeyde indiikledigi goriilmektedir.
Oxaliplatin acisindan karsilagtirildiginda ise her iki hiicre hattinda da tek basina ve
gemsitabin + oxaliplatin kombinasyonunun istatistiki olarak CASP3 mRNA
diizeylerini artirdig1 tespit edilmistir. Elde edilen bu sonuglar gemsitabin'in bir diger
platin temelli kemoterapdtik olan oxaliplatin ile kombinasyonunun giivenilirligi ve
tolere edilebilirliginin daha fazla oldugu bildirimleri ile uyumlu bulunmaktadir

(Santisteban ve ark., 2008, Li ve ark,. 2011, Lee ve ark., 2014).

Platin temelli kemoterapoétikler olan sisplatin ve oxaliplatinin birbirlerinin
tirevi olmasina karsin etkilerinin ayn1 olmadig1 ayrica g¢esitli kanser tiplerinde de

etkinliklerinin farkli oldugu ortaya konmustur (Marasco ve ark.2015). Genital
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kanserlerde sisplatine gore oxaliplatinin daha etkin, giivenilir ve diigiik norotoksik
profile sahip oldugu belirtilirken (Kolomeyevskaya Nonna ve ark., 2014), skuamoz
hiicre karsinomlarinda ise etkinliginin diisiik oldugu ve rutinde sisplatinin yerini
alamayacagi ifade edilmektedir (Fakhrian ve ark., 2014). Benzer bir ¢alismada ise
ileri evre mide kanserlerinde her iki ilacin da esit aktivite ve toleransa sahip oldugu

belirtilmektedir (Kim ve ark., 2013).

Caligmada DU145 hiicre hattinda inkubasyon sonras1t CASP8 mRNA diizeyi
kontrolle Kkarsilastirildiginda sadece oxaliplatin ile oxaliplatin + gemsitabin
kombinasyonunda anlamli artig bulundu (p<0.05). PC3 hiicre hattinda inkubasyon
sonrasi CASP8 mRNA ekspresyon diizeyi kontrolle karsilastirildiginda gemsitabin
hari¢ tlim gruplardaki artis istatistik olarak 6nemli bulunurken, oxaliplatindeki artis
orani ise (10.48 kat) en yiiksek deger bulundu (p<0.05). DU145 ve PC3 prostat
kanser hiicreleri her ne kadar androjen bagimsiz olsalar da farkli sinyal molekiilleri
aktiftir. Bu nedenle 6zellikle CASP8 mRNA diizeyini Sisplatin'in DU145 hattinda
etkilemezken PC3 hiicre hattinda istatistik olarak artirdigi goriilmektedir. Bu
sonuglar gostermektedir ki, yalnizca oxaliplatin her iki hiicre hattinda da CASP8

mRNA {izerinden dissal yolagi uyarabilmektedir.

Calismada DU145 hiicre hattinda inkubasyon sonrast  kontrolle
karsilastirildiginda CASP9 mRNA diizeyi tiim uygulamalarda istatistik olarak artig
gosterirken en yiliksek artisin (4.34 kat) 72 saatlik uygulama ile oxaliplatin +
gemsitabin kombinasyonunda oldugu belirlendi (p<0.05). PC3 hiicre hattinda ise
kontrolle karsilastirildiginda tiim gruplardaki artis istatistik olarak anlaml
bulunurken, sisplatin (3.89 kat) ve oxaliplatin + gemsitabin kombinasyonundaki (3.8
kat) artis en yiliksek bulundu (p<0.05). Bu verilere gore gemsitabin ve oksaliplatin
kombinasyonunun CASP9 iizerinden etkili olarak daha diisiik dozda sinerjistik etki
gosterdikleri sonucuna varilmaktadir. Ayrica her 3 ilag ve kombinasyonlarinin her iki

hiicre hattinda da CASP9 iizerinden i¢ yolagi uyarabildigi goriilmektedir.

CASP3, CASP8 ve CASP9 mRNA diizeylerine bakildiginda sisplatin igsel
yolak araciligiyla CASP3'ii aktive ettigi ve oxaliplatin ise etkisini CASP8 iizerinden

yani dissal yolak tizerinden apoptozu indiikledigi goriilmektedir. Bu bulgular



42

sisplatin ve oxaliplatinin hedef protein {izerinde farkli bolgelere baglanmak siiretiyle

aktivitelerini gosterdikleri ifadesi ile desteklenmektedir (Marasco ve ark. 2015).
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5. SONUC

Platin temelli kemoterap6tik olan sisplatin 6zellikle iirogenital kanserin de igerisinde
yer aldig1 ¢esitli solid tiimorlerin tedavisinde kullanilmaktadir. Ancak sisplatinin
ciddi yan etkileri bulundugundan bunun farkli tiirevlerinin kullanimi s6z konusu
olmaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda insan prostat kanser hiicre hatlar1 olan DU145
ve PC3 hiicrelerinde gemsitabinin tek basina ve platin temelli kemoterapoétikler olan
sisplatin ve oxaliplatin ile kombinasyonlarinin hiicre proliferasyonu ve apoptozis

tizerine olan etkilerinin belirlenmesi amagland.

Bu amagla prostat kanserli hiicre hatlarinda gemsitabin, sisplatin ve
oxaliplatinin tek baslarina ve gemstabin ile kombine edilmis dozlar1 zamana bagh
olarak belirlendi. Uygun doz ve zaman belirlendikten sonra apoptotik yolakta gorevli
olan kaspazlar; CASP3, CASP8 ve CASP9 genlerinin mRNA diizeyleri kontrol

hiicrelere gore kiyaslanda.

CASP3, CASP8 ve CASP9 genlerinin mRNA diizeylerinde ifadelenmesinde
sisplatinin igsel yolak (CASP9) araciligla CASP3’ii aktive ettigi ve apoptozu
indiikledigi, oxaliplatinin ise etkisini digsal yolak (CASP8) iizerinden gosterdigi
belirlendi. Bu sonuglara gére her ne kadar oxaliplatin sisplatinin tiirevi olsa da hedef

yolakta farkli proteinler lizerinden apoptozisi etkiledikleri goriilmektedir.

Sonug olarak ilk kez prostat kanseri hiicrelerinde sisplatin ve oksaliplatinin tek
baslara ve gemsitabin ile kombinasyonunun apoptoz iizerine etkisinin arastirildigi
bu caligmada, sisplatinin igsel yolak ile oxaliplatinin ise digsal yolak araciligiyla
apoptozu indiikledigi ve oksaliplatinin Sisplatine nazaran hem tek basina hem de
gemsitabin ile kombinasyonunun apoptozu daha yiiksek seviyede indiikledigi
belirlendi. Bunlara ilave olarak ciddi yan etkilerinden dolay1 prostat kanseri
tedavisinde kullanimi sinirlt olan sisplatinin yerine alternatif bir kemoterapotik ilag
olan oxaliplatinin ve bunun gemstabin ile kombinasyonlarinin tedavi amagh
uygulanmasima iliskin daha ileri diizey arastirmalara ihtiyag duyuldugu

goriilmektedir.
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OZET

GEMSITABIN UYGULANAN PROSTAT KANSERI HUCRE HATLARINDA
OXALIPLATIN VE SISPLATININ KEMOTERAPOTIK ETKILERININ
BELIRLENMESI

Urogenital kanserler icerisinde erkeklerde goriilme siklig1 agisindan ilk sirada
yer alan prostat kanseri, kanser iligkili 6liimler arasinda ikinci sirada yer almaktadir.
Mevcut arastirmalar, spesifik hasta popiilasyonlarinda ilave avantajlar saglamak i¢in
platin-temelli  kemoterapdtikler ile hedeflenmis tedavi kombinasyonlarina
odaklanmistir. Cerrahi veya radrasyonu takiben platin bazli kombinasyon

kemoterapisi kullanimi en fazla yarar1 saglamaktadir.

Bu ¢aligmanin amaci, platin temelli kemoterapotikler sisplatin ve oksaliplatin
ile Gemsitabinin tek basina ve kombine dozlarinin insan prostat kanserli hiicre hatlari
olan DU-145 ve PC3 iizerindeki hiicre proliferasyonu ve apoptotik yolaklar iizerine
etkilerini belirlenmektedir. Prostat kanserli hiicre hatlarinda bu ilaglarin tek baslarina
veya kombine dozlarinin, hiicrelerin canliligi tizerine olan etkileri WST-1 yontemiyle
ve CASP3, CASP8 ve CASP9 genlerinin mRNA diizeylerinde ifadelenme
degisiklikleri RT-PCR ile belirlenmistir.

Sonug olarak, igsel ve digsal yolakta gorev alan CASP8 ve CASP9 genlerinin
mRNA diizeyleri degerlendirildiginde Sisplatinin igsel yolaktan (CASP9) ve
oxaliplatinin ise digsal yolaktan (CASP8) apoptozu indiikledigi tespit edildi. Bu
gostermektedir ki; platin temelli kemoterapdtik olan oxaliplatin ve sisplatinin hedef
yolakta farkli proteinler {lizerinden etki etmektedir. Oxaliplatin tek basina veya
gemsitabin ile kombinasyonlarinin apoptotik yolakta sisplatinden daha etkin

oldugunu belirlendi.

Anahtar sozciik: Oxaliplatin, Sisplatin, Gemsitabin, Prostat kanseri, Kaspazlar
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SUMMARY

THE DETERMINATION OF CHEMOTHERAPEUTIC EFFECTS OF
OXALIPLATIN AND CiSPLATINE iN THE PROSTATE CANCER CELL
LINES ADMINISTERED GEMCITABINE

While prostate cancer takes first place in terms of prevalence among genitourinary
cancers in men, it is second among cancer related deaths. Current researches are
focused on combining targeted therapy with platinum-based chemotherapy for
achieve additional avantages for spesific patient populations. Use of platin-based
combination chemotherapy followed by surgical resection and/or radiation ensures

the most benefit terapy.

The aim of this study was to compare the effectiveness of platinum-based
chemotherapeutics Cisplatin and Oxaliplatin used single or combination doses with
Gemsitabine on apoptosis and cell proliferation of DU145 and PC3 human prostate
cancer cell lines. The effects of drugs alone or combinations on cell viability were
determined by WST-1 method. The mRNA expression levels of Caspase-3, Caspase-
8, Caspase-9 genes were analyzed by real time polymerase chain reaction (RT-PCR).

As a result, when evaluated the mRNA levels of Caspase-8 and Caspase-9
genes that play role intrinsic and extrinsic pathway, it was faund that Sisplatin
induced apoptosis by intrinsic pathway, and Cisplatin induced apoptosis by extrinsic
pathway. It is determined that, only Oxaliplatin or along with Gemsitabin

combinations are more effective on apoptotic pathway than Sisplatin.

Key Words: Oxaliplatin, Cisplatin, Gemsitabine, Prostate cancer, Caspases
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