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SIMGE VE KISALTMALAR

3-AP : Triapin

ABC : ATP-Binding Cassets
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APAF1 : Apoptotik proteaz aktivasyon faktorii 1
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CDK2 : Siklin bagimli kinaz 2

CDK4 : Siklin bagimli kinaz 4

CDKG6 : Siklin bagimli kinaz 6

CO2 : Karbondioksit

DISC : Death inducing signaling complex

DMSO : Dimetil siilfoksit
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: Vascular endotelial growth factor reseptor



GIRIS VE AMAC

Kanser, diinya ve Tiirkiye genelinde kalp ve damar hastaliklarindan sonra en sik
karsilasilan ikinci 6liim sebebidir. Prostat kanseri (PCa), erkeklerde akciger kanserinden sonra
oliim sebebi olarak ikinci sirada yer alir (1). Kanser hastalarinin tedavi segenekleri arasinda
cerrahi miidahale, kemoterapi, radyoterapi, immiinoterapi, hedefe yonelik tedavi ve kok hiicre
nakli gibi secenekler yer almaktadir. Giliniimiizde kanser tedavisinde en sik basvurulan
uygulama kemoterapidir. Bu tedavi yonteminde genel olarak kanser hiicreleri iizerinde toksik
etki gostererek apoptoz yolaklarini tetikleyici ilaglar kullanilmaktadir (2). Ancak kemoterapi
ajanlarina kars1 bazi hastalarda gelisebilen ilag direnci, hastanin yagsam siiresini kisaltmaktadir
(3). Gelisen ilag direncini ortadan kaldirmaya yonelik yeni tedavi stratejileri hasta sagkalim
stiresini uzatacagindan kanser tedavisinde Onemli bir c¢alisma alanimmi olusturmaktadir.
Kemoterapi siirecinin ardindan hastaligin siddetinin artarak ortaya ¢ikmasinda ila¢ direncinin
etkin bir rol aldig1 bilinmektedir (4).

Androjen baskilama tedavisi sonrasi gelisebilen Kastrasyon direngli prostat kanseri
(KDPK) hastalarinda ilk standart tedaviyi dosetaksel (Taxotere®) olusturur. Ancak, bu terapi
esnasinda ve sonrasinda hastalifin ilerleme gosterdigi vakalarda heniiz standart bir tedavi
bulunmamaktadir. Bu ¢alismada KDPK insan hiicre hattinda (PC3) dosetaksel ilacina karsi
direng gelistirilerek, ilag direngli hiicre modeli kullanildi. Tedavi amacgh olarak, bir
riboniikleotid rediiktaz (RNR) inhibitorii olan triapin (3-AP) ile endoplazmik retikulum (ER)
stresinin tetiklenmesi ve mitoksantron (Novantrone®) tedavisi ile hiicrelerin Slimii

amaclandi. Tedavi etkinliginde apoptoza yonelimin ve hiicre dongiisiiniin analizleri
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gerceklestirildi. Calismada katt tiimor ortamini in vitro kosullarda temsilen ii¢ boyutlu
(sferoid) hiicre kiiltiirii kullanildi. S6z konusu teknik, hiicre kiiltlirii temelli ¢alismalarda
basarili bir sekilde kullanilabilmekte ve kat1 tiimor, doku ortamini uygun bir sekilde
modelleme firsat1 saglamaktadir (5).

Triapin molekiiliiniin 6nceki g¢alismalarda kolon kanseri hiicrelerinde ER stresini
tetikledigi ve bunun sonucunda kanser hiicrelerinin sag kalimlarinin azalmasinda etkili oldugu
gosterilmistir (6). Endoplazmik retikulum, hiicrelerden dis ortama goénderilecek olan
proteinlerin sentezlenme, katlanma ve olgunlasma asamalarmin meydana geldigi yer
oldugundan hiicresel olaylarin kontroliindeki ileti mekanizmalarinin elemanlarinin sentezinde
onemli bir organeldir. Endoplazmik retikulumun protein katlama kapasitesinin bozulmasi
durumunda ER stresi gelisir ve katlanmamis protein yanit1 (Unfolded Protein Response-UPR)
uyarilir (7). Endoplazmik retikulum stresinin, UPR gibi hiicresel koruyucu mekanizmalarca,
istesinden gelinemedigi durumlarda ise hiicre i¢i apoptotik yolaklarin etkinlik kazandigi
onceki ¢aligmalarla gosterilmistir (8). Yapilan bu ¢alismada da 3-AP molekiiliiniin ilag direnci
kazanmig PCa hiicrelerinde ER stresini tetikleyerek kanser hiicrelerinin apoptoza gidisini
hizlandirmasi veya hiicre dongiisiiniin durdurulmasi hedeflenmistir.

Kemoterapiye karst direng gelismis kanser hiicrelerinde ilag etkinliginin artirilmasinin,
kanserli hastalarin kemoterapi siireglerine 6nemli katki saglamasi beklenmektedir. Bu yolla

PCa hastalariin sagkalim siirelerinin uzatilabilmesinin miimkiin olabilecegi diistiniilmektedir.



GENEL BiLGILER

PROSTAT DOKUSU

Idrar kanalmin iist boliimiinii olusturan iiretranin iizerini saran prostat dokusunun
(Sekil 1) drettigi prostat sivisi, ejekiilasyon sirasinda meniye karigarak spermlerin hareketli
kalmasindan sorumludur (9). Prostat sivisi fosfatazlar, prostaglandinler, prostat spesifik
antijen (PSA) ve diger bilesikler ile alkali pH’da olmasindan dolay1 vajinal salginin asidik
yapisina karsi spermler korunmus olur. Bdylece ovumun basarili bir sekilde doéllenmesi
saglanmaktadir. Prostat, tiiblilo-alveolar bezlerden bilesik tiibiilo-alveolar sinifina
girmektedir. Prostatin yapisindaki epitel doku kan ve hiicreler aras1 maddeden farkl 6zellikte
olan salgi maddesini iiretmek iizere farklilagmis olan bez epiteldir (10).

Prostat hiicreleri androjen reseptorii (AR) tasimaktadirlar. AR hiicre disindan
proliferasyonu tetikleyici iletileri almada gorevli bir almagtir. Primer tiimorlerde AR’nin
sentezinden sorumlu gen bdlgesinde mutasyon orani az iken metastatik timorlerde bu oran
¢ok fazladir. AR miktarinin artmasi, timor hiicrelerinde asir1 duyarliliga neden olmakta ve
androjenden bagimsiz olarak hiicre boliinmesi devam etmektedir. AR nin hormon baglanma
bolgesindeki mutasyonlar ise almagin 6zgiilliigilinii degistirerek hiicreyi androjenden bagimsiz

bir mekanizma ile ¢ogalmaya yonlendirmektedir (11).



Normal Prostat Biiylimiis Prostat

Sekil 1. Tiimor olusumu sonrasi prostat dokusunun karsilastirilmas (12).

PROSTAT KANSERINDE TANI

Prostat kanseri, gelismis tilke erkeklerinde en sik goriilen kanser ¢esidi olup kanser
kaynakli 6lim sebepleri i¢inde ikinci siradadir (1). Tiirkiye’de 6nemli kanserlerin goriilme
oranini belirlemek i¢in Saglik Bakanligi Kanserle Savas Dairesi kanser kayitlar1 toplanmakta
ve Cinsiyet, yerlesim ve niifus dikkate alinarak elde edilen verilere gore kanser goriilme sikligt
her yil artmaktadir (13). 2014 igin lilkemizde karsilasilan kanser vakalari arasinda yapilan
karsilagtirma sonucuna gore erkeklerde en ¢ok rastlanilan kanser tiirlerinin hiz ve oranlari

asagida gosterilmistir (Sekil 2 ve 3) (14):
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Sekil 2. Erkeklerde en sik karsilasilan kanserler (Tiirkiye Birlesik Veri Tabani, 2014)
(100 000 kiside).
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Sekil 3. Tiim yas gruplarindaki erkeklerde en sik karsilasilan bazi1 kanserlerin bu grup

icindeki yiizde dagihmlar: (Tiirkiye Birlesik Veri Tabam, 2014).



Erkeklerde en sik goriilen kanser tiirleri sirasiyla akciger, mide ve prostat kanseridir

(13). Prostat kanseri hastalarinin % 30’unda ileri evre hastalik mevcuttur (9). Prostat

kanserinin teshisinde kullanilan yontemler (15):

Elle muayene: Prostat rektal muayene ile yoklandiginda sert/kati bir diigiime
rastlanirsa kanserden siiphelenilir.

Kanda yiiksek PSA degeri: PSA, prostat bezinden salgilanan bir proteindir. Yiiksek
PSA degeri, prostat kanseri siiphesini akla getirir. 0-4 ng/ml araligi normal, 4-10
ng/ml araligi siipheli, 10 ng/ml ve iizeri ise yiiksek olarak degerlendirilir. PSA
degerinde artig saptanan veya parmakla prostat muayenesinde sertlik tespit edilen
hastalara biyopsi yapilir.

Prostattan parga almak (biyopsi): Uzman hekim, bir igne araciligiyla prostat bezinden
biyopsi 6rnekleri alir ve bu drnekler patologlor tarafindan incelenir.

Ultrason: Ultrasonografi yardimiyla prostat muayene edilir.

PROSTAT KANSERINDE TEDAVI

Prostat kanseri vakalarinda kural olarak ¢esitli tedavi yontemleri bulunmaktadir:
Gozlemleyerek beklemek: Hastadaki ve tiimordeki gelismeler uzman tarafindan belirli
araliklarla kontrol edilir. Bu tedavi yontemi, genellikle 75 yasindan biiyiik hastalara ve
tiimoriin agresif bir yayilma gostermedigi durumlarda uygulanir.

Ameliyat: Prostat bezi ve yakin ¢evresindeki lenf diiglimleri operasyonla alinir.
Perkutan radyoterapi: Prostat bezindeki kanser hiicreleri 1gin kullanilarak 6ldiriiliir.
Brakiterapi: Prostat bezi igerisine kiigiik radyoaktif tohumlar ekilerek ¢ok yakindan
1510 gonderilir.

Antihormon tedavisi: Testosteron, kanser hiicrelerinin gelismesini desteklediginden
ila¢ yardimiyla testosteronun etkileri zayiflatilir.

Kemoterapi: Kanserin sadece ileri evrelerinde kullanilmaktadir.

PROSTAT KANSERINDE KEMOTERAPI

Kotii huylu prostat kanserinde antihormon uygulamasi yoluyla kastrasyonlu androjen

baskilayic1 (ablasyon) tedavi klinikte ¢ok sik kullanilir (16). Ciinkii PCa hiicrelerinin

cogalmasi hormon bagimli halde ger¢eklesmektedir. Androjen varliginda s6z konusu kanser

hiicreleri ¢ogalmaya yonelmektedir (3). Ancak bu hastalarin yaklasik % 80’inde ortalama 2
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yil i¢inde niikks meydana gelmektedir. Androjen seviyesi biiyiik Olclide diisiiriilse de niiks
meydana gelebilir. Bu duruma kastrasyon direngli prostat kanseri (KDPK) denir (17).
Giiniimiizde KDPK durumunda kemoterapi uygulanir. Eskiden KDPK durumunda
mitoksantron temelli kemoterapiler sadece palyatif, yani semptomatik seviyede engelleme
amagl kullanilmaktaydi. Mitoksantron kemoterapotik ajani, deoksiriboniikleik asit (DNA)
replikasyonunu engeller. Bunu da DNA topoizomeraz II enzimi ile etkilesip onun islevini
durdurarak gergeklestirir (18). Bu tedavi ortalama 18-20 ay kadar bir sagkalim siiresi
olusturmaktadir. Giinimiizde de KDPK’li hastalarda taksol tiirevi kemoterapi ajanlari
(dosetaksel, kabazitaksel) uygulanmaya devam edilmektedir (19). Klinikte uygulanmakta olan
kemoterapi yontemi her giin uygulanan kortikosteroid ve bunun yaninda ii¢ haftada bir
uygulanan dosetaksele dayanir. Dosetaksel gibi taksol tiirevi ilaglar kanser hiicrelerinde
mikrotiibiil yapisim1 duragan hale getirerek mitoz bolinmeyi engeller (17). Rutin olarak
uygulanan kemoterapi siirecinde hasta bireylerdeki ilaca karst verilen cevapta degisiklik
meydana gelir. Tedavinin baslangicinda ilacin etkisi yiiksek iken, ilerleyen siiregte giderek
kaybolmaya yonelim gosterir. Ciinkii kanser hiicreleri, kullanilmakta olan ilaclar1 etkisiz kilip

onlarin toksik etkilerinden kurtulmak igin ¢esitli mekanizmalar gelistirmektedir (5).

PROSTAT KANSERINDE iLAC DIRENCi VE MEKANIZMALAR

Dosetaksel tedavisi sonrasinda hastaligi ilerleme gosteren KDPK’11 hastalarda prognoz
oldukca kotiidir ve ortalama sagkalim siiresi 6 ile 10 ay arasindadir. Boyle hastalarda
uygulanabilecek kemoterapi igerikleri dar bir yelpazeye sahiptir ve yeni ilaglarla
giiclendirilmelidir (17). Ilag¢ direncinin olusmasindan bir ¢ok etken sorumludur. Ancak en
biiyiik rol ATP (Adenozin Trifosfat-Binding Cassets, ABC) tasiyici proteinlerine aittir. ABC
tasiyict proteinleri hiicre zarinda bulunurlar ve hiicre i¢i ile dis1 arasinda madde taginmasinda
gorevlidirler (3). S6z konusu proteinler hiicre igine giren ilaci hiicre disina pompalayarak

uzaklastirmaktadir (20).



i
Sekil 4. ABC tasiyic1 proteinlerinin sematik yapisi. Alt1 gecisli zar-ici kisim helikslerden

olusan TMD bdélgesidir. Bu bolge tasima islevinden sorumludur. Heliks ve

tabaka yapisindaki diger kisim ise ATP baglayabilen NBD bolgesidir.

ABC tasiyict proteinlerinin yapist ortak bazi kisimlart barindirmaktadir. Bunlar iki
adet yiiksek oranda korunmus niikleotid baglayict bolge (NBD) ve iki adet zar-igi bolge
(TMD) olarak isimlendirilir (Sekil 4). Bu yap1 dort adet tek polipeptit elemanin NBD-TMD
seklindeki dimerlesmesi ile meydana gelmistir. TMD, tasima islemi ve substrat

ozgiilligiinden sorumluyken NBD, ATP baglama ve hidrolizinden sorumludur (40).

Tablo 1. fla¢ direncinde belirte¢ olarak kullanilmakta olan proteinler.

Sembol Fonksiyon

ABCG2 Hiicre disina ksenobiyotik atimi, ilag direnci
ABCC1 flac direnci

ABCC2 Organik anyon atim1

ABCC3 Ila¢ direnci

ABCC4 Prostoglandin ve steroidsulfat transportu
ABCC5 Niikleosid transportu

ABCC6 [lac direnci

ABCB1 Coklu ilag direnci




flag direnci, ABC tastyici proteinlerinin yiiksek diizeyde sentezlenmesiyle meydana
gelir (21). Klinikte gozlenen, kanserli hiicrelerde gelisen ilaca karsi direng durumu literatiirde
¢oklu ilag direnci (Multidrug Resistance-MDR) olarak adlandirilir (39). ABC tasiyici
proteinleri ilag direncinde belirteg olarak kullanilir (Tablo 1). MDR olarak tabir edilen durum
genellikle ABCB1 proteininden dolay1 gozlenmektedir (22).

Ilaglarm Hiicreye
s *  Alimimmim Azalmasi

ABC Tasiyict
Pompalan

flaglarm Hiicrede
Inaktivasyonu

Hiicre Dongtistindeki ™ cycle . °

Modifikasyonlar WNa .3 g ‘
)

Ila¢ Hedeflerindeki

Degisimler
=3 »o/

Apoptozun Inhibisyonu

Sekil 5. flac direnci olusumunda etkin olarak rol alan bashca mekanizmalar.

llag direncinden sorumlu diger etkenler ise kemoterapotik ajanlarm hiicre igine
alimmin azalmasi, ila¢ hedeflerindeki degisimler, hiicre dongiisiindeki modifikasyonlar,
ilaglarin hiicre i¢inde inaktivasyonu, apoptozun inhibisyonu (Sekil 5), anormal sfingolipid
metabolizmast (23), mikrotiibiil dinamiklerindeki degisimler, alfa ya da beta tubulin
seviyesindeki degisimler, beta tubulin tizerindeki mutasyonlar, mikrotiibil iligkili proteinlerin
anormal diizeyde sentezi ve androjen reseptor yolagindaki degisimlerdir (24).

Kemoterapi sirasinda uygulanmakta olan ilaglardaki molekiillerin  kanser
hiicrelerindeki derisimleri azalma gosterebilir. Bundan sorumlu olan yapilar ATP-bagimli akis

pompalart denilen tasiyici proteinlerdir. Bu proteinler de ABC tastyici proteinleri grubunun



bir {yesidir. Vinca alkoloidler, antrasiklinler, aktinomisin-D ve taksanlara karsi bu sekilde

direng gelismektedir (53).

Baz1 kanser ilaglarinin 0zgiil olarak bir takim onkoproteinlere baglanip onlarin
fonksiyonlarni1 engelleme yetenegine sahip olduklar1 bilinmektedir. Kanser hiicrelerinde
kemoterapi siiresince, ilag tasarlanirken hedef olarak segilen yapmin degisiklige
ugrayabilecegi gdzlenmistir (54). Bu duruma verilebilecek en uygun 6rneklerden birisi kronik
myeloid 16semi (KML) hastalarinda gozlenen BCR/ABL flizyon proteininde kemoterapi ile
birlikte meydana gelen mutasyonlardir (41). Bu mutasyonlar genellikle BCR/ABL fiizyon
proteinin ilag ile etkilesebilen aktif bolgesindeki aminoasitlerin kodlanmasindan sorumlu olan
BCR/ABL fiizyon genindeki tek niikleotid degisimlerinden kaynaklanir. T3151 mutasyonu en
sik rastlanilan mutasyondur. Bu mutasyon sonucunda fiizyon proteindeki 315. sirada bulunan
treonin aminosidi yerine izol6sin gecer ve KML hastalarinda kullanilan reseptor tirozin kinaz
inhibitorleri islev goremez duruma gelir. Bu hastalarda onceleri kullanilan imatinib, T315I
mutasyonu sonucunda islevsiz kaldigindan dolay: dasatinib gelistirilmistir (41).

Kanserlesmis hiicrelerin en karakteristik ozelliklerinden biri de kontrol edilemez
cogalma yetenekleridir. Bu durum hiicre dongiisiindeki aksakliklardan kaynaklanir. Hiicre
dogiistiniin kontrol edilemez olmasinin sebebi; interfazdaki G1, S ve G2 fazlar1 ile mitotik
evredeki islemlerin kontrollii bir sekilde yapilamamasidir. Ayrica DNA replikasyonundaki
dogrulugun taranip onarimin gergeklestigi hiicre dongiisii kontrol noktalarinin da saglikli islev
gorememesi de hiicre dongiistiniin kontrol edilmesini olanaksiz kilar. Kemoterapi esnasinda
hiicrelerin G2 evresinde tutuklu kalmalar1 sonucunda tedaviden kacginip ilaca karsi direng
gelistirebildikleri rapor edilmistir (55).

Antikanser islevine sahip ilaglarin kullanimi sirasinda hiicresel kompartmanlar ilag
direncinin gelisiminde 6nemli bir role sahiptir. Zardan gegemeyecek formiilasyondaki bir ilag
molekiilii endositoz yoluyla hiicre i¢ine alinir ve lizozomal bir vakuol olusturularak hiicre
icine aktarim  gerceklestirilir. Bu aktarim sirasinda  hiicresel yapilardaki  farkh
kompozisyonlardaki proteinler ve lipidler ile limenin sahip oldugu farkli pH degeri gibi
ozellikler, ilacin hiicre igindeki yerlesimini etkileyip onun hedefine ulagmasini etkileyebilir
(56).

Kemoterapi sirasinda kullanilan ilaglar glutatyon S-transferaz (GST) enzimi

araciligryla detoksifikasyon islemine maruz kalip etkilerini kaybedebilirler. GST, glutatyon
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(GSH) molekiiliinii kofaktér olarak kullanir. Siklofosfamid, doksorubusin, melfalan ve
kloroambusil gibi alkilleyici ajanlara karsi direng¢ gelistirmis hiicrelerde GSH seviyelerinin
cok yiiksek oldugu saptanmustir.

Kemoterapotik ajanlarin bir ¢ogunun apoptoza yonlendirme oOzelliginin oldugu
bilinmektedir. Apoptoz tetiklendiginde DNA fragmentasyonu, kromozom dekondenzasyonu,
niikleus ve hiicre zarmin biitiinligiiniin kaybolmasi gibi biyokimyasal ve morfolojik olaylar
gerceklesir. Antiapoptotik ve hiicrenin hayatta kalmasini saglayabilen 6zellikteki genlerin
ifadelerinin tetiklenmesi durumunda, kanserli hiicreler apoptozdan kurtulabilmektedir. Bu
duruma o6rnek olarak BCL-2 (B-cell lymphoma 2) gen ailesi gosterilebilir. BCL-2, kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasini tetikleyebilen ve apoptozun engellemesini saglayabilen bir onkogen
oldugu i¢in kanserli hiicrelerdeki ilag direnci iizerinde 6nemli bir role sahiptir. Bu gen ailesi
proapoptotik ozellikteki BAX, BID, BIM ve antiapoptotik o6zellikteki BCL-XL genlerini de
igerir. Apoptozun etkinlestirilmesi i¢in BCL-2 gen ifadesinin baskilanmasi gerekir. Bu amagla
hiicrenin bu gen ifadesini baskilayabilecek molekiiler mekanizmalar barindirdigi da tespit
edilmistir. 15-20 niikleotid uzunlugunda bulunan kisa riboniikleik asit (RNA) molekiilleri
olarak tespit edilen mikroRNA’lar (miRNA), genlerde ya da mesajct RNA (mRNA) iizerinde
tamamlayic1 olduklar1 bolgelere baglanip gen ifadesini baskilama yetenegine sahiptirler. Bu
sekilde miR-181 ve miR-497 molekiilleri de BCL-2 geninin ifadesini baskilayarak apoptozu
etkinlestirir (24).

Bir ¢ok calismanin sonucunda artan seramid seviyesi apoptoza yol acgarken sfingozin
1-fosfat (S1P) seviyesindeki artisin apoptozun engellenmesine yol agtigi gézlenmistir. Bu
durum da ilag direnci gelisimine sebep olmaktadir. Alfa ya da beta tubulin sentezindeki
degisimler, beta tubulin iizerindeki mutasyonlar ve mikrotiibiil iliskili proteinlerin anormal
derecede ifadesi hiicreye yiiksek derecede bdliinme yetenegi kazandirabilmektedir. Bu sayede
de tubulinler iizerinde etkili olabilen taksanlar sinifi bilesiklere kars1 direng gelisebilmesi s6z
konusudur (57).

Androjen reseptor yolagindaki degisimler de ilag direnci gelisiminde etkili olabilir.
Ciinkii androjene-duyarli prostat kanseri hiicreleri androjen yoklugunda tedavi edilebilirken,
androjen reseptor yolaginda meydana gelen degisimler bu kanser hiicrelerini androjen-
bagimsiz halde g¢ogalabilme yetenegine kavusturabilmektedir. Bu da kastrasyon direncini

ortaya ¢ikarmakta ve hormon bazli tedavilere kars1 direng gelisimine yol agmaktadir (24).
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Aragtirmacilar kanser hiicrelerinde meydana gelen ilag direncini zayiflatmak igin yeni
yontemler gelistirmektedirler. Bu yontemler, ilag direncinin altinda yatan mekanizmalar
ortadan kaldirarak etkisiz hale getirmeyi amacglamaktadir. Bunlara lapatinib kemoterapotik
ajaniin gelistirilmesi 6rnek verilebilir. Lapatanib, insan epidermal biiylime faktorii reseptorii
(EGFR) ile iliskili tirozin kinazlarin ATP-baglayan bolgesine baglanip etkinlik gosterir (25).
Bu 6zelliginden dolayi ilag direncinde gorevli olan ABC tasiyici proteinlerin inhibisyonunu
gerceklestirme yetenegine sahiptir. ilag direngli kanser hiicrelerini tedavi etmede lapatinib bir
¢ok calismada kullanilmistir (26). Reseptor tirozin kinaz (RTK) inhibitorii olarak kullanilan
bir diger kemoterapotik ajan ise gefitinibdir. Bu ajanin da ilag¢ diren¢li meme kanseri
hiicrelerinin tedavisinde kullanildig1 gosterilmistir (27). Baska bir ¢alismada da arastirmacilar
paklitaksel direnci gosteren prostat kanseri hiicrelerinin hiicre dongiisiindeki kontrol
mekanizmalarini ve mikrotiibiilleri hedefleyen baska bir taksan sinifi bilesik olan cabazitaksel

ile tedavi edilerek ilaca karsi hassasiyetin artirildigr gosterilmistir (24).

ENDOPLAZMIK RETIKULUM STRESI

Endoplazmik retikulum bir ¢ok fonksiyonunun yanisira, hiicrede sentezlenen
proteinlerin katlanmasi ve islevsel olmasini saglayacak olan {i¢ boyutlu yapisinin olusumunda
da rol alir. (5). Bu organel, protein sentezinde kalite kontrol bolgesi olarak da
degerlendirilmektedir (7). Yanlis katlanmaya wugrayan proteinlerin ER limeninde
birikiminden dolayr ER homeostazi bozulur ve ER stresi gelisir (5, 7). Bu birikim, hiicreler
tizerinde toksik etkiye neden olmakta ve hiicrelere zarar vermektedir. Bu zarar da kendisini
patofizyolojik anlamda metabolik ve nodrodejeneratif hastaliklar olarak gostermektedir.
Hiicreler kendilerini ER stresinden korumak amaciyla UPR yolagini aktive etmektedirler. Bu
sayede katlanmamis proteinlerin birikiminin azaltilmasi hedeflenmektedir (7). Eger yine de
homeostaz saglanamaz ise hiicre apoptotik yolaklara bagvurmak zorunda kalir (5).

ER stresinin temelini olusturan molekiiler mekanizmalar incelendiginde 78 kDa
agirh@inda glukoz-diizenleyici protein (GRP78), PRKR-benzeri ER kinaz (PERK), inozitol-
ihtiyagli enzim la (IREla) ve aktiflestirilmis transkripsiyon faktorii 6 (ATF6) proteinleri
goriilmektedir (5). GRP7S, proteinlerin dogru katlanmasini saglama yetenegi olan bir saperon
proteindir. Diger proteinler ise UPR yolagini etkinlestiren hiicresel elemanlardir (Sekil 6).
UPR yolagmin aktiflestirilmesi; translasyonun azalmasina, endoplazmik retikulumdaki

katlanmamis proteinlerin  birikiminin  6nlenmesine, ER saperonlarm1 ve protein
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katlanmasindan sorumlu enzimleri kodlayan genlerin translasyonunun artirilmasina hizmet
etmektedir. PERK molekiilii a Okaryotik baglama faktorii 2 (elF2a)’nin fosforilasyonunu
saglar ve translasyon yavaglar. S6z konusu molekiil, kinaz aktivitesi gosteren sitozolik
domainli tip I transmebran proteindir. UPR yolagiyla iliskili genlerin yiiksek ifadesi protein
translasyonunun azalmasina sebep olur (7).

Endoplazmik retikulum stresi gelistikten sonra GRP78, liimene katlanmaya yardime1
olmas: igin gonderilmektedir ve ardindan sitozolik bolgesinin trans otofosforilasyonu ve
dimerizasyonu iizerine PERK molekiilii aktiflesir. Aktif PERK’in elF2o’nin  51.
pozisyonundaki serini fosforillemesi sonucu olusan yeni elF2aq, translasyon siirecinde hiicre
icinde durdurma yetenegini barindirir hale gelmektedir. Ancak ATF4 gibi transkripsiyon
faktorii gorevi yliriiten mRNA’larin katildig: translasyon siirecleri devam ederek miktarlar
artis gostermektedir. Boylece PERK aktivasyonu ile ER stresine karsi hiicrenin protein ytikii

azaltilarak katlanmamis proteinlerin diizeltilmesi saglanir (5).

|eIF2 |L| elF2+P |
Translasyonel
Blok

Gen ekspresyonu Gen ekspresyonu Gen ekspresyonu
- Protein pargalanmasi - Saperonlar - Aminoasit tagmim ve
icin genler - XBP1 sentezi i¢in genler
- Saperonlar . CHOP - Strese yanit

- Redoks reaksiyonu
- CHOP

Sekil 6. UPR sinyal yolagimin sematik olarak gosterimi. XBP: X-bagh protein.
Transkripsiyon faktorii. CHOP: CCAAT/ artiric1 baglayabilen protein.
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ER fonksiyonunun incelendigi ¢aligmalar ER stresinin karsinogenez ile olan iligkisini
de ortaya koymaktadir. ER stresi sirasinda etkinlesen IRE1a-XBP1 yolagi, gesitli kanser
olusumlarinda 6nemli rol oynamaktadir (50). Sinyal artirici ve transkripsiyon aktivatorii-3
(STAT3) molekiilii normal hiicrelerde gecgici olarak aktiflesir. Ancak karsinogenez
olusumuyla ilgili olarak meydana gelen hiicre c¢ogalmasi, apoptozun engellenmesi ve
anjiyogenez gibi durumlarda STATS3 siirekli olarak etkinlik kazanir. STAT3 molekiiliiniin de
interlokin-6 (IL-6) tizerinde etkinlik saglayarak apoptoza karsi direng sagladigi gézlenmistir
(51).

KARSINOGENEZ

Kanser diinya genelinde ¢ok yaygin ve siddetli sekilde goézlenen hastaliklardan
birisidir. Istatistiksel veriler, diinya genelinde meydana gelen 6liimlerin % 20’sinden kanser
vakalarinin sorumlu oldugunu gostermektedir. Bundan dolay1 gelismis iilkeler biit¢elerinin %
10’unu kanser tedavisine ve yeni tedavi imkanlarinin gelistirilmesine ayirmaktadir. Normal
hiicrelerde cogalma ve hayatta kalim islevlerinin kontroliinde islev goren iletim yolaklarinin
isleyisini etkileyebilen onkojenik mutasyonlar stk olarak meydana gelmektedir. Iletim
yolaklarinda gerceklesen degisimler hiicrenin ¢ogalma ve yasama aktivitelerininin kontroliinii
engellemekte ve olusan onkojenik iletim timor gelisimi ile birlikte invazyon ve metastaz
stirecinde 6nemli rol almaktadir (28).

Protein kinazlar iletim sirasinda protein fosforilasyonu/aktivasyonu saglamakla
gorevli hiicresel molekiillerdir. Bu molekiiller zar yerlesimli ve sitoplazmik yerlesimli olmak
tizere ikiye ayrilir. Zar yerlesimli olanlar reseptor tirozin kinazlar olarak adlandirilirlar.
Reseptor tirozin kinazlarin sitoplazmik bolgelerinde aktivasyonu saglayan bir kisim vardir.
Burasi tirozin kinaz kismidir. S6z konusu bu almaclar biiyiime faktorleri ile baglandiktan
sonra aktif hale gecerler ve sitoplazmadaki hedef proteinler ile etkileserek sinyal iletimini
gerceklestirirler. Normal hiicrelerde sinyal iletimi tersinir 6zelliktedir ve RTK aracili iletim
kontrol altinda tutulur. Karsinogenez durumunda, siirekli ve kontrolsiiz RTK aktivitesi
meydana gelir. Protein kinazlar, KML hastaliginda meydana gelen 9 ve 22 numarali
kromozomlar arasindaki translokasyon gibi genomik degisimler, protein kinazlarin devamli
aktivasyonuna yol acan mutasyonlar ve protein kinazlarin asir1 sentezlenmesi olaylariyla
onkojenik transformasyona yol agabilirler. Prostat epitel hiicrelerinin kotii huylu tiimor

durumuna ilerlemesi, protoonkogenlerin aktivasyonuna ilave olarak tiimor supresor
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ozellikteki genlerin kaybi ile sonuglanan mutasyon ve delesyonlarin kombinasyonuyla da
meydana gelir (17).

Hiicresel iletim mekanizmalarinin prostat karsinogenezi siirecinde 6nemli rol oynadigi
tespit edilmistir. Androjen reseptorii (AR), vaskiiler endotelyal biiylime faktorii reseptorii
(VEGFR), endotelin A reseptorii (ETaR), fosfotidilinozitol-3-OH kinaz (PI13K), epidermal
biiylime faktorii reseptorii (EGFR) ve insiilin bitylime faktorii 1 reseptorii (IGF1R) s6z konusu
mekanizmalarda bulunan 6nemli elemanlardir. Ozellikle PI3K/Akt/mTOR yolag: prostat
kanserinde gelisim ve ilerlemede 6nemli bir role sahiptir. PI3K/Akt/mTOR yolag: siklikla
prostat kanser hiicrelerinde tiimor supresor protein olan PTEN’in seviyesinin azalmasiyla
aktiflesir. PTEN, PI3K/Akt yolaginda inhibisyon saglayabilme O6zelligine sahiptir. Kanser,
olusum bakimindan incelendiginde, hiicresel iletim mekanizmalarinda meydana gelen
degisimlerin etkili oldugu goriiliir. Bu mekanizmalar genellikle DNA tamir mekanizmalari,
hiicresel apoptoz yolaklari, hiicre farklilasmasit ve cogalmasini kontrol eden molekiiler
elemanlar gibi hiicresel dongiiyle yakin iligkili olusumlar ile ilgilidir. Normal sartlarda, DNA
tamir mekanizmalarinda hiicrenin onaramayacagi bir hata olustugunda hiicre apoptoz
yolaklarini etkinlestirerek cevresine zarar vermeyecek sekilde 6liime yonelir. Ancak apoptozu
yoneten yolaklarda meydana gelen onarilamayacak bir hata hiicrenin islevini dogru sekilde
stirdiiremeyip ¢evresine zarar olusturmasina sebep olur. Kanserlesme de temel olarak boyle
baslayarak ilerleyen siireclerde baska doku ve organlara go¢ etme gibi kanser hiicresi

ozelliklerini kazanir (29).

TRIAPIN

Triapin, riboniikleotid rediiktaz (RNR) inhibitorii olarak gorev yapar (30).
Riboniikleotid rediiktaz, DNA sentezi ve tamiri i¢in kullanilan deoksiriboniikleotid (dNDP)
molekiillerinin sentezini saglar (Sekil 7) (31). dNDP’ler, fosforillenerek deoksiniikleotid
trifosfat (ANTP) molekiillerini olustururlar. ANTP’ler, DNA sentezi sirasinda DNA polimeraz
enzimi tarafindan substrat olarak kullanilir (32). RNR, iki adet 90 kDa’lik regiilator gorevi
yapan RNR-R1 ve iki adet 45 kDa’lik katalizor gorevi yapan RNR-R2 (p53R2) (RNR-M1) alt

tinitelerinden olusur (33, 35).
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Sekil 7. Riboniikleotid rediiktaz enziminin gorevli ve iliskili oldugu yolaklarin sematik
olarak gosterimi. Niikleotid difosfat (NDP), riboniikleotid rediiktaz R1, R2 alt
iiniteleri, deoksiniikleotid monofosfat (dNMP), deoksiniikleotid difosfat
(dNDP), deoksiniikleotid trifosfat (ANTP), deoksiniikleotid (dN), timidin kinaz
1 (TK1) ve 2 (TK2), deoksisitidin kinaz (dCK), deoksiguanin kinaz (dGK),
sitozolik deoksiniikleotidaz (cdN), mitokondriyal deoksiniikleotidaz (mdN),
deoksiniikleotid tasiyic1 (DNC), esitleyici niikleosid tasiyict (ENT), timidin
fosforilaz (TP), piirin niikleosid fosforilaz (PNP), ve mitokondriyal DNA
(mtDNA).

Triapin, RNR’nin fonksiyonu {izerinde inhibisyon saglar. Boylece, 3-AP uygulanan
hiicreler DNA sentezi ve tamirinden sorumlu olan molekiiler mekanizmalar1 kontrol
edemezler (34). 3-AP, tiimdr olusumunu tetikleme 6zelligine sahip onkogenlerle etkilesebilen
RNR-R2 ile iliski kurarak RNR’nin inhibisyonunu gerceklestirir (35). 3-AP, demir iyonlarini
baglama ozelligine sahip bir indirgeyici molekiil oldugundan yapisinda demir bulunan
enzimlerle etkilesebilme ozelligi tasir (5). RNR-R2 hiicre ¢ogalmasi ile yakin iligkili
durumdadir (35). RNR’nin inhibisyonundan sonra DNA tamir ve sentezinde aksaklik olan
hiicre G1 evresinde tutuklu kalr (36). 3-AP, hiicre dongiisiinii durdurmanin yaninda metal
iyonlariyla etkilesebilmesinden dolay1 da ER ig¢i ile dis1 arasindaki iyon dengesini bozar (37).

Bunun sonucunda da ER stresi ile iligkili ii¢ temel yolak etkinlik kazanir (5). Bazi
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alismalarda, 3-AP’nin Fe™? ve Fe™ iceren kompleksler iizerinde indirgeme &zelligi
gostermesinden dolay1 O, varliginda reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu katalizledigi

gosterilmistir (38).

HUCRE DONGUSU VE DNA TAMIRI

Hiicrelerin sahip oldugu farklilasma ve ¢ogalma yetenekleri, hiicre boliinme siiregleri
ile yakin iliskili durumdadir. Ozellikle bir dokuda yerlesik hiicrelerin ¢ogalmalar1 mitoz
boliinmenin molekiiler diizeyde ¢ok siki bir sekilde kontrol edilmesiyle siirdiiriiliir. Mitotik
faz mitoz boliinme ve sitokinezi kapsar. Bu faz hiicre dongiisiiniin en kisa evresidir. Mitotik
hiicre boliinmesinden sonra ¢ok daha uzun bir evre olan interfaz gelir. Bu evre dongiiniin
yaklasik % 90°lik kismudir. Interfaz evresinde hiicre biiyiir ve genetik materyalini kopyalar.
Interfaz; G1, S ve G2 olarak adlandirilan evrelere ayrilmaktadir (Sekil 8). Bu evrelerde hiicre
proteinlerini ve sitoplazmik organellerini ¢ogaltarak biiylir. Yalnizca S evresinde genetik
materyal kopyalanirken G1  ve G2 evrelerinde protein sentezi ve hiicre biiylimesi

gerceklesmektedir. Ozellikle G1 evresinde hiicre replikasyonla iliskili olan proteinlerini iiretir

(42).

Mitoz Kontrol Noktast
G2 Kontrol Noktast
Kromozomlarin Mitotik Kutuplara
DNA Replikasyonunun Kontrolii Baglanmasmi Kontroli
DNA on Kromozomlarn Yeni Hiicrelere Dagilmasi
Mitoz Girisi /

Hiicre Dongiisii

G1 Kontrol Noktasi

DNA Sentezi igin Ortam Kosullannin Kontroli

S Fazina Giris

Sekil 8. Hiicre dongiisiinde interfaz (G1-S-G2) ve mitotik (M) evrenin sematik

olarak gosterimi.
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Hiicrenin boliinmeye hazirlik ve bdliinme asamalart 6zgiil molekiiler mekanizmalar
tarafindan titizlikle kontrol edilir. Bu amag¢ dogrultusunda mitoz boliinme 6ncesindeki G1, S
ve G2 evreleri ile mitoz (M) evresinde kontrol noktalar1 bulunur (43). Bu noktalarda hiicrenin
genetik materyalinin biitiinliigii ve replikasyon isleminin dogrulugu kontrol edilir. Genetik
materyalin hazir olmadigi durumlarda hiicre boliinmeye gitmemekte ve yerlesik oldugu
dokunun saghigi i¢in sahip oldugu apoptoz yolaklarini etkinlestirebilmektedir (44). Hiicre
dongiisiindeki kontrol noktalarindan en 6nemli olan1 G1 evresinde bulunur. Bu evrede hiicre
boliinme bakimindan duraklama ya da devam etme sinyalleri ile uyarilir. Duraklama sinyali
alan hiicre GO evresine gecerek hiicre dongiisiinii durdurur. Devam etme sinyali alan hiicre ise
diger kontrol noktalarindan da gegip dongiistinii tamamlar (42). Hiicre dongiisiinde {li¢ yerde
kontrol noktasi bulunur. Bunlardan ilki G1 evresinden S evresine ge¢is noktasinda bulunur ve
cevrenin uygunlugunun kontrol edilmesinden sorumludur. Yeterli besin ve 6zel iletim
molekiilleri mevcut oldugunda hiicre dongiisii ilerler. Eger hiicre dis1 kosullar uygun degilse,
hiicrelerin S evresine gegisi engellenir ve GO olarak bilinen 6zel dinlenme durumuna gegilir.
Sinir ve iskelet kasi hiicreleri dahil bir ¢ok hiicre organizmanin genomu boyunca GO0’da
kalabilmektedir. Ikinci kontrol noktast G2 evresinden M evresine geciste bulunmaktadir.
Burada DNA’nin replikasyonu kontrol edilmektedir. Hasarli DNA’nin onarilmasi saglanir.
Genom dogru bir sekilde replike olup hasarli kisimlar da onarildiktan sonra M evresine
gecilir. M evresinde bulunan ii¢lincii kontrol noktasinda ise duplike kromozomlarin mitotik 1g
igliklerine baglanarak metafaz plagi boyunca dogru bir sekilde dagitilip dagitilmadig: kontrol
edilir (46).

Hiicre dongiistiniin kontrolii siklin bagimli kinaz (CDK) adi verilen enzimler
araciligiyla gergeklestirilir. CDK2, CDK4 ve CDK6 baslica siklin bagimli kinazlardir (45).
Bu enzimler hedefledikleri proteinleri fosforilleyerek onlarin aktivitelerini diizenlerler.
Biiylimekte olan bir hiicrede, hiicre dongiisiinii yiiriiten kinazlar sabit bir konsantrasyonda
bulunmakla birlikte ¢ogu zaman inaktif durumdadir. Béyle bir kinaz aktivite kazanabilmesi
i¢in bir siklin molekiiliine ithtiya¢ duymaktadir. Siklin proteinine bu adin verilme nedeni hiicre
icindeki derisiminin donglisel olarak dalgalanma gostermesidir. Bu ihtiyagtan dolay1
kontrolden sorumlu proteinler CDK olarak adlandirilir (42).

Kanser olusumunda 6nemli etkenlerden biri de DNA tamir genlerinde meydana gelen
mutasyonlardir. Hiicre genomunda bir hasar tespit edildiginde hiicre dongiisii duraklar ve

DNA tamir mekanizmalarindan hasarin durumuna gore uygun olani devreye girer. DNA tamir
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genlerinde fonksiyonu engelleyici bir mutasyon oldugunda diger bolgelerdeki mutasyonlar
onarilamaz ve boylece mutasyonlar yeni hiicrelere aktarilir. Kadinlarda siklikla gbzlenen
meme kanserinin olusumunda BRCAL1 ve BRCA2 genlerinde meydana gelen mutasyonlarin

etkili oldugu saptanmustir (47).

APOPTOZ

Hiicresel gelisim, biliylime ve c¢ogalma kontrollii bir sekilde gerceklestirilmek
zorundadir. Bu siireglerin kontrol altinda islemedigi durumlarda doku ve organ ¢apinda
fizyoloji risk altina girer. Kontroliin kaybi ilerleyen zamanlarda organizma agisindan da risk
teskil edecektir. Bu kontrol apoptoz ve hiicre dongiisiiniin dengelenmesi ile saglanir (48).

Apoptoz, hiicre iginden (intrinsik, i¢sel) ve digindan (ekstrinsik, digsal) kaynakli
iletim mekanizmalar1 tarafindan yakindan kontrol edilir. Bu kontrol ayni1 zamanda hiicresel
homeostazinin korunmasini saglar. Apoptoz oraninin diisiik oldugu durumlarda kanser ve
otoimmiin gibi hastaliklar olusurken, yiiksek oranda ise akut ve dejeneratif bir ¢cok hastalik

meydana gelir (52).
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Sekil 9. icsel ve dissal apoptoz yolaklarinda kaspaz aktivasyonunun sematik olarak

gosterimi.
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DNA tamir mekanizmalari, DNA iizerinde meydana gelen hatalar1 diizeltmekle
gorevlidir. Bu hatalarin diizeltilemeyecek seviyede oldugu durumlarda hiicre, organizma igin
zararli bir durum olusturmamak amaciyla igsel apoptotik mekanizmalarin aktivasyonunu
tetikler. Icsel yolakta mitokondri etkin bir role sahiptir. BCL-2 protein ailesinin antiapoptotik
ozellikte olan tyeleri, BCL-2 ve BCL-XL, mitokondrinin dig zarina baglanarak islev
gormektedir. Ayni sekilde BCL-2 ailesinin proapoptotoik iiyeleri olan BAD ve BAX da
mitokondri zariyla dogrudan baglanti kurarak islev goriir. i¢sel yolak aktivite kazandiginda
mitokondriden sitokrom ¢ saliimi meydana gelir. Ardindan BCL-2 proteinin inaktivasyonu
ve kaspaz-9 aktivasyonu gergeklesir. Kaspaz-9’un ardindan gergeklesen kaspaz-3 aktivasyonu
ile birlikte apoptozom olusumu saglanir. Apoptozom, sitokrom ¢, APAF1 (Apoptotik proteaz
aktivasyon faktorii 1) proteini, ATP ve prokaspaz-9 igeren ¢ok proteinli bir yapidir.
Mitokondri ile uyarilan igsel apoptoz yolagi DNA hasar1 ya da dis kaynakli uyaranlarla
birlikte etkinlik kazanan en yaygin yolaktir (52). Bu durumun diginda da hiicre, komsu
hiicrelerin boliinmelerine ve bulundugu dokunun gelismesine imkan vermek i¢in de digsal
apoptotik mekanizmalarin aktivasyonunu tetikleyebilmektedir. Dissal yolakta hiicre zarinda
bulunan 6liim almaglarina ligandlar baglandiginda aktivasyon gergeklesir. Daha sonra kaspaz-
8 diger kaspazlari uyararak apoptoz indiiklenir (52). Digsal apoptotik mekanizmalardaki 6lim
reseptorleri, tasidigi toksisiteden dolay1 hiicreyi 6liime gotiirme 6zelligi tasiyan maddeler ile
de tetiklenebilmektedir. Kanser vakalarmin tedavisinde kullanilan kemoterapotik ajanlar
yardimiyla 6zellikle bu durum amacglanmaktadir. Kanser tedavilerinde apoptoz, otofaji ya da
hiicre dongiistinde durdurma gibi kanser hiicrelerinin komsu saglikli hiicrelere zarar vermeden
Oldiiriilebilecegi durumlar olusturulmak istenmektedir (49). Dissal ve igsel yolaklarin

nihayetinde kaspaz-3 aktivasyonu gergeklesir (Sekil 9).

Kaspazlar, ER ile iligkili olan sistein proteaz ailesinin iiyesidirler. Hiicrelerde
prokaspaz olarak adlandirilan inaktif bir proform yapida bulunurlar ve apoptotik yolaklarin
tetiklenmesiyle birlikte aktivite kazanirlar (7). Aktivite kazanimlar1 apoptoz sinyalinin
alinmasiyla birlikte diger kaspazlar tarafindan aspartik asit birimlerinden kesilerek meydana
gelir. Aktivasyon kazanan kaspazlar diger kaspazlara da aktivasyon kazandirarak islem silsile
halinde ilerleme gosterir. Kaspazlar 1°’den 13’e¢ kadar numara verilerek adlandirilmiglardir.
Kaspaz-2, 8 ve 10 bagslatic1 kaspaz olarak adlandirilirken 3, 6 ve 7 numarali kaspazlar ise

efektor kaspaz olarak adlandirilmaktadir. Hiicre apoptoz sinyali aldiginda baslatic1 kaspazlar,
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adaptor proteinler aracilifiyla tetiklenerek aktivite kazanirlar. Adaptoér proteinler baslatic
kaspazlarin birbirine yakinlasarak kiimelenmelerini saglamaktadir. Aktivasyon kazanan
kaspazlarin her birinin hedefli olarak enzimatik aktivitelerini gosterdikleri hiicresel elemanlar
farklidir. Baz1 kaspazlar (Kaspaz-1, 2, 3) lamin proteinlerini parcalarken bazilar1 (Kaspaz-3 ve
6) da hiicre iskeleti proteinlerine yonelir. Kaspazlar arasinda DNA sindirimini saglayan DNaz
enzimin serbest kalmasini saglayarak DNA parcalanmasini da uyarir. Kaspaz-12, ER stresiyle
indiiklenen apoptoz anahtar molekiilii olarak 6nem tasimakta olup ER stresi tarafindan
aktivite kazanabilmektedir. Kalsiyum tarafindan etkinlesen Sitoplazmik proteaz ozelligi
gosteren kalpainlerin sagladigi aktivasyondur. ER’de kaspaz-12 aktive olduktan sonra
prokaspaz-9 kesilerek aktivite kazanir ve kaspaz-9 islevsel hale geger. Kaspaz-9 da kaspaz-3
aktivasyonunu saglayarak apoptoz gergeklesir (7). Kaspaz-3 apoptoz sirasinda hiicresel
proteinlerin enzimatik parcalanmasinin yaninda DNA tamir mekanizmasini da inaktive
edebilmektedir. Bu durumu PARP (poly (ADP-riboz) polimeraz) enzimine baglanarak bu

enzimin kirtk DNA zincirlerini tamir etmesini engelleyerek gerceklestirmektedir (52).

Hiicresel 6liimiin programli olarak isleyebilmesi igin bircok molekiiler mekanizma
islev gormektedir. Bu amagla apoptozu tesvik edecek yonde davranan BAX, CASP3 (kaspaz-
3), CASP8 (kaspaz-8), APAF1, BAK, P53, BID ve CYCS (sitokrom c) gibi genlerinin yanisira
apoptozun engellenmesinde gorevli olan BCL-2, BCL-XL ve XIAP gibi genler de mevcuttur.
XIAP proteininin dahil oldugu IAP (inhibitor of apoptosis/apoptoz inhibitdrleri) proteinleri
bocekleri konak olarak kullanan viriislerde kesfedilmistir. Bocek hiicrelerinin viriislerle
enfekte olduklarinda igsel apoptotik yolaklari etkinlestirme durumlarina karsin viriisler
[AP’lar1 kullanarak konak hiicrelerin 6lmelerini engelledigini ve virlis replikasyonu igin
yeterli zamanin bdylece kazanildigi anlasilmistir (52). ER stresini kontrol altinda tutamayan
hiicreler de apoptozu tesvik edebilen genlerin ifadesini artirma egilimi gostermektedir. PERK,
ATF6 ve IREla molekiilleri sadece hayatta kalma islevleriyle ilgili olan yolaklar
tetiklemezler, ayni zamanda apoptoz mekanizmalarin1 da indiiklerler. Bu molekiiller
proapoptotik iletimleri tetiklemekle birlikte dogrudan hiicre 6liimiine yol agmazlar, CHOP ya
da c-jun NH2- terminal kinaz (JNK) gibi molekiillerin aktivasyonunu tetiklerler (7). ER stresi
sirasinda sentezlerinde artis gézlenen bir diger protein grubu 1s1 soku proteinleridir (HSP, heat
shock protein). HSP’ler ER stresi esnasinda hiicreyi stresten korumak amaciyla yliksek

miktarda sentezlenir. Bu proteinlerin ¢ogunun antiapoptotik 6zellikte oldugu tespit edilmistir.
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ER stresiyle indiiklenen apoptotik yolaklari transkripsiyon faktorleri (CHOP), BCL-2
ailesi tyeleri, kinazlar (JNK) ve kaspazlar olusturmaktadir. Sinyal iletiminde gorevli
proteinlerden olan JNK, ER stresinde apoptotik yolak kontrolii saglar. JNK gen ifadesini
diizenler ve strese karst yasam ve apoptoz arasindaki dengeyi korumaktadir. IREla,
XBP1’deki roliinden bagimsiz olarak JNK sinyal yolunu aktive ederek apoptozu indiikler.
Ayrica JNK, fosforilasyon yoluyla BCL-2 proteinlerini de kontrol etmektedir (7). BCL-2
tizerindeki kontrol, gen ifadesinin baskilanmasiyla gergeklesirken BAX gen ifadesini
artirmaktadir. JNK bulundugu yolakta aktivasyon kazandiktan sonra P53 stabilizasyonu
gerceklestirir ve BCL-2/BCL-XL fosforilasyonuyla antiapoptotik proteinlerin baskilanmasini
saglar. Bu baskilanmadan mitokondriden sitokrom c¢ salinimi indiiklenerek kaspaz-3
aktivasyonu gercgeklesir (52). Bu sekilde ER stresine kars1 hiicre mitokondri aracili olan igsel
apoptotik yolagi aktive etmis olur. Apoptozun baskilanmasinda goérev alan NF-kB proteini
JNK yolagmin da baskilanmasini saglamaktadir. NF-kB proteininin antiapoptotik etkisi TNFa
araciligiyla gerceklesir. TNFa, enflamasyon, immiinite, apoptoz ve farklilasmada 6nemli rol
istlenmenin yaninda NF-«B proteininin potansiyel indiikleyicisidir. NF-kB, bir transkripsiyon
faktoriidiir. Bu transkripsiyon faktoriine ihtiya¢ bulunmadigr durumlarda ya da aktivitesini
kontrol etmek amaciyla IxkB molekiilii bagl bulunur. Islevsellik kazanmasi igin bu molekiiliin

serbestlesmesi gerekir (Sekil 10).
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Sekil 10. TNFa ve NF-kB iliskisinin sematik gosterimi.

Apoptozda iletim mekanizmalari timor nekroz faktorii (TNF) siiper ailesindeki TNFR,
FAS ve TNFa gibi proteinlerin indiiklemesiyle tetiklenebilmektedir. TNFa ve FASL sinyal
yolaklari TNFR ve FAS araciligiyla hiicre i¢i iletim mekanizmalarini uyarirlar. TNFR ve FAS
almagclart ligand baglanmasiyla birlikte DISC (death inducing signaling complex, o6lim
indiikleyici sinyal kompleksi) adi verilen karmasik bir yap1 olustururlar. DISC, prokaspaz-8
diizeyinin korunmasii saglamaktadir. Prokaspaz-8 diizeyi arttig1 takdirde otokatalitik
aktivasyonla birlikte DISC’ten ayrilir ve hedefledigi kaspazlari aktive eder. Apoptoz
kontroliinde gorevli olan bir diger protein P53 tiimor baskilayici proteinidir. P53, hiicresel
stres sonucunda DNA onarilamayacak derecede hasarli durumda bulundugunda timor
olusumunu engellemek amaciyla apoptozu indiikler. Bunu BAX proapoptotik proteininin
sentezini tetikleyerek gergeklestirir. BAX aktivasyonu ile i¢sel apoptotik yolaga aktivasyon
kazandirirken FAS o6lim yolagimi aktive ederek de digsal apoptotik yolaga aktivasyon
kazandirir. Bunun yaninda hiicre dongiisiindeki kontrol noktalarinda DNA onarimini
saglayacak enzimlerin de indiiklenmesinden sorumludur. Hasar c¢ok yiiksekse hiicre

dongiisiinii G1 evresinde durdurur (52).
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GEREC VE YONTEMLER

HUCRE KULTURU VE ARASTIRMA GRUPLARI
Bu tez galismasinin kapsadigi tiim deneyler Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Temel
Tip Bilimleri Bolimii Tibbi Biyoloji Anabilim Dali biinyesindeki hiicre kiiltiirli, molekiiler

genetik ve goriintiileme laboratuvarlarinda gerceklestirildi.

Arastirmada insan prostat kanser hiicre hatlarindan kastrasyon direngli PC3 hiicreleri
(ATCC® CRL-1435™) kullanildi. Bu hiicreler uygun besiyeri ortaminda (DMEM/HAM'S F-
12, 50/50 MIX, 1X, MULTICELL) ve % 10 FBS (fotal sigir serum, FSS) ve % 1 antibiyotik
(100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin) (Gibco) bulunduran tam sivi besiyerinde 75
cm?lik steril polisitren hiicre kiiltiirii kaplarinda (SPL Life Sciences) cogaltilarak arastirmada
kullanildi. Bu hiicreler kiiltiir kab1 tabanina yapisarak (monolayer) 37 °C, % 5 CO, ve % 95
hava bulunduran steril inkiibatérde (Thermo Scientific, USA) ¢ogalan hiicrelerdir.

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda ilag direnci gelistirmek amaciyla dosetaksel (Cayman
Chemical), ER stresi olusturmak amaciyla triapin (3-AP) (Sigma-Aldrich) ve klinikte
kullanilmakta olan ve tedaviyi desteklemek amaciyla da mitoksantron (MTX) (Cayman
Chemical) kullanildi. Stok derisimler DMSO (dimetil siilfoksit, Merck) igerisinde hazirlandi.
Asil galisma derisimi iginde DMSO igeriginin % 0,1’den diisiik olacak sekilde uygulamalar
gercgeklestirildi. Stok derisimler 3-AP i¢in 100 mM, MTX i¢in 1 mM ve dosetaksel i¢in 10
uM olarak hazirlandi.

Pasajlama veya deneysel arastirmalarda kullanilan hiicreler tripan mavisi (Sigma-

Aldrich) kullanilarak boyanip hemositometrede ve invert mikroskop (Nikon Eclipse TS100,
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Japan) altinda sayilar1 belirlenerek kullanildi. Hiicre kiiltiirii deneylerinde her bir 6rnek igin

deneyler ii¢ tekrardan olustu. Elde edilen verilerde bir 6rnekligin saglanabilmesi i¢in hiicreler

18-25. pasajlarda kullanildi. Arastirmada olusturulan temel arastirma gruplar1i asagida

verildigi sekildedir:

Grup 1: PC3 Kontrol (ilag direngsiz PCa hiicreler)
Grup 2: PC3 + 3-AP

Grup 3: PC3 + MTX

Grup 4: PC3 + 3-AP + MTX

Grup 5: DR-PC3 Kontrol (ilag direngli PCa hiicreler)
Grup 6: DR-PC3 + 3-AP

Grup 7: DR-PC3 + MTX

Grup 8: DR-PC3 + 3-AP + MTX

HUCRE SAYIMI

Calismada kullanilan hiicrelerin sayiminda hemositometre adli lam kullanildi. Bu

islem sirasinda asagidaki basamaklar izlendi:

1.
2.

Kiiltiir kabindaki medyum (siv1 besiyeri) uzaklastirildi.

Kiltiir kab1 tabani bir miktar PBS (fosfat tampon c¢ozeltisi) (Sigma-Aldrich) ile
yikand1. T25 kiiltiir kab1 i¢in 1 ml, T75 kiiltiir kab1 i¢in 3 ml PBS yeterli oldu.

Kiiltiir kabi tripsinize (tripsin ile muamele) edildi. T25 kiiltiir kaplarina 1 ml, T75
kiiltiir kaplarma 3 ml tripsin (Gibco, Trypsin-EDTA (0.25 %), phenol red) uygulandi
ve 15 dakika (dk) siire ile 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Tripsinin proteaz aktivitesi
sayesinde hiicrelerin hiicre yiizey molekiilleri ile kiiltlir kab1 tabani arasindaki baglar
yok edilerek hiicreler serbestlestirildi.

Kiiltiir kabr icerisindeki tripsin ve hiicre siispansiyonu temiz bir falkon tiipe alindi.
150xg devirde 5 dk santrifiij (Centurion Scientific) yapildi. Boylece tripsin, hiicre
artiklar1 ve 6li hiicreler siipernatan kisimda kaldi. Pellet ise canli hiicrelerden olustu.
Stipernatan dokiildii. Pellet lizerine bir miktar medyum ilave edilip hiicreler pipetaj

yapilarak homojenizasyon saglandi.
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7. Hiicre siispansiyonundan ve tripan mavisinden esit hacimlerde (10 pl) alinarak hiicre

sayimi i¢in karigim hazirlandi.

8. Hemositometrenin hiicre sayim alanlarma lamel kapatilip lam-lamel arasina

mikropipet yardimiyla 10 pl karisim aktarildi.

9. Hemositometre lizerindeki 4 tane hiicre sayim alaninin ¢aprazlama 2’sindeki hiicreler
sayild1 ve 2’ye boliinerek ortalama (A) alindi. Bu formiilden 1 ml medyum igindeKi

hiicre sayis1 hesaplanmig oldu:

A X 10 000 X Sulandirma Faktorii = Toplam hiicre sayisi

ILAC DIRENCI GELISTIRME

PC3 hiicrelerinde artan dozlarda dosetaksel uygulamasi yapilarak ilag direnci
gelistirildi. Bunun i¢in Takeda ve arkadaslarinin kullandig1 yonteme bagl kalarak, hiicrelere 1
- 10 nM arasindaki diizeylerde artan dozlarda dosetaksel uyguland: (1). Ilag direnci
gelistirmede doz uygulamasi 48 saatlik periyotlarla gerceklestirildi. ilk basta 1 nM uygulama
yapildiktan sonra 48 saat 37 °C % 5 CO, kosullarinda inkiibasyon saglandi. Inkiibasyon
sonunda canli kalan hiicrelere ilagsiz taze besiyeri ile 24 saat yine ayni kosullarda inkiibasyon
uygulandi. Ardindan 2, 4, 6, 8 ve 10 nM dozlar 48 saatlik periyotlarla uygulanip her iki doz
arasinda 24 saat ilagsiz taze medyum kullanildi. Gelisen direnci devam ettirmek amaciyla 10
nM’lik uygulamadan sonra her pasajlamada 3 nM kimyasal ajan i¢eren medyum kullanild.
18. pasajdan sonra hiicre hattinin dosetaksele karsi diren¢ kazandigi tespit edildi. Direng
kazanan hiicreler pasajlanip ¢ogaltildiktan sonra ihtiya¢ duyuldugu zaman kullanilmak iizere

dondurularak muhafazaya alindi.

HUCRE DONDURMA VE COZME

Kullanilan hiicreler, yapilan ¢alismada duyulan ihtiyactan daha fazla sayida ¢cogaliyor
veya yapilan g¢alisma bitmis ya da ara verilecek ise uygun kosullarda dondurularak
saklanabilir. Hiicrelerin dondurulmasi, hiicreler yeniden c¢ozdiiriildiiglinde canliliklarmin
kaliteli diizeyde olabilmesi icin ¢ok dikkat edilmesi gereken bir islemdir. Bunun ig¢in

asagidaki basamaklar takip edildi:
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On Hazirhik

Dondurulacak hiicre miktarina goére % 5 DMSO igeren besiyeri hazirlandi ve 4 °C’ye
kaldirildi (Ornegin; 10 vial icin 15 ml) (2 x 10%/viyal hiicre konulacak sekilde).
Yikama islemi igin yeterli besiyeri 1sitild1 (10 ml/15 ml falkon tiip).

Hiicre Dondurma

Hiicre kiiltiir kabindaki besiyeri uzaklastirildi.

Kiiltiir kabinin taban alani bir miktar PBS ile yikandi ve tripsinize edildi.

Tripsin ile 10-15 dk muamele edilen hiicrelerin tizerine 1sitilmis besiyeri eklendi.

Kiiltiir kabindaki tripsin ve hiicre siispansiyonu temiz bir falkon tiipe alindu.

150xg devirde 5 dk santrifiij (Centurion Scientific) yapildi. Boylece tripsin, hiicre

artiklar1 ve 6li hiicreler siipernatan kisimda kaldi. Pellet ise canli hiicrelerden olustu.

Stipernatan dokiildii. Pelet iizerine vial basina 1,5 ml besiyeri ilave edilip hiicreler
pipetaj yapilarak homojenizasyon saglandi. Hiicre siispansiyonu ‘cryovial’ adi verilen
tiiplere konuldu (Hiicre siispansiyonunda 2x10° — 4x10° hiicre/ml olmasi, yeniden
¢oziildiigiinde hiicre canliliginin kaliteli olmasi agisindan Onemlidir). Hizlica
etiketlenip buzun iizerine alindu.

Hiicrelerin bulundugu tiipler dondurma kabina konulup —80 °C’de bir gece bekletildi.

Ertesi giin s1v1 azot tankina transfer edildi.

Hiicre Cozme

Siv1 azot tankinda muhafaza edilen hiicreler tanktan cikarildiktan sonra 37 °C’ye
1sitilmis olan su banyosuna transfer edilip burada ¢6ziinene kadar inkiibasyon yapildi.
Su banyosundaki inkiibasyon sonunda hiicreler 15 ml’lik bir falkon tiipte bir miktar
besiyeri ile siispansiyon yapildi.

150xg devirde 5 dk santrifiij yapilip olii hiicreler siipernatan ile birlikte uzaklastirildi.
Pelleti olusturan hiicreler bir miktar besiyeri ile muamele edilip hiicre kiiltiir kabina

aktarildi.
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UC BOYUTLU HUCRE KULTURU

Ilag direnci gelisiminden sonra direng kazanan hiicreler ile normal PC3 hiicreleri ile ii¢
boyutlu hiicre kiiltiirii hazirlandi. Bu ama¢ dogrultusunda 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarinin
(Nest Scientific) tabanlar1 hiicrelerin yapigmasini engellemek amaciyla % 1,5’luk agaroz
(Sigma-Aldrich) soliisyonu ile kaplandi (5). Bunun igin her kuyucuga 70 ul hacimde %
1,5’luk agaroz eklendi. Daha sonra her kuyucuga 2x10° adet hiicre olacak sekilde ekildi. Her
kuyucuk i¢in 100 upl besiyeri kullanildi. Hiicreler kiiltiir kabi tabanina yapisamayinca
birbirleriyle etkilesip sferoidal kiiresel yapilar olusturdu ve besiyerinde askida kalabilmesi
saglandi. Bu durum, calismamizi canli organizma kullanmadan doku ortamina benzer
kosullarda yiiriitebilmemizi sagladi. /n vivo modellerde kanserli dokularin i¢ kisimlarinda
bulunan hiicrelerde hipoksi kosullar1 egemen olmaktadir. Olusturulan {ic boyutlu hiicre
kiiltiirii ortam1 i¢ kisimdaki hiicreler iizerinde hipoksi kosullarim1 saglamada yardimci oldu
(5). 1lag direnci kazanmus hiicreler sferoid yapilarii olusturduklarinda 3-AP ve mitoksantron

(MTX) kombinasyon dozlari kullanilarak ¢aligmalar gergeklestirildi.

HUCRE SAGKALIM ANALIZLERi
Triapin ve mitoksantron uygulamalarinin hiicre canliligi iizerine olan etkileri MTT
(Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide, C18H17N5S) canlilik tayini (sagkalim, viyabilite)
yontemi ile test edildi. MTT adli molekiil, canli hiicrelerdeki mitokondri zarinda yerlesik olan
mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enzimine baglanarak formazan Kkristalleri meydana
getirdi. Kristallerin ¢ozdiiriilmesi ile ortaya ¢ikan absorbans derecesi ile canli hiicre miktari
dogru orant1 gostermektedir. Bu dogrultuda daha o6nce verilen deney gruplart halinde hiicreler,
96-kuyucuklu kiiltiir kaplarina 10%/kuyucuk olacak sekilde ekilerek 16 saat boyunca 37 °C %
5 CO, ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan 3-AP i¢in 0; 0,8; 1,6; 3,2; 6,25; 12.5;
25; 50 ve 100 uM, MTX i¢in O; 0,08; 0,15; 0,31; 0,61, 1,25; 2,5; 5 ve 10 uM dozlarda 24, 48
ve 72 saatlik inkiibasyonlar uygulandi. Inkiibasyon siireleri sonunda hiicre sagkalim oranlar
MTT kullanilarak ve asagidaki protokole bagli kalinarak spektrofotometrik yontemle
kantitatif olarak saptandi:
1. Kat1 haldeki toz MTT, 1 mg/ml PBS kullanilarak ¢6zdiirtildii. Kullanilincaya kadar
karanlik ortamda +4 °C’de muhafaza edildi.
2. 96-kuyucuklu kiiltiir kabindaki eski medyum uzaklastirildi ve yerine 100 pl yeni

medyum eklendi.
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3. 50 ul MTT her kuyucuga eklendi ve 3 saat 37 °C’de inkiibasyon yapildi. Daha sonra
MTT igeren medyum pipet yardimiyla uzaklastirildi. Yerine 200 pul DMSO ilave
edilereck MTT ve mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz enziminin olusturdugu
formazan kristalleri ¢ozdiirtildii.

4. 5 dk oda kosullarinda inkiibasyon saglandi. Ardindan absorbans okuyucu (Thermo
Scientific, microplate reader, Finland) 570 nm (nanometre) dalga boyunda absorbans

analizi yapildi.

GEN IFADESI ANALIZLERI

flag direncinin gelismis oldugunu gostermek ve ¢alismada kullanilan ajanlarin hiicre
ici molekiiler yolaklar {lizerinde nasil bir etki meydana getirdigini inceleyebilmek i¢in
molekiiler genetik yontemlerden yararlanildi. Bu amagla kullanilan hiicrelerden ilk asamada

total RNA izolasyonu gergeklestirildi. Bunun i¢in kullanilan protokol asagida verildi:

Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu islemi ticari kit (GeneJET RNA Purification Kit - Thermo
Fisher Scientific, Lithuania) ile gerceklestirildi. islem 6ncesinde % 2 merkaptoetanol (Sigma-
Aldrich) igeren lizis tamponu (1000 pl LB + 20 ul merkaptoetanol) ve % 70 etil alkol (Sigma-
Aldrich) hazirlandi.

1. Kiiltir kaplarindan besiyeri uzaklastirildi ve inkiibasyon sonunda hiicreler 2 defa
soguk PBS ile yikand1 (T75 kiiltiir kabi i¢in 6 ml PBS, T25 kiiltiir kabi i¢in 2 ml PBS).
Daha sonra her bir T25 kiiltir kabina 600 pl lizis tamponu eklendi. 15 dk oda
sicakliginda bekletildi.

2. Kiiltiir kabindaki homojenat 1,5 ml’lik steril bir mikrosantrifiij tiipiine alinip
12.000Xg’de 4 °C’de 2 dk yiiksek devirli ve sogutmali santrifiij cihazi (Heraeus)
kullanilarak santrifiij yapildi.

3. Hiicre artiklar1 pellette toplanirken hiicre igerigi siipernatanta kaldi. Siipernatan 1,5
ml’lik steril bir mikrosantrifiij tiipiine alindi.

4. Siipernatan {izerine esit hacimde % 70 etil alkol eklenip hemen vorteks (ISOLAB)

kullanilarak karistirildi.
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5. Karisim spin kolona 700’er ul halinde 2 kerede aktarildi. Her bir aktarimda
12.000Xg’de 4 °C’de 1 dk santrifiij yapildi ve toplama tiipiine gegen kisim her
seferinde uzaklastirildi.

6. Ardindan spin kolona 700 pul yikama tamponu 1 konuldu. 12.000Xg’de 4 °C’de 1 dk
santrifiij yapildi. Toplama tiiptindeki kisim uzaklastirilda.

7. Spin kolona 500 pl yikama tamponu 2 konuldu. 12.000Xg’de 4 °C’de 1 dk santrifiij
yapildi. Toplama tiipiindeki kisim uzaklastirildi.

8. Spin kolona 500 pl yikama tamponu 2 konuldu. 12.000Xg’de 4 °C’de 2 dk santrifiij
yapildi. Toplama tiipii atild1.

9. Daha sonra spin kolon, 1,5 ml’lik steril bir mikrosantrifiij tiipiin icine yerlestirildi ve
kolonu yikamak amaciyla 50 pl niikkleaz igermeyen su kolonun tam ortasina pipetlendi.
Ardindan 12.000Xg’de 4 °C’de 1 dk santrifiij yapildi.

10. Alt kistmdaki 1,5 ml’lik steril bir mikrosantrifiij tiiptin iginde 50 pl RNA karisimi
bulunmaktadir.

Elde edilen RNA ornekleri uzun siireli muhafaza amaciyla derin dondurucuda
(Thermo Scientific) -80 °C’de saklandi. Izolasyon sonucunda elde edilen RNA &rnekleri ile

asagidaki protokol kullanilarak tamamlayict DNA (cDNA) sentezi gerceklestirildi:

cDNA Sentezi ve RT-gPCR Analizi

Inkiibasyonlar ~ sonrasi elde edilen RNA  &rneklerinin  konsantrasyonlari
spektrofotometrik okuyucu (Optizen Nano Q Micro Volume Photometer) kullanilarak 6lgiildii
ve sentez reaksiyonunda her bir 6rnek i¢in 1 000 ng (nanogram) RNA kullanilacak sekilde
ayarlama yapildi. Reaksiyon ticari kit (High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit -
Applied Biosystems) kullanilarak olusturuldu. cDNA sentez reaksiyonu; 10X RT tamponu
(2,0 ul), 25X ANTP karisimi (0,8 ul), 10X RT random primerler (2,0 ul), revers transkriptaz
(1,0 ul), nikleaz igermeyen su (4,2 pl) ve bir 6rneklik cDNA sentez karisimi 10,0 pl
seklindedir. Reaksiyon karigimi ise (herbir 6rnek igin): RNA (1000 ng olacak), su ve karigim
icin toplam 20 pl olarak hazirlandi. Hazirlanan reaksiyon karigimlari polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) cihazinda gergeklestirildi (ProFlex PCR System). 25 °C’de 10 dk, 37 °C’de
120 dk ve 85 °C’de 5 dk olacak sekilde reaksiyon protokolii uygulandi. Sentezlenen cDNA
molekiilleri kalip olarak kullanilip analiz edilmesi istenen genler i¢in 6zgiil primerler (Tablo

2) yardimiyla gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Real Time PCR) olusturuldu. Bu
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reaksiyon RT-gPCR i¢in uygun cihazda gerceklestirildi (Applied Biosystems, StepOnePlus
Real Time PCR System). 95 °C 5 dk (ilk denatiirasyon), 95 °C 15 saniye, 60 °C 40 saniye, 70
°C 45 saniye (40 dongii) olacak sekilde reaksiyon protokolii uygulandi. Boylece mRNA
seviyesi analiz edilerek ila¢ direnci, apoptoz, hiicre dongiisiinde duraklama ve ER stresiyle
iliskili genlerin mRNA diizeyindeki ifade seviyeleri analiz edildi. Ila¢ direnci gdstermeyen

hiicrelerle de bu analizler yapilip direncli hiicrelerin farki gosterildi.

Tablo 2. RT-gPCR analizinde arastirilan genler

Gen Primer Gen Primer
GAPDH F:5’-TTGGTATCGTGGAAGGACTCA-3’ BID F: 5’>-CCTACCCTAGAGACATGGAGAAG-3’

R: 5’-TGTCATCATATTTGGCAGGTTT-3’ R: 5’>-TTTCTGGCTAAGCTCCTCACG-3’
ABCG2 F: 5’-TGACGGTGAGAGAAAACTTAC-3’ BCL-XL F: 5>-GTAAACTGGGGTCGCATTGT-3’

R:5-TGCCACTTTATCCAGACCT-3’ R: 5>-TGGATCCAAGGCTCTAGGTG-3’
ABCB1 F: 5’-GGCAAAGAAATAAAGCGACTGAA-3’ P21 F: 5°-GGCGTTTGGAGTGGTAGAAA-3’

R: 5’-GGCTGTTGTCTCCATAGGCAAT-3’ R: 5’-GACTCTCAGGGTCGAAAACG-3’
ABCC1 F: 5>-CTACCTCCTGTGGCTGAATCTG-3” TNFA F: 5’-CCATGTTGTAGCAAACCCTCAAGCTG-3”

R: 5>-CATCAGCTTGATCCGATTGTCT-3’ R: 5°-AGACTCGGCAAAGTCGAGATAGTCGG-3’
EIF2AK3 F: 5’-GAACCAGACGATGAGACAGAG-3’ FAS F: 5’>-CAAGGGATTGGAATTGAGGA-3’

R: 5’-GGATGACACCAAGGAACCG-3’ R: 5’-TGGAAGAAAAATGGGCTTTG-3’
ERN1 F: 5>-TGCTTAAGGACATGGCTACCATCA-3>  FASL F: 5>-TGGGGATGTTTCAGCTCTTC-3”

R: 5’-CTGGAACTGCTGGTGCTGGA-3’ R: 5°-CAGAGGCATGGACCTTGAGT-3’
RNRM1 F: 5’>-GAGGAATTGGTGTTGCTGTG-3’ P53 F: 5>-CACGAGCGCTGCTCAGATAGC-3’

R: 5’-ACTCTCAGCATCGGTACAAGG-3’ R: 5’-ACAGGCACAAACACGCACAAA-3’
BAX F: 5>-TTCATCCAGGATCGAGCAGA-3’ P27 F: 5’>-CCGGCTAACTCTGAGGACAC-3’

R: 5>-GCAAAGTAGAAGGCAACG-3’ R: 5’-TGGATCCAAGGCTCTAGGTG-3’
APAF1 F: 5>-GATATGGAATGTCTCAGATGGCC-3’ CDK2 F: 5>-GTACCTCCCCTGGATGAAGAT-3’

R: 5’-GGTCTGTGAGGACTCCCCA-3’ R: 5’-CGAAATCCGCTTGTTAGGGTC-3’
CASP3 F: 5’>-GGTATTGAGACAGACAGTGG-3’ CDK4 F: 5°-CTGGTGTTTGAGCATGTAGACC-3’

R: 5>-CATGGGATCTGTTTCTTTGC-3’ R: 5’-GATCCTTGATCGTTTCGGCTG-3’
BCL-2 F: 5’-ATGTGTGTGGAGAGCGTCAA-3’ CDK6 F: 5’-AGACCCAAGAAGCAGTGTGG-3’

R: 5’-ACAGTTCCACAAAGGCATCC-3’ R: 5’-AAGGAGCAAGAGCATTCAGC-3’
CASP8 F:5’-CTGCTGGGGATGGCCACTGTG-3’ CYCLIND1  F:5-CGTCCATGCGGAAGATC -3’

R: 5>-TCGCCTCGAGGACATCGCTCTC-3’ R: 5’-CAGAGGGCAACGAAGGT-3’
BAK F: 5’>-TTTTCCGCAGCTACGTTTTT-3’ CYCLINE1  F:5-TGAAGAAATGGCCAAAATCGA-3’

R: 5’-TGGTGGCAATCTTGGTGAAGT-3’ R: 5°-ATTGTCCCAAGGCTGGCTC-3”

Sitokromc  F: 5>-AGTGGCTAGAGTGGTCATTCATTTACA-3’
R: 5>-TCATGATCTGAATTCTGGTGTATGAGA-3’

F: ileri pirmer dizisi

R: Geri primer dizisi

HUCRE APOPTOZ ORANI ANALIZi
Deney gruplarina uygulanan ajanlarin apoptotik yolaklar1 tetikleme yetenegini

belirlemek amaciyla goriintiileme temelli sitometre tekniginin kullanildign TALI analizi
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yapildi. Analiz yapilirken ticari kit (Tali® Cell Cycle Kit — Molecular Probes) ve goriintiileme
cihazi (Tali® Image-Based Cytometer - Ref. T10796 / Invitrogen) kullanildi. Bu analiz, hiicre
canliligimin ve apoptotoik hiicre miktarinin; canli ve apoptotik hiicrelere 6zgii boyalarla
boyanmasiyla belirlendigi bir yontemle yapildi. Annexin canli hiicre zarlarina fosfolipid
baglar1 ile baglanan protein yapida bir bilesiktir. Propidium iodid ise canli hiicrelere
gecemeyen ancak Olii hiicrelere girip niikleik asitlere baglanarak floresan 1s1ma yaymalarini
saglayan bir boyadir. Analiz asagidaki protokole goére yapildi:

1. Annexin tamponunun hazirlanmasi: Ticari kit i¢indeki 5X stok halde bulunan
annexin tamponu 1X olacak sekilde sulandirilarak karanlik ortamda ve 4 °C’de
muhafaza edildi.

2. Kiiltiir ortamindaki hiicreler tripsin ile muamele edilerek 750Xg’de 1 dk santrifiij
yapildi. Gerekli durumlarda tripsin ile muamele 6ncesinde besiyeri de muhafaza
edilerek TALI analizi besiyeri igin de gergeklestirilebilir. Bunun nedeni
besiyerinde bulunan 6lii hiicrelerin de analizine bagvurmaktir.

3. Siipernatan tamamen uzaklastirildi ve her 5x10° hiicre i¢in 100-300 ul kadar
annexin tamponu ilave edildi.

4. Her 100 pl 6rnek i¢in 5 pl Annexin V Alexa Flour 488 maddesi ilave edilip
karistirildi.

5. 20 dk oda kosullarinda ve karanlikta inkiibasyon saglandi.

6. Hiicreler 750Xg’de 1 dk santrifiij yapilarak siipernatan tamamen uzaklastirildi.
Pellet 100 pul annexin tamponu igerisinde siispansiyon hale getirildi.

7. Her 100 pl 6rnek icin 1 pl propidium iodide ilave edilip ve karistirildi.

8. TALI goriintiileme lamma 20-25 pl hacimde &rnek koyulup 1-5 dk sonra cihaz
(Tali® Image-Based Cytometer) yardimiyla goriintiileme islemi gergeklestirildi.

HUCRE DONGUSU ANALIZI

Hiicresel DNA iceriginin analizi, hiicre dongiisii evrelerinin saptanmasinda yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir. Hiicre dongiisii boyunca DNA miktar1 replikasyondan dolay1
ikiye katlanir. Bu katlanma izlenebilir ve hiicre dongiisiinii belirlemek i¢in kullanilabilir. G1
evresindeki hiicreler bir ¢ift kromozom grubuna sahiptir. S faz1 boyunca hiicresel DNA
replikasyona ugrar, boylece DNA miktar1 G1'deki miktarin bir ile iki kati1 arasinda saptanir.

G2/M fazindaki hiicrelerdeki durum ise Gl'deki hiicrelere kiyasla iki kati DNA miktar
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bulunmasidir. Bdylece, hiicrelerdeki DNA miktar1 hiicrelerin dongiiniin hangi evresinde
bulundugunu dogrudan yansitir. Propidyum iyodiir, RNaz A, Triton® X-100 ve Tali® Image-
Based Cytometer ticari kitin i¢inde bulunmaktadir.

Analiz 10° — 5x10° hiicre/ml olacak sekilde hiicre stispansiyonunda kullanilabilir.
PBS, soguk durumdaki % 70 etanol ve Tali® Hiicresel Analiz Slaytlari1 (Kat Kodlart T10794,
T10795) kullanildu.

1. Hiicreler 500Xg'de 5 dk boyunca santrifiij edildi. Stipernatan uzaklastirildi ve pelet
PBS yardimuiyla tekrar siispansiyon hale getirildi.

2. Hiicreler 500Xg'de 5 dk santrifiij edildi ve tlipler buz iizerine alindu.

3. PBS uzaklastirilip soguk durumdaki % 70 etil alkolde tekrar siispanse edildi. islem
vorteks esliginde gergeklestirildi. Ardindan -20 °C'de bir gece boyunca hiicreler
inkiibe edildi.

4. Ertesi giin hiicre siispansiyonu boyama ve analiz i¢in 4 °C'de 5 dk 1.000Xg'de
santrifiij edildi. Etanol uzaklastirilip pelet 1 ml PBS icinde siispanse edildi.

5. Hiicre siispansiyonu 500Xg'de 10 dk 4 °C'de santrifiij edildi. PBS uzaklastirild1 ve
hiicreler, 200 pl Tali® hiicre dongiisii ¢ozeltisi (Tali® Cell Cycle Solution) ile
stispanse edildi.

6. Karanlik ortamda hiicreler oda sicakliginda 30 dk inkiibe edildi.

7. Hiicre dongiisii analizinden 6nce vorteks yardimiyla hiicreler tekrar siispansiyon haline

getirildi cihaz yardimiyla (Tali® Image-Based Cytometer) goriintiileme yapildi.

PROTEIN DUZEYI ANALIZI

PC3 ve DR-PC3 hiicre hatlarinda 3-AP uygulamasinin gen ifadesi iizerine olan etkisi
protein diizeyinde de arastirildi. Bu amag¢ dogrultusunda JNK (p-JNK (14.Thr 183/Tyr 185):
sc-293136 Santa Cruz Biotechnology, INC.), NF-kB (Niiklear Faktér Kappa B) (NFkB
p105/p50 Antibody (2J10D7) NB100-56583 novushio), IREla (IRE1 alpha [p Ser724]
Antibody NB100-2323 novusbio), ABCG2 (ABCG2/CD338 Antibody (3G8) NBP2-22124
novushio) ve ACTB (B-aktin) (beta-Actin Antibody NB600-503 novushio) proteinlerine 6zgiil
antikorlar kullanildi. Protein diizeyi analizi yapmak amaciyla western blotting teknigi ticari
kit (Invitrogen) yardimiyla kullanildi. Western blotting, protein diizeyi analiz etmek amaciyla

kullanilan bir molekiiler biyoloji teknigidir. Teknik uygulanirken su basamaklar takip edildi:
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Protein ekstraksiyonu ve protein miktarmnin belirlenmesi
Reaksiyon karisimi hazirlama ve protein denatiirasyonu
Proteinlerin jele yiiklenmesi

Jel elektroforezi

Jelden membrana aktarim

Bloklama

Primer antikor baglanmas1 ve yikama

Sekonder antikor baglanmasi ve yikama

Kemiliiminesans baglanmasi ve goriintiileme

. Analiz

Protein Ekstraksiyonu

Protein ekstraksiyonu islemi asagidaki protokole uygun olarak yapildi:

Yiiksek devirli sogutmali santrifiij 4 °C’ye ayarlandi.

Inkiibasyon sonunda hiicreler 2 defa soguk PBS ile yikand1 (T75 kiiltiir kabr igin 6 ml
PBS, T25 kiiltiir kab1 i¢in 2 ml PBS).

RIPA tamponuna (her 1 ml RIPA igin) 10 pul PMSF, 10 pl sodyum ortovanat ve 10-20
ul PIC (proteaz inhibitor kokteyli) eklendi.

T75 kiiltiir kabina 1000 pl, T25 kiiltir kabina 400 pl RIPA tamponu eklendi.

15 dk soguk ortamda bekletildi (buz tizerinde veya 4 °C’de).

Daha sonra kiiltiir kabindaki homojenat mikrosantrifiij tiiplerine alindu.

12.000Xg’de 4 °C’de 10 dk santrifiij yapild:.

Siipernatanlar yeni mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi.

Protein konsantrasyonlar1 spektrofotometrik olarak analiz edildi.

. Yeterli protein bulunmasi halinde her bir 6rnek ikiser adet mikrosantrifiij tiipiine

boliindii.
Kisa siireli depolama igin 6rnek 4 °C’de, uzun siireli depolama i¢in ise -80 °C’de

muhafaza edildi.

34



Reaksiyon Karisimn Hazirlama ve Protein Denatiirasyonu

Protein denatiirasyonu icin asagida belirtilen oranlarda bilesenleri igeren reaksiyon
karisimi hazirlandi: 6,5 pl 6rnek i¢in (protein (125 pg olacak sekilde esitlendi.)+ su); 2,5 ul
LDL Sample Buffer (4X) NuPAGE (seyreltme yok) ve 1 ul SRA (Sample reducing Agent)
(10X) Bolt TM (seyreltme yok) kullanilarak 10 pl reaksiyon karisimi hazirlandi.

Hazirlanan numuneler PCR cihazinda 95 °C’de 5 dk denatiire edildi. Bu asamada
katlanmis haldeki protein zincirleri arasindaki baglar kirilarak proteinler diiz zincirli forma
dontistic ve bu durum jelde hizhi yiirimeyi sagladi. Denatiirasyondan sonra 6rnekler soguk

blok iizerine alind1 ve bir siire sogumalari igin beklendi.

Proteinlerin Jele Yiiklenmesi

Proteinlerin jele yiliklenmesi ve gerekli tamponlarin hazirlanmasi asagidaki gibi
gerceklestirildi: MES SDS Running bafir (20X) ¢ozeltisi 1X’e seyreltildi. 1000 ml tampon
tank i¢in yeterli oldu.

950 ml deiyonize su + 50 ml (20X) yiiriitme tamponu=1X SDS yiirlitme tamponu
(1000 ml)

- Elektroforez tankinin i¢ine running bafir ( Tris-Glisin- SDS ) dolduruldu.

- Jel paketten ¢ikarilip jel kasetinin altindaki bant ¢ikarildi.

- Taraklar her iki taraftan tutularak dikkatlice ¢ikarildu.

- Jel mini jel tanki igerisine oturtuldu. Kuyucuklarin 6n kisma bakan tarafta olmasina
dikkat edildi.

Not: Taraklar 15 kuyucukludur.

-Magic marker XP western protein standart (1s1k altinda goriinebilmesi i¢in) 7 pl.

-See Blue Plus 2 presteined standart (Jelde goriiniirligii saglar) 5 ul ve 8 ul denatiire

protein olacak sekilde en fazla 20 ul hacimde belirli yerlere yiikleme gerceklestirildi.

Jel Elektroforezi
100 V 90 dk kadar ytiriitme yapildiktan sonra kontrollii bir sekilde yiiriitme yapildi. Bantlarin

diizgiin ylirlimesine 6zen gosterildi. Yiiksek voltajdan kaginildi.

Jelden Membrana Aktarim

Jelden membrana aktarma islemi asagidaki gibi yapildu:
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Yiritme isleminden sonra jel kasetleri tanktan alinarak spatula ile yanlardan
kaldirilarak agildi. Jelin iist ve alt kisimlar1 diizgiin bir sekilde kesilip atildi.

Jelin kurumamasi i¢in kasetin alt kismiyla beraber jel saf su icerisine alindi.

Blotlama cihaz1 (Invitrogen) agildu.

Kapak kismina siinger, metal kismi1 sag iist koseye gelecek sekilde yerlestirildi.

“NC anode Stack Bottom Regular” st folyosu agilarak cihaza tablasiyla beraber
oturtuldu. Ust kisminda mebran oldugundan dokunulmamals.

Jel kaseti jelle beraber su i¢inde hafifce calkalanarak jel ve kaset arasina hava girmesi
sagland1 ve kolay ayrim gergeklestirilmesi saglandi. Jel sudan iki elle yavasga ileri ve
yukar1 yonde sudan ayrilarak kaldirildi.

Bottom {izerine alt uctan baslanarak yavasca hava boslugu birakmadan serilip
yerlestirildi ve rulo ile kabarciklar tek yonlii rulo yapilarak uzaklastirildi.

Filtre kagidi suda 1slatilarak jelin iizerine serilip ve rulo ile kabarciklar uzaklastirildi.
Cathode stack top filtre kagidinin iizerine konularak (i¢ kismina dokunulmamalidir)
kapatildi. 25 V (volt) 1,3 A (amper) 7 dk’lik transfer programi secilip islem baslatildi.
Bu siire¢ sonunda proteinler membrana ge¢cmis oldu.

Bottom plaka alinarak jel atildi. Membran belirlenen yerlerden jilet ile kesilip ayrildi
ve kurumamasi i¢in suya kondu.

Su bosaltilarak bloklama islemi gerceklestirildi. Membran iizerine 20 ml bloklama
soliisyonu eklendi.

23 °C’de 300 (speed) 120 dk inkiibatorde ¢alkalandi.

Islem sonunda bloklama soliisyonu tekrar kullanilmak {izere falkona alindu.

Birkag kez su ile yikama yapildi.

Bloklama
14 ml ultra saf su + 4 ml Bloklama bileseni A + 2 ml Bloklama bileseni B = total 20

ml olacak sekilde bloklama soliisyonu hazirland.

Bloklama soliisyonu ile istenmeyen baglanmalarin 6niine gegilmis oldu.
Membran {izerine birincil antikor dokiilerek 1 gece bekletildi.
Karistirict 4 °C’de muhafaza edilereck membran kaplar1 karistiriciya bant ile sabitlendi

ve en diisiik devirde calkaland.
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Primer Antikor Baglanmasi ve Yikama

150 ml ultra saf su + 10 ml antikor yikama soliisyonu (16X) bir araya getirilerek
yikama tamponu hazirlandi. Bir gece primer antikorda bekleyen membranlarin antikor
cozeltileri tekrar kullanilmak {izere falkona toplandi. 3 kere 5 dk yikama tamponu ile yikama

yapildiktan sonra 1 kere 5 dk ultra saf su ile yikama yapildu.

Sekonder Antikor Baglanmasi ve Yikama
Sekonder antikor ¢ozeltisi membran lizerine dokiilerek oda sicakliginda 1 saat 300
devirde inkiibasyon yapildi. ikinci antikor islem sonrasi falkona toplandi. 3 kere 5 dk yikama

tamponu ile yikama yapildiktan sonra 1 kere 5 dk ultra saf su ile yikama yapildu.

Kemiliiminesans Baglanmasi ve Goriintilleme

1 membran i¢in; 2,375 ml kemiliiminesans substrat + 0,125 ml enhancers= total 2,5 ml
kemiliiminesans ¢dzeltisi hazirlanip alimiinyum folyo ile sarilarak 1siktan korundu. Membran
karanlik bir yere alindiktan sonra kemiliiminesans ¢ozeltisi tiim yiizeye yayilarak uygulandi. 4

dk beklenildikten sonra goriintiileme islemi gerceklestirildi.

HUCRE GOCU ANALIZi

Kanser hiicrelerini normal hiicrelerden ayiran yiiksek oranda ¢ogalma gibi 6zelliklerin
yaninda bir baska 6zellik de bulunduklar1 bolgeden farkli doku ve organlara gé¢ edebilme
yetenegidir. Kanser hiicrelerinin bu yeteneklerine hiicre gogii denir. Arastirma kapsaminda
kullanilan ajanlarin  hiicre gog¢li yetenegi lizerindeki etkisi de arastirildi. Bu amag
dogrultusunda T25 hiicre kiiltiirii kaplarindan her birine 9x10° hiicre ekildi. Bu asamada
kiiltir kabinin taban alaninin hiicreler tarafindan tamamen kaplanmasina 6zen gosterildi.
Ekim isleminden 16-24 saat sonra kiiltiir kabinin taban1 pipet ucu yardimiyla ¢izilerek ¢izilen
bolgedeki hiicrelerin tabandan serbestlesmesi saglandi. Yogun bir sekilde hiicre ekiminin
amaci tabanda olusturulan boslugun goriintiilemede daha net goriinmesidir. Kalkan hiicreler
PBS ile yikanarak kiiltiir kabindan uzaklastirildi. Kontrol ve uygulama gruplari i¢in serum
icermeyen besiyeri kullanilarak ajanlar belirlenen IC50 dozlarinda uygulandi. Ardindan 0, 24
ve 30. saatlerde mikroskop yardimiyla fotograflama islemi yapildi. Hiicre kiiltiirii kabinin

tabanindaki boslugun o bolgeye go¢ eden hiicreler sayesinde kapanma durumu gozlendi.
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HOESCHT BOYAMA ILE APOPTOZ GORUNTULEME

Hoescht boyas1 DNA ile etkilesip onu goriiniir yapabilmektedir. Bu 6zellikten dolay1
hoescht boyama ile niiklear DNA’nin ve niikleusun boyanmasi gergeklestirildi. Boyama
isleminden 72 saat 6nce deney gruplarina uygulamalar yapildi. Gorilintiilleme isleminden 6nce
hiicre kiiltiirii kaplarindan besiyeri uzaklastirilip kap tabani PBS ile yikandi. Ardindan PBS
icerisinde ¢Ozdiiriilmiis hoescht boyasi karsimi kiiltiir kabina uygulandi ve flouresans

mikroskop yardimiyla goriintiileme yapildi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Gergeklestirilen analizlerle hiicre sagkalim orani, gen ifadesi, apoptoik hiicre orani,
hiicre dongiisii, protein diizeyi ve RT-gPCR verilerine dayali olarak elde edilen sonuglar,
SPSS 18 (PASW Statistics) programi iiniversite lisanshi (IBM, ABD) kullanilarak istatistiksel
analiz ile degerlendirildi. RT-qPCR analizlerinde AACt metodundan yararlanildi. SPSS 18

programinda ise “One Way Anova” ve “Duncan” testlerinden yararlanildi.
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BULGULAR

PC3 HUCRELERINDE DOSETAKSEL DIRENCI GELISTIRILMESI
PC3 hiicrelerinde Uygun ve artan derisimlerde ila¢ uygulamas: yapilarak ilag direnci
gelistirildi. Olusan hiicre hattt DR-PC3 olarak adlandirildi. Meydana gelen direnci hem

hiicresel diizeyde hem de gen ifadesi seviyesinde kontrol etmek i¢in analizler yapildi.

PC3 ve DR-PC3 HUCRE HATLARINDA DOSETAKSELIN SAGKALIM
UZERINE ETKISI

PC3 ve DR-PC3 hiicre hatlar1 kullanilarak onkoloji alaninda klinikte yaygin bir
sekilde kullanilmakta olan Taxotere® kemoterapi ajaninin etkin maddesi olan dosetaksel i¢in
IC50 (Half Maximal Inhibitory Concentration) degeri belirlendi. Bu ama¢ dogrultusunda 96
kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplar1 kullanilarak 104 hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicre ekimi
yapildi. Hiicre ekim isleminden 24 saat sonra 0-100 nM arasinda degisen derisimlerde
dosetaksel uygulamasi yapildi. Uygulamadan 72 saat sonra MTT analizi ile her bir derisim

igin hiicre sagkalim oranlar1 dlgiilerek tespit edildi (Sekil 11).
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Sekil 11. PC3 (A) ve DR-PC3 (B) hiicre hatlarinda farkh derisimlerdeki (0-100 nM)
dosetaksel uygulamasinin hiicre sagkalim iizerine etkisi, *p<0,05 kontrol (0)

grubuna gore.
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PC3 ve DR-PC3 HUCRE HATLARINDA iLAC DIRENCi KONTROLU

PC3 hiicrelerinde ilag direnci gelisimi tetiklenerek DR-PC3 hiicre hatt1 olusturuldu.
Olusan ilag¢ direncini kontrol etmek amaciyla dncelikle MTT testi yapildi. Bu sayede gelisen
ilag direnci hiicresel diizeyde gozlenebildi. Bunun i¢in normal PC3 hiicreleri ile DR-PC3
hiicreleri karsilastirmali olarak ¢alisildi (Sekil 12). Uygulanan dozlardan en yiikseginde 72
saat sonunda ekilen PC3 hiicrelerinde % 62 oraninda azalma go6zlenirken DR-PC3
hiicrelerinde bu oran % 36 olarak gozlendi. Daha sonra, ila¢ direncinin olusmasinda goérevli
olan molekiiler mekanizmalar molekiiler genetik yontemlerle analiz edildi. Bu amag
dogrultusunda da hiicre zarinda yerlesik durumda olan ABC pompalarindan ABCG2, ABCB1
ve ABCC1 genlerinin mRNA seviyesindeki ifadeleri analiz edildi. Bunun i¢in T25 kiiltiir
kaplar1 kullanilarak PC3 ve DR-PC3 hiicrelerinden her bir kiiltiir kabi i¢in 6x10° hiicre olacak
sekilde ekim yapildi. Hiicre ekim isleminden yaklasik 16 saat sonra 6 nM dosetaksel tedavisi
yapilarak deney gruplari olusturuldu. Kontrol grubuna dosetakselin ¢dziiciisii olarak
kullanilan DMSQO’in % 0,1 diizeyi eklendi. Olusturulan gruplardan 72 saat sonunda total RNA
izolasyonu gerceklestirildi. Elde edilen RNA kullanilarak cDNA sentezi yapildi. Ardindan
RT-qPCR analizi gergeklestirildi. Analizin sonucunda ilgili bolgelerden sentezlenen mRNA
miktarlarinda DR-PC3 hiicre hattinda PC3 grubuna gére ABCG2, ABCB1 ve ABCC1 mRNA
ifade seviyelerinde kontrol grubuna gore 3,4; 2,1 ve 1,9 kat artis oldugu tespit edildi (Sekil
13). lilag direnci olusumunu protein diizeyinde de arastirmak amaciyla ABCG2 proteinin
sentez miktar1 analiz edildi. PC3 grubuna gére DR-PC3 grubunda ABCG2 miktarinda % 103
oraninda artma tespit edildi (Sekil 14).
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Sekil 12. PC3 ve DR-PC3 hiicre hatlarinda farkh derisimlerdeki (0-100 nM) dosetaksel
uygulamasinin hiicre sagkalim iizerine olan etkisinin karsilastirmah olarak

gosterilmesi, *p<0,05 kontrol (0) grubuna gore.
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Sekil 13. PC3 ve DR-PC3 hiicre hatlarinda ila¢ direnci genlerinin ifade oranlari, *p<0,05
kontrol (PC3) grubuna gore.
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Sekil 14. PC3 ve DR-PC3 hiicre hatlarinda ila¢ direnci proteinlerinden ABCG2

seviyesindeki degisim.

PC3 ve DR-PC3 HUCRE HATLARINDA 3-AP’NIN SAGKALIM UZERINE
ETKISI

Prostat kanseri hiicrelerinde ila¢ direnci gelistikten sonra bu direnci zayiflatabilmek
amaciyla ER stresinin tetiklenmesi amaglandi. Bunun ig¢in bir riboniikleotid rediiktaz
inhibitorii olan 3-AP molekiilii kullanildi. PC3 ve DR-PC3 hiicrelerinde 3-AP’nin IC50
degerinin belirlenmesi i¢in MTT testi yapilarak hiicre sagkalimi iizerine olan etkisi incelendi.
Bunun i¢in PC3 (Sekil 15A) ve DR-PC3 (Sekil 15B) hiicreleriyle ayr1 ayri galisildi. 1C50
degerinin 7,5 uM olarak tespit edilmesi iizerine molekiiler analizlerin 7,5 uM derisimde 3-AP

uygulanarak gergeklestirilmesine karar verildi.
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saat siirede 3-AP uygulamasinin hiicre sagkalim iizerine etkisi, *p<0,05
kontrol (0) grubuna gore.

44



TRIAPIN MOLEKULUNUN ER STRESI UZERINE ETKIiSI

Triapin uygulamasi ile olusan ER stresinin molekiiler tabanin1 gdsterebilme amaciyla
RT-gPCR analizi gerceklestirildi. ERN1 ve EIF2AK3 genlerinin ifadelerindeki degisim
incelendi (Sekil 16). S6z konusu genler ER stresi sirasinda UPR yolaginda ifadelerinde artis
gozlenen genlerdir. ERN1 geninin ifadesi 3-AP uygulamasiyla birlikte 3,9 katina ¢ikarken
EIF2AKS3 geninin ifadesi 1,9 katina ¢ikmustir.
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Sekil 16. DR-PC3 hiicre hattinda 3-AP uygulamasinin endoplazmik retikulum stresi ile

iliskili genlerin ifadesi iizerine etKisi, *p<0,05 kontrol grubuna gore.

PC3 ve DR-PC3 HUCRE HATLARINDA 3-AP’NIN APOPTOTIK HUCRE
ORANINA ETKISI

3-AP uygulamasinin hiicresel diizeyde apoptozu tetikleme oranini incelemek amaciyla
TALI analizi yapildi. PC3 hiicre hattinda 3-AP uygulamasinin kontrol grubuna gére apoptotik
hiicre miktarin1 2 kat artirdigi, 6lii hiicre miktarini 1 kat artirdig: tespit edildi. DR-PC3 hiicre
hattinda ise 3-AP uygulamasimin kontrol grubuna gore apoptotik hiicre miktarmi 4 kat

artirdigi, 6l hiicre miktarini 0,75 kat artirdign tespit edildi. (Sekil 17).
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Sekil 17. PC3 ve DR-PC3 hiicre hatlarinda 3-AP uygulamasinin apoptotik hiicre oram
iizerine etkisi, *p<0,05 PC3 grubuna gore, +p<0,05 DR-PC3 grubuna gore.

DR-PC3 HUCRE HATTINDA 3-AP’NIN APOPTOZLA ILGILI GENLERIN
IFADESI UZERINDEKI ETKISI

Kemoterapi siirecinde ilag direnci kazanmis prostat kanseri hiicrelerinde apoptoz
olusumunun molekiiler tabanini incelemek i¢in mRNA diizeyinde gen ifadesi analizi yapildi.
Analiz sirasinda BAX, BCL-2, CASP3, CASP8, APAF1, BAK, BCL-XL, XIAP, P53, BID,
CYCS (sitokrom c), HSP90, HSP70 ve HSP27 genlerinin ifadelerindeki 3-AP uygulamasi ile
meydana gelen degisimler Olgiildii. Antiapoptotik Ozellikteki genlerden olan BCL-2 gen
ifadesinde % 78 oraninda azalma, BCL-XL gen ifadesinde % 76 oraninda azalma ve XIAP gen
ifadesinde % 61 oraninda artma goézlendi (Sekil 18). Apoptozu indiikleme yetenegi bulunan
genlerden olan BAX gen ifadesinde % 38 oraninda artma, CASP3 gen ifadesinde % 50
oraninda artma, CASP8 gen ifadesinde % 43 oraninda artma, APAF1 gen ifadesinde % 15
oraninda artma, BAK gen ifadesinde % 40 oraninda artma, P53 gen ifadesinde % 39 oraninda
artma, BID gen ifadesinde % 15 oraninda artma ve sitokrom c gen ifadesinde % 12 oraninda
artma gozlendi (Sekil 19).
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Sekil 18. DR-PC3 hiicre hatinda 3-AP uygulamasinin antiapoptotik genlerin ifadesi

iizerine etkisi *p<0,05 kontrol grubuna gore.
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Sekil 19. DR-PC3 hiicre hatinda 3-AP uygulamasimin apoptozla iliskili genlerin ifadesi

iizerine etkisi *p<0,05 kontrol grubuna gore.
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DR-PC3 HUCRE HATTINDA 3-AP’NIN ISI SOKU PROTEINLERI GEN
IFADESI UZERINDEKI ETKISI

Is1 soku proteinlerinden olan HSP90 gen ifadesinde % 55 oraninda azalma, HSP70 gen
ifadesinde % 57 oraninda azalma ve HSP27 gen ifadesinde % 61 oraninda azalma gozlendi
(Sekil 20).
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Sekil 20. DR-PC3 hiicre hatinda 3-AP uygulamasinin 1s1 soku proteinlerini (heat shock
protein, HSP) sentezleyen genlerin ifadesi iizerine etkisi *p<0,05 kontrol

grubuna gore.

PC3 ve DR-PC3 HUCRE HATLARINDA 3-AP’NIN HUCRE DONGUSU
UZERINE OLAN ETKIiSI

3-AP uygulamasinin hiicre dongiisii iizerine olan etkisini incelemek amaciyla G1, S ve
G2/M evrelerinde hiicre dongiisii durdurulan hiicre sayisi belirlendi. PC3 hiicre hattinda 3-AP
uygulamasi G1 evresinde hiicre dongiisii durdurulan hiicre sayisin1 % 5 oraninda artirirken

ayni deger DR-PC3 hiicre hattinda % 18 olarak saptand1 (Sekil 21).
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Sekil 21. PC3 ve DR-PC3 hiicre hatlarinda 3-AP uygulamasinin hiicre dongiisii iizerine
etkisi, *p<0,05 PC3 grubuna gore, +p<0,05 DR-PC3 grubuna gore.

DR-PC3 HUCRE HATTINDA 3-AP’NIN HUCRE DONGUSU iLE ILGILI
GENLERIN IFADESI UZERINDEKI ETKISI

Triapin uygulamasi ile hiicre dongiisii ile ilgili olan CDK2, CDK4, CDKG®,
CYCLIND1, CYCLINEL, P21 ve P27 genlerinin ifadesindeki degisim analiz edildi. CDK2 gen
ifadesinde % 36 azalma, CDK4 gen ifadesinde % 40 azalma, CDK6 gen ifadesinde % 15
artma, CYCLIND1 gen ifadesinde % 37 azalma, CYCLINE1 gen ifadesinde % 39 azalma
gozlendi (Sekil 22). Hiicre dongiisniin durdurulmasindan sorumlu genlerden olan P21 gen
ifadesinin 4,4 katina ¢iktig1 saptanirken P27 gen ifadesi i¢in bu deger 4,9 olarak belirlendi
(Sekil 23).
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Sekil 22. DR-PC3 hiicre hattinda 3-AP uygulamasimin hiicre dongiisii ile ilgili olan

genlerin ifadesi iizerine etkisi *p<0,05 kontrol grubuna gore.
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Sekil 23. DR-PC3 hiicre hattinda 3-AP uygulamasmin hiicre doéngiisiiniin
durdurulmasinda gorevli olan genlerin ifadesi iizerine etkisi *p<0,05

kontrol grubuna gore.
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PC3 VE DR-PC3 HUCRE HATLARINDA 3-AP ILE DOSETAKSELIN
SFEROID CAPINA ETKIiSI

Tiim6r doku ortamini modelleyerek gelisen ila¢ direncini ve 3-AP’nin sferoid capina
etkisini incelemek amaciyla ii¢ boyutlu hiicre kiiltiiri ortami1 olusturuldu. Dosetaksel ve 3-AP
uygulamasi yapildiktan 10 giin sonra sferoid ¢api1 mikroskobik olarak oOlgiildii. Belirtilen
stirenin sonunda PC3 hiicre hattinda dosetaksel uygulamasinin sferoid ¢apint % 34 oraninda
kugtlttiigii, 3-AP uygulamasinin % 42 oraninda kiigiilttiigii tespit edildi. DR-PC3 hiicre
hattinda ise dosetaksel uygulamasinin sferoid c¢apini sadece % 1 Kkiigiilttiigli, 3-AP
uygulamasinin sferoid ¢apin1 % 16 kiiciilttiigii tespit edildi (Sekil 24 ve 25).

DR-PC3 PC3

Kontrol

Doc

3-AP

Sekil 24. U¢ boyutlu hiicre Kkiiltiiriinde PC3/DR-PC3 hiicre hatlarinda dosetaksel

direncinin gosterilmesi ve 3-AP uygulamasinin sferoid biiyiikliigiine etkisi.

51



120

L
*
[

0

Control Doc

—_
]
(=]

co
<

=
<

Steroid ¢ap1 oran1 (Kontrol grubuna gére)
2 =8
= =

*
T PC3
mDR-PC3
3-AP

Sekil 25. Ug boyutlu hiicre kiiltiiriinde PC3/DR-PC3 hiicre hatlarinda dosetaksel (Doc)
direncinin gosterilmesi ve 3-AP uygulamasinin sferoid cap: iizerine etkisi

*p<0,05 kontrol grubuna gore.

PC3 VE DR-PC3 HUCRE HATLARINDA 3-AP’NIN PROTEIN DUZEYI
UZERINE ETKISI

PC3 ve DR-PC3 hiicre hatlarinda 3-AP uygulamasinin gen ifadesi iizerine olan etkisi
protein diizeyinde de arastirildi. Bu amag¢ dogrultusunda JNK, NF-xB, IRE1la, ABCG2-p60,
ABCG2-p70 ve p-aktin proteinlerinin seviyeleri analiz edildi. B-aktin proteini tiim
hiicrelerdeki protein miktarin1 esitleyerek analiz yapmak amaciyla kullanildi. PC3
orneklerinde 3-AP uygulamasi ile birlikte JNK seviyesinde % 68 oraninda artma, NF-kB-
pl05 seviyesinde % 22 oraninda artma, NF-xB-p50 seviyesinde % 34 oraninda azalma,
IREla seviyesinde % 97 oraninda artma, ABCG2-p60 seviyesinde % 50 oraninda azalma,
ABCG2-p70 seviyesinde % 90 oraninda azalma tespit edildi. DR-PC3 o6rneklerinde 3-AP
uygulamasi sonrasinda JNK seviyesinde % 40 oraninda azalma, NF-kB-p105 seviyesinde %
48 oraninda azalma, NF-kB-p50 seviyesinde % 42 oraninda azalma, IREla seviyesinde %
144 oraninda artma, ABCG2-p60 seviyesinde % 80 oraninda azalma, ABCG2-p70
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seviyesinde % 95 oraninda azalma tespit edildi (Sekil 26). Protein diizeyi analiz islemlerinde

western blotting yonteminde elde edilen protein bantlar1 analiz edildi (Sekil 38).
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Sekil 26. PC3 ve DR-PC3 hiicre hatlarinda 3-AP uygulamasinin protein diizeyi iizerine
etkisi. NF-kB-p105, NF-kB-p50, ABCG2-p70, ABCG2-p60, IREla ve INK.
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PC3 ve DR-PC3 HUCRE HATLARINDA MiTOKSANTRONUN SAGKALIM
UZERINE ETKISi

PC3 ve DR-PC3 hiicre hatlar1 kullanilarak onkoloji alaninda klinikte yaygin bir
sekilde kullanilmakta olan Novantrone® kemoterapi ajaninin etkin maddesi olan
mitoksantron (MTX) i¢in IC50 (Half Maximal Inhibitory Concentration) degeri belirlendi.
Bu amag dogrultusunda 96 kuyucuklu hiicre kiiltiiri kaplar1 kullanilarak 104 hiicre/kuyucuk
olacak sekilde hiicre ekimi yapildi. Hiicre ekim isleminden 24 saat sonra 0-10 uM arasinda
degisen derisimlerde MTX uygulamasi yapildi. Uygulamadan 72 saat sonra MTT analizi ile

her bir derisim igin hiicre sagkalim oranlar1 6lgiilerek tespit edildi (Sekil 27).
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Sekil 27. PC3 (A) ve DR-PC3 (B) hiicre hatlarinda farkh derisimlerdeki (0-10 pM) MTX
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uygulamasinin hiicre canlihg iizerine etkisi, *p<0,05 kontrol (0) grubuna gore.
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PC3 ve DR-PC3 HUCRE HATLARINDA 3-AP VE MTX’UN APOPTOTIK
HUCRE ORANINA ETKISi

Triapin kullanilarak elde edilen sonuglar, MTX ile kombine tedavi olusturularak da
test edildi. Gergeklestirilen uygulamalarda 7,5 uM 3-AP ve 1,5 uM MTX kullanildi. 3-AP ve
MTX uygulamasinin hiicresel diizeyde apoptozu tetikleme oranini incelemek amaciyla TALI
analizi yapildi. PC3 hiicre hattinda MTX uygulamasinin kontrol grubuna gére apoptotik hiicre
miktarm 1,25 kat artirdigi, 6lii hiicre miktarmi 0,5 kat artirdigr tespit edildi. PC3 hiicre
hattinda 3-AP/MTX kombinasyonunun kontrol grubuna goére apoptotik hiicre miktarini 1,25
kat artirdigy, 6lii hiicre miktarin1 0,875 kat artirdig: tespit edildi. DR-PC3 hiicre hattinda MTX
uygulamasinin kontrol grubuna gore apoptotik hiicre miktarin1 2,625 kat artirdigi, 6li hiicre
miktarim1 1,25 kat artirdigi tespit edildi. DR-PC3 hiicre hattinda 3-AP/MTX
kombinasyonunun kontrol grubuna gore apoptotik hiicre miktarini 2,5 kat artirdigi, 6lii hiicre

miktarini 0,75 kat artirdig: tespit edildi (Sekil 28).
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Sekil 28. PC3 (A) ve DR-PC3 (B) hiicre hatlarinda 3-AP/MTX uygulamasinin apoptotik
hiicre oram iizerine etkisi *p<0,05 kontrol grubuna gore, **p<0,05 3-AP

grubuna gore, +p<0,05 MTX grubuna gore.
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DR-PC3 HUCRE HATTINDA 3-AP VE MTX’'UN APOPTOZLA IiLGIiLi
GENLERIN iFADESI UZERINDEKI ETKIiSi

1.8 -
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1.6 1 3-AP
14 = MTX
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1.2 -

mRNA ekspresyonu (Kontrol grubuna gére)

BCL-2 BCL-XL XIAP

Sekil 29. DR-PC3 hiicre hattinda 3-AP/MTX uygulamasinin antiapoptotik genlerin
ifadesi iizerine etkisi *p<0,05 kontrol grubuna gore, +p<0,05 MTX grubuna

gore.

DR-PC3 hiicrelerinde 3-AP ve MTX kombinasyonu uygulamasi ile birlikte gdzlenen
apoptoz olusumunun molekiiler tabanini incelemek icin mRNA diizeyinde gen ifadesi analizi
yapildi. Analiz sirasinda BAX, BCL-2, CASP3, CASP8, APAF1, BAK, BCL-XL, XIAP, P53,
BID, sitokrom ¢, HSP90, HSP70 ve HSP27 genlerinin ifadesindeki degisimler arastirildi.
BCL-2 gen ifadesinde MTX un % 48 oraninda azalmaya, 3-AP/MTX kominasyonunun % 68
oraninda azalmaya yol agtig1 tespit edildi. BCL-XL gen ifadesinde MTX’un % 60 oraninda
azalmaya, 3-AP/MTX kombinasyonunun % 79 oraninda azalmaya yol actig1 tespit edildi.
XIAP gen ifadesinde MTX’un % 12 oraninda artmaya, 3-AP/MTX kombinasyonunun % 47
oraninda azalmaya yol actig1 tespit edildi (Sekil 29). BAX gen ifadesinde MTX’un % 3
oraninda artmaya, 3-AP/MTX kombinasyonunun % 95 oraninda artmaya yol actig1 tespit
edildi. CASP3 gen ifadesinde MTX un 1,5 kat artisa, 3-AP/MTX kombinasyonunun 1,27 kat
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artmaya yol actig1 tespit edildi. CASP8 gen ifadesinde MTX’un % 95 oraninda artmaya, 3-
AP/MTX kombinasyonunun % 22 oraninda artmaya yol actig1 tespit edildi. APAF1 gen
ifadesinde MTX’un 2,27 kat artisa, 3-AP/MTX kombinasyonunun 1,14 kat artmaya yol agtig
tespit edildi. BAK ifadesinde MTX’un % 12 oraninda azalmaya, 3-AP/MTX
kombinasyonunun % 51 oraninda azalmaya yol agtig1 tespit edildi. P53 gen ifadesinde
MTX’un 1,49 kat artmaya, 3-AP/MTX kombinasyonunun 2,55 kat artmaya yol agtig1 tespit
edildi. BID gen ifadesinde MTX un % 15 oraninda azalmaya, 3-AP/MTX kombinasyonunun
ise hi¢ bir degisime yol agmadig: tespit edildi. Sitokrom c¢ gen ifadesinde MTX’un % 8
oraninda azalmaya yol agtigi, 3-AP/MTX kombinasyonunun % 49 oraninda artmaya yol

actig1 tespit edildi (Sekil 30).
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Sekil 30. DR-PC3 hiicre hattinda 3-AP/MTX uygulamasinin apoptozla iliskili genlerin
ifadesi iizerine etkisi *p<0,05 kontrol grubuna gore, +p<0,05 MTX grubuna

gore.
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Sekil 31. DR-PC3 hiicre hattinda 3-AP/MTX uygulamasinin apoptozla iliskili TNFA,
FAS ve FASL genleri ile RNRML1 geninin ifadesi iizerine etkisi *p<0,05 kontrol
grubuna gore, +p<0,05 MTX grubuna gore.

DR-PC3 hiicrelerinde 3-AP ve MTX kombinasyonu uygulamasi ile birlikte gdzlenen
apoptoz olusumunun molekiiler tabanini incelerken TNFA, FAS, FASL ve RNRM1 genleri igin
mRNA diizeyinde gen ifadesi analizi yapildi. TNFA gen ifadesinde 3-AP’nin % 86 oraninda
artmaya, MTX’un % 3 oraninda artmaya, 3-AP/MTX kominasyonunun 3,37 kat artmaya yol
actigr tespit edildi. FAS gen ifadesinde 3-AP’nin % 41 oraninda artmaya, MTX’un % 34
oraninda azalmaya, 3-AP/MTX kombinasyonunun % 57 oraninda azalmaya yol agtig1 tespit
edildi. FASL gen ifadesinde 3-AP’nin % 42 oraninda artmaya, MTX’un % 34 oraninda
artmaya, 3-AP/MTX kombinasyonunun % 16 oraninda azalmaya yol actig1 tespit edildi.
RNRM1 gen ifadesinde 3-AP’nin % 57 oraninda azalmaya, MTX un % 64 oraninda azalmaya,
3-AP/MTX kombinasyonunun % 73 oraninda azalmaya yol agtigi tespit edildi. (Sekil 31).
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DR-PC3 HUCRE HATTINDA 3-AP VE MTX'UN ISI SOKU
PROTEINLERININ GEN iFADESiI UZERINDEKI ETKIiSi

Gergeklestirilen gen ifadesi analizleri sonucunda HSP90 gen ifadesinde MTX’un % 3
oraninda artmaya, 3-AP/MTX kombinasyonunun % 47 oraninda azalmaya yol agtig1 tespit
edildi. HSP70 gen ifadesinde MTX'un % 5 oraninda azalmaya, 3-AP/MTX
kombinasyonunun % 44 oraninda azalmaya yol actig1 tespit edildi. HSP27 gen ifadesinde
MTX’un % 35 oraninda azalmaya, 3-AP/MTX kombinasyonunun % 47 oraninda azalmaya

yol actig1 tespit edildi (Sekil 32).
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Sekil 32. DR-PC3 hiicre hatinda 3-AP/MTX uygulamasinin HSP sentezleyen genlerin
ifadesi iizerine etkisi *p<0,05 kontrol grubuna gore, +p<0,05 kontrol grubuna

gore.

DR-PC3 HUCRE HATTINDA 3-AP VE MTX’UN HUCRE DONGUSU
UZERINE OLAN ETKIiSi
Hiicre dongiisii iizerinde 3-AP/MTX kombinasyonunun sahip oldugu etkiyi incelemek

amactyla G1, S ve G2/M evrelerinde hiicre dongiisti durdurulan hiicre sayisi analiz edildi.
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Sekil 33.
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PC3 (A) ve DR-PC3 (B) hiicre hatlarinda 3-AP/MTX uygulamasinin hiicre
dongiisii iizerine etkisi *p<0,05 kontrol grubuna gore, +p<0,05 3-AP grubuna
gore.
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PC3 hiicre hattinda MTX un G1 evresinde hiicre dongiisii durdurulan hiicre sayisini %
24 oraninda artirirken 3-AP/MTX kombinasyonunun % 21 oraninda artirdigi tespit edildi
(Sekil 33A). DR-PC3 hiicre hattinda MTX’un G1 evresinde hiicre dongiisti durdurulan hiicre
sayisini % 15 oraninda artirirken 3-AP/MTX kombinasyonunun % 26 oraninda artirdig tespit

edildi (Sekil 33B).

DR-PC3 HUCRE HATTINDA 3-AP’NiN HUCRE DONGUSU iLE IiLGILi
GENLERIN iFADESI UZERINDEKI ETKIiSi
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Sekil 34. DR-PC3 hiicre hattinda 3-AP/MTX uygulamasinin hiicre doéngiisiiniin
yiiriitiilmesinde gorevli olan genlerin ifadesi iizerine etkisi *p<0,05 kontrol

grubuna gore, +p<0,05 3-AP grubuna gore.

Hiicre dongiisii ile ilgili olan CDK2, CDK4, CDKG6, CYCLIND1, CYCLINEL, P21 ve
P27 genlerinin ifadelerindeki degisim analiz edildi. CDK2 gen ifadesinde MTX’un % 22
oraninda azalmaya, 3-AP/MTX kombinasyonunun % 25 oraninda azalmaya yol actig1 tespit

edildi. CDK4 gen ifadesinde MTX’un % 15 oraninda azalmaya, 3-AP/MTX
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kombinasyonunun % 10 oraninda artmaya yol actigi tespit edildi. CDK6 gen ifadesinde
MTX’un % 13 oraninda azalmaya, 3-AP/MTX kombinasyonunun % 10 oraninda azalmaya
yol actig1 tespit edildi. CYCLIND1 gen ifadesinde MTX’un % 2 oraninda artmaya, 3-
AP/MTX kombinasyonunun % 37 oraninda azalmaya yol actig1 tespit edildi. CYCLINE1 gen
ifadesinde MTX’un % 35 oraninda azalmaya, 3-AP/MTX kombinasyonunun % 3 oraninda
azalmaya yol actig1 tespit edildi (Sekil 34). Hiicre dongiisniin durdurulmasindan sorumlu
genlerden olan P21 gen ifadesinde MTX un 3,5 kat artisa, 3-AP/MTX kombinasyonunun 4,2
kat artisa yol acarken P27 gen ifadesinde bu degerlerin MTX igin 3,9 ve 3-AP/MTX
kombinasyonu igin 5,6 oldugu tespit edildi (Sekil 35).
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Sekil 35. DR-PC3 hiicre hattinda 3-AP/MTX uygulamasinin hiicre dongiisiiniin
durdurulmasinda gorevli olan genlerin ifadesi iizerine etkisi *p<0,05 kontrol

grubuna gore, +p<0,05 3-AP grubuna gore.
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PC3 VE DR-PC3 HUCRE HATLARINDA 3-AP VE MTX’UN SFEROID
CAPINA ETKIiSI

3-AP ve MTX uygulamasindan 10 giin sonra sferoid c¢api i¢in mikroskobik O6l¢tim
yapildi. Sferoid yapilarinin gorsel olarak karsilastirilmasi gerceklestirildi (Sekil 36). Belirtilen
siirenin sonunda PC3 hiicre hattinda sferoid ¢apint MTX un % 34 oraninda kiiciilttiigii, 3-
AP/MTX kombinasyonunun % 40 oraninda kiigiilttiigii tespit edildi (Sekil 37A). DR-PC3
hiicre hattinda sferoid c¢apim1 MTX’un % 23 oraninda kigilttigli, 3-AP/MTX
kombinasyonunun % 29 oraninda kiiciilttiigii tespit edildi (Sekil 37B).

DR-PC3 PC3

Kontrol

MTX

3-AP + MTX

Sekil 36. Uc boyutlu hiicre Kkiiltiriinde PC3 ve DR-PC3 hiicrelerinde 3-AP/MTX

uygulamasinin sferoid ¢api biiyiikliigiine etkisi.
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Sekil 37. Ug boyutlu hiicre kiiltiiriinde PC3 (A) ve DR-PC3 (B) hiicrelerinde 3-AP/MTX
uygulamasinin sferoid capi iizerine etkisi, *p<0,05 kontrol grubuna gore,
+p<0,05 3-AP grubuna gore.
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PC3 VE DR-PC3 HUCRE HATLARINDA 3-AP VE MTX’UN PROTEIN
DUZEYI UZERINE ETKIiSI

PC3 ve DR-PC3 hiicre hatlarinda 3-AP ve MTX uygulamalarinin gen ifadesi iizerine
olan etkisi protein diizeyinde de arastirildi. Bu amag¢ dogrultusunda JNK, NF-kB, IRE1la,
ABCG2-p60, ABCG2-p70 ve B-aktin proteinlerinin seviyeleri analiz edildi. B-aktin proteini
tim hiicrelerdeki protein miktarin1 esitleyerek analiz yapmak amaciyla kullanildi. PC3
orneklerinde MTX uygulamasi ile birlikte kontrol grubuna gére JNK seviyesinde % 106
oraninda artma, NF-kB-p105 seviyesinde % 22 oraninda azalma, NF-kB-p50 seviyesinde %
74 oraninda azalma, IRE1la seviyesinde % 31 oraninda artma, ABCG2-p60 seviyesinde % 90
oraninda azalma, ABCG2-p70 seviyesinde % 90 oraninda azalma tespit edildi. PC3
orneklerinde 3-AP ve MTX kombinasyonu uygulandiginda ise kontrol grubuna gére JNK
seviyesinde % 85 oraninda artma, NF-kB-p105 seviyesinde % 7 oraninda azalma, NF-kB-p50
seviyesinde % 51 oraninda azalma, IREla seviyesinde % 163 oraninda artma, ABCG2-p60
seviyesinde % 80 oraninda azalma, ABCG2-p70 seviyesinde % 80 oraninda azalma tespit
edildi. DR-PC3 orneklerinde MTX uygulamasi sonrasinda JNK seviyesinde % 40 oraninda
azalma, NF-xB-p105 seviyesinde % 40 oraninda azalma, NF-kB-p50 seviyesinde % 50
oraninda azalma, IREla seviyesinde 4,59 kat artma, ABCG2-p60 seviyesinde % 90 oraninda
azalma, ABCG2-p70 seviyesinde % 90 oraninda azalma tespit edildi. DR-PC3 &rneklerinde
3-AP ve MTX kombinasyonu uygulandiginda ise kontrol grubuna gore JNK seviyesinde % 40
oraninda azalma, NF-kB-p105 seviyesinde % 44 oraninda azalma, NF-kB-p50 seviyesinde %
70 oraninda azalma, IREla seviyesinde 6 kat artma, ABCG2-p60 seviyesinde % 90 oraninda
azalma, ABCG2-p70 seviyesinde % 95 oraninda azalma tespit edildi (Sekil 39). Protein
diizeyinin analiz islemlerinde western blotting yonteminde elde edilen protein bantlar1 analiz

edildi (Sekil 38).
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Sekil 38. PC3 ve DR-PC3 hiicre hatlarinda 3-AP/MTX uygulamasimin JNK, NF-kB,
IREla, ABCG2-60, ABCG2-70 ve B-aktin (B actin) proteinlerinin diizeyi

iizerine etkisinin analiz edildigi protein bantlar1. (C: KONTROL, Com: 3-AP +
MTX).
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Sekil 39. PC3 ve DR-PC3 hiicrelerinde 3-AP/MTX uygulamasinin protein diizeyine etkisi.
NF-kB-p105, NF-kB-p50, ABCG2-p70, ABCG2-p60, IREla ve INK.
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PC3 VE DR-PC3 HUCRE HATLARINDA 3-AP VE MTX’UN HUCRE GOCU
UZERINE ETKISI
Calismada kullanilan ajanlarin kanser hiicrelerini go¢ yetenegi yoniinden nasil

etkiledigi arastirildi. Bu amacgla mikroskop altinda 0, 24 ve 30. saatlerde goriintii alinarak

karsilastirma yapild1 (Sekil 40, 41, 42 ve 43).

0 saat

24 saat

30 saat

Sekil 40. PC3 hiicrelerinde 3-AP/MTX uygulamasinin hiicre gocii iizerine etKkisi.

Kontrol 3-AP MTX 3-AP + MTX

30 saat

Sekil 41. DR-PC3 hiicrelerinde 3-AP/MTX uygulamasinin hiicre gocii iizerine etkisi.
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Sekil 42. PC3 hiicrelerinde 3-AP/MTX uygulamasinin hiicre gocii iizerine etkisi.
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Sekil 43. DR-PC3 hiicrelerinde 3-AP/MTX uygulamasinin hiicre gocii iizerine etkisi.
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PC3 VE DR-PC3 HUCRE HATLARINDA HOESCHT iLE APOPTOZ
GORUNTULEME
Triapin ve mitoksantron uygulamalar1 ile meydana gelen apoptotik hiicreler hoescht

boyasi yardimiyla boyanarak goriintiilendi (Sekil 44).

PC3 hicresi DR-PC3 hiicresi
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Sekil 44. PC3 ve DR-PC3 hiicrelerinde 3-AP/MTX uygulamasinin apoptotik hiicre

olusumuna etkisinin hoescht boyamasa ile tespiti.
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TARTISMA

Prostat kanseri, diinya genelinde erkeklerde akciger kanserinden sonra en sik ortaya
¢ikan ikinci kanser tiiriidiir (61). Bu kanser genellikle ileri yastaki bireylerde gézlenmektedir
(62). Prostat kanseri tedavisinde hedefli veya sitotoksik kemoterapi ajanlart kullanilir (89).
Ancak bu siirecte bazi hastalarda ilaca verilen yanit azalip hastaligin ilerleme gosterdigi ilag
direnci gelisebilir (63, 90).

Triapin  (3-AP), DNA replikasyonu sirasinda substrat olarak  kullanilan
deoksiriboniikleotidlerin sentezinden sorumlu riboniikleotid rediiktaz (RNR) enziminin
inhibitoridiir (59). RNR inhibisyonu, DNA tamir ve replikasyonunu aksatarak hiicrenin G1
evresinde durdurulmasina ve metal iyonlariyla etkilesip ER i¢i ile dig1 arasindaki iyon
dengesinin bozulmasina sebep olur. 3-AP, RNR inhibisyonu yoluyla ER stresini tetikleme
Ozelligine de sahiptir (60). Bu oOzellikleri farkli hiicre tiplerinde yapilan c¢aligmalarla
aydinlatilmistir (29, 30, 31). Ancak dosetaksel direngli prostat kanseri hiicrelerinde yapilmig
bir ¢alisma heniiz literatiirde mevcut degildir.

Dosetaksele karsi direng kazandirilan PCa hiicreleri (DR-PC3) ile ilag¢ direnci
gostermeyen PC3 hiicrelerinde 3-AP’nin IC50 degerini (72 saat) belirlemek amaciyla
karsilagtirmali olarak hiicre sagkalim analizleri gerceklestirildi. Alvero ve ark. (58) buna
benzer bir calismay1 epitelyal over kanser (EOC) hiicre hattinda calistiklarini rapor
etmislerdir. DR-PC3 hiicre hattinin PC3’ye gore dosetaksel igin elde edilen 1C50 degerinde
artis oldugu saptandi. Bu sebeple gelisen ila¢ direncinin molekiiler mekanizmalarinin ortaya
konulmasi i¢in hem mRNA ifade analizi hem de protein diizeyi analizi gerceklestirilerek

dosetaksel direncinin gelistigi gosterildi. Boylece ilaca karsi direngli hatlarin kontroliinde ve
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tanimlanmasinda kabul goren teknikler kullanildi. Duan ve ark. (87) dosetaksel direnci
kazanmis MCF-7 (meme kanseri) hiicrelerinde ABCG-2 geninin kontrol grubuna gore
ifadesinin yiikseldigini gostermislerdir. Calismamizda da bu genin ifadesinde 3,4 kat artis
tespit edildi. Ozellikle protein diizeyindeki analizler gelisen diren¢ hakkinda ayrmtili fikir
vermektedir. Gergeklestirilen bir bagka ¢alismada Canovas ve ark. (91) ilag direnci gelisimini
tespit etmek i¢in ABCBI1 proteininin diizeyini Western blot yontemi ile analiz edip artis
oldugunu tespit etmislerdir. Tez calismasinda da ABCG2 proteini analiz edildiginde % 103
oraninda arts tespit edildi. Ila¢ direnci alaninda ¢alismalar yapan baska arastiricilar da direnci
test etmek igin protein ve mRNA diizeyinde analizler gergeklestirmistir (64).

DR-PC3 hiicrelerinin 3-AP’e olan duyarliligini ve IC50 degerini belirlemek i¢in hiicre
sagkalim analizi yapildi ve 7,5 uM olarak tespit edildi. Triapin ve serviks kanseri hiicrelerinde
yapilan ¢alisma (31) ile bu calismadan elde edilen sitotoksisite sonuglart benzerlik
gostermektedir. Benzer 3-AP dozlari DR-PC3 hiicre hattinda % 65 oraninda hiicre
cogalmasini engellerken 5 uM 3-AP (72 saat) ile tedavi edilen serviks kanseri hiicrelerinde %
55 oraninda sagkalim inhibisyonu gelismektedir. Bu sonug 3-AP molekiiliiniin farkli kanser
tiirlerinde benzer antikanser etki gosterebildigine isarettir. Triapin kullanimmin hedeflenen
amaca uygun olarak ER stresi olusturup olusturmadigini kontrol etmek amaciyla ER
stresinden sorumlu ERN1 ve EIF2AK3 genlerinin mRNA ifade degisimleri RT-qPCR yontemi
ile analiz edildi. Daha 6nce yapilan bir arastirmada UPR yolaginin kontroliinden sorumlu bu
genlerin ER stresi esnasinda ifadelerinin yaklasik 5 kat arttig1 gosterilmistir (5). Bu ¢alismada
da sz konusu genlerin ifadelerinin 3-AP uygulamasi ile birlikte sirasiyla 3,9 ve 1,9 kat arttig1
tespit edildi. Triapin tedavisinde PC3 ve DR-PC3 hiicrelerinde apoptoz diizeyi sitometrik
Annexin V/PI yontemi ile degerlendirildi. Elde edilen verilere gore her iki hiicre grubunda da
apoptotik (sirasiyla 2 ve 4 kat) ve Olii hiicre (sirasiyla 1 ve 0,75 kat) oraninda kontrol
gruplarina gore Onemli diizeyde artis oldugu tespit edildi. Gelisen apoptozun molekiiler
mekanizmasini tespit etmek amaciyla apoptotik ve antiapoptotik genlerin mRNA ifade
analizleri incelendi. DR-PC3 hiicrelerinde 3-AP uygulanmis grupta kontrol grubuna gore
BAX, CASP3, CASP8, APAF1, BAK, XIAP, P53, BID ve CYCS (sitokrom c) genlerinin
MRNA ifadelerinde meydana gelen artma; HSP90, HSP70 ve HSP27, BCL-2 ve BCL-XL
genlerinin mMRNA ifadelerinde meydana gelen azalma, 3-AP tedavisinin DR-PC3 hiicrelerinde
baz1 apoptotik genlerin ifadelerini tetikledigini ve antiapoptotik genlerin ifadelerini ise

engelledigini gdsterdi. RNR inhibisyonu iizerinde ¢alisan arastiricilar da apoptoza yonlenen
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hiicrelerde sik¢a yasanan bu degisiklikleri rapor etmislerdir. Dai ve ark. (88) lenfoma
hiicreleri tizerinde calistiklarinda RNR inhibisyonu sonucu P53 artis1 ile apoptozun
tetiklendigini rapor etmislerdir. Triapin aracili apoptotik etkinin hem igsel hem de digsal
yolaklar tizerinden tetiklendigi bu ¢alismada gosterilmistir (78). Tespit edilen bu durum daha
onceden yapilan calismalardaki verilerle de paralellik gostermektedir (66). Ornegin, ER
stresinin indiiklendigi bir arastirmada, Kim ve ark. (65) inceledigi HSP25 gen ifadesi ve
protein diizeyinde artma meydana geldigini saptamiglardir. Diego ve ark. (92) da benzer
sonucu HSP27 i¢in rapor etmislerdir. Ancak, bu ¢alismada HSP90, HSP70 ve HSP27 gen
ifadeleri azalma yoniinde olup, dnceki sonuglardan farklilik gostermektedir. Azalan HSP ifade
oranlarinin sebebi de apoptoz indiiksiyonu ile baglantili olarak goriilebilir (92). Ciinki 1s1
soku proteinlerinin antiapoptotik 6zellikte davrandiklar literatiirde mevcuttur (52). Ozellikle
HSP70 (GRP78) proteininin ifadesindeki azalma, hiicrenin ER stresi ile basa ¢ikamayip stresi
engelleyemedigi durumlarda apoptotik yolaklarin tetiklenmesiyle aciklanmaktadir (93). Ist
soku proteinleri, hatali protein katlanmasi durumunda artis gosterse de 3-AP tedavisinin
apoptozu indiiklerken HSP seviyesini azalttig1 yaptigimiz ¢alismada tespit edildi.

PC3 ve DR-PC3 hiicrelerinde gergeklestirilen 3-AP tedavisinin hiicre dongiisii
tizerinde olan etkisini incelemek amaciyla hiicre dongiisii analizleri yapildi. DR-PC3 hiicre
hattinda PC3 hiicrelerine gore 3-AP tedavisinin, hiicreleri G1 evresinde durdurdugu
belirlendi. Elde ettigimiz sonuglar Dai ve ark.’nin (67) lenfoma hiicrelerinde RNR
inhibisyonu tizerine yaptig1 arastirmadan elde ettigi sonuglarla benzerlik gostermektedir. Bu
sonu¢ RNR inhibisyonunun hiicre sagkalim oranini1 diisiiriicti etkisinde nekroza bagl hiicre
Olimiinde etkili olabilecegini gdstermektedir. Hiicre dongiisii lizerindeki etkinin molekiiler
seviyede anlasilmasi amaciyla CDK2, CDK4, CDK6, CYCLIND1, CYCLINE1, p21 ve p27
genlerinin mRNA ifadeleri analiz edildi. DR-PC3 hiicrelerinde 3-AP uygulandiginda
gozlenen CDK2, CDK4, CYCLIND1 ve CYCLINEL gen ifadelerindeki diisiis; CDK6, p21 ve
p27 genlerinin ifadelerindeki sirasiyla 0,15; 3,4 ve 3,9 kat artis, RNR {izerine arastirma yapan
Le ve Richardson’un sundugu derleme ile paralellik sergilemektedir (68). Ancak CDKG6’daki
azalmanin sebebi tam olarak aydinlatilamadi. Gen ifadesi seviyesindeki degisimler hiicre
dongiisii kontroliiniin 3-AP uygulamasi ile kaybolduguna isaret etmekle birlikte 6zellikle p21
ve p27 genlerinin ifadesindeki artis hiicrelerin G1 evresinde hiicre dongiilerinin

durdurulmasina isaret etmektedir (44).
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Ug boyutlu in vitro hiicre kiiltiirii modeli tiimoral dokunun in vivo sartlarina benzerlik
gostermesi bakimindan uygulanmaktadir (74). Bu calismada da Lama ve ark. (6)’na gore
prostat kanseri PC3 ve DR-PC3 hiicrelerinin ti¢ boyutlu hiicre kiiltiirii olusturularak tedaviye
yanit1 analiz edildi. Literatiirde 3-AP tedavisinin kullanildig1 prostat kanserinde ii¢ boyutlu
hiicre kiiltiir modeli yer almamaktadir. Ug boyutlu hiicre kiiltiiriinde 6 nM dosetaksel ve 7,5
uM 3-AP uygulamasi ile birlikte 10 giinliik siirecte gelisen sferoidlerin ¢aplarinda meydana
gelen degisimler incelendi. Bu teknigin kullanildig1 Takagi ve ark. (75)’nin LNCaP prostat
kanseri hiicrelerinde VEGF iiretimi ile timor biiylimesinin iliskisini go6zlemledikleri
calismada in vitro ortamda tiimor ¢apmin Olgiilerek in vivo ortamdaki timor dokusunun
zamana bagli olarak biiyiime oraniyla karsilagtirildiginda, her iki sonucun paralel oldugu
goriilmiistiir. DR-PC3 hiicrelerinde ila¢ direncinin diger bir belirteci olarak dosetaksel
uygulamasi sonucunda sferoid ¢apinda onemli bir degisim gézlenmemistir. Diger yandan 3-
AP uygulamasinin ardindan 10 giin sonra DR-PC3 hiicrelerinde PC3’ye gore sferoid ¢apinda
onemli oranda bir kiiclilme (% 16) meydana geldigi tespit edildi. Gelisen ilag direnci,
dosetaksel ile yapilan kemoterapinin tiimor biylikliigii iizerinde etkisiz kalmasiyla
gosterilmistir. PC3 hiicrelerinde sferoid c¢apinda kiiclilmeye yol acan dosetaksel, DR-PC3
hiicrelerinde bdyle bir etki olusturmamistir. Ilag direnci gelismis PC3 hiicrelerindeki 3-AP
uygulamasinin tedavide etkin olabilecegi de gosterilmistir.

Triapin tedavisinden alinan sonuglar, bu molekiiliin ilag direnci gelismis prostat
kanseri hiicre hatlarinda bir kemoterapotik ajan ile kombinasyon tedavi stratejisi umut verici
sonuglar gosterdi. Bu yonde elde edilen sonuglarimiz daha 6nce yapilan Mannargudi ve
Deb’in galismasini desteklemektedir (70). Ayrica Mannargudi ve Deb RNR inhibisyonunu
SIRNA araciligiyla da saglayarak kanser terapisinde yeni bir tedavi alani olusturulacagina
dikkat c¢ekmiglerdir. Ancak literatiirde prostat kanseri hastalarinda gilincel kemoterapide
kullanilan mitoksantron (MTX) (Novantrone®) (71, 72) ile 3-AP kombinasyonunun PCa ve
ilag direnci kazanmis kanser hiicrelerinde arastirildigi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Tez
calismasi kapsaminda MTX igin gerceklestirilen hiicre sagkalim analizlerinde 72 saat
inkiibasyon i¢in IC50 degerinin 1,5 pM olarak tespit edildi. Daha sonra 3-AP ve MTX
kombinasyon tedavisinin PC3 ve DR-PC3 hiicrelerindeki apoptoz oranlarinda MTX
tedavisine gore istatistiksel olarak anlamli bir artis meydana getirdi. MTX uygulamasi
antiapoptotik BCL-2 ve BCL-XL gen ifadelerini azaltirken 3-AP/MTX kominasyonu da
benzer etki gosterdi. Ayrica XIAP gen ifadesinde de azalmaya yol acti. Bazi antiapoptotik
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genlerin baskilanmasimin MTX ile ilgili oldugu sonuglar literatirde mevcuttur. Guissi ve ark.
(81) meme kanseri hiicrelerinde MTX’un apoptozda indiikleyici olarak yer aldigmni
gostermislerdir. Apoptozu tesvik edici BAX, CASP3, CASP8, APAF1 ve p53 genlerinin ifade
diizeyleri MTX tarafindan artirildi. MTX un H1299 kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
hiicrelerinde de igsel apoptoz yolagi iizerinde gorevli p53 genini indiikleyici etkiye sahip
oldugu literatiirdeki c¢alismalarla da desteklenmistir (73). Triapine ve mitoksantron
kombinasyon tedavisinin de apoptotik genlerin ifadelerini tetikledigi tespit edildi. Ayrica bu
molekiillerin kombinasyonlarinin etkilerinin ayr1 ayri kullanilmalarindan anlamli fark
olusturduklar1 da istatistiksel olarak saptandi. Triapin ve mitoksantron molekiilleri ayr1 ayri
CYCS (sitokrom c) gen ifadesine onemli diizeyde etki gostermezlerken, kombinasyon
tedavilerinin gen ifadesini anlamli diizeyde uyardiklar1 gézlemlendi. Gen ifadelerindeki bu
degisimler igsel ve digsal yolak Tlizerinden apoptoz aktivasyonunun gerceklestigini
kanitlamaktadir (82).

Dosetaksel direnci gelistirilmis PCa hiicre hattinda 3-AP, MTX ve 3-AP/MTX
uygulamalarinin RNR enziminin Katalitik altiinitesi olan RNRM1’in tizerindeki etkisi mMRNA
diizeyinde analiz edildi. Her ii¢ uygulamanin da RNRM1 gen ifadesinde azalmaya sebep
oldugu ve oOzellikle kombinasyon tedavisinin istatistiksel olarak daha anlamli bir azalma
ortaya koydugu saptandi. Boylece 3-AP ve kemoterapotik bir ajan olan MTX’un
kombinasyon tedavisinin sonucunda PCa hiicre hatlarinda RNR fonksiyonunu azalttigi bu
hiicrelerde ilk kez tespit edilmis oldu. MTX, DNA replikasyonu sirasinda islev géren DNA
topoizomeraz enziminin islevini inhibe ederek kanser hiicrelerinin DNA replikasyonuna engel
olmaktadir (83). Bu durum da hiicreleri apoptoza yonlendirmektedir. Taksanlar siifindan
olan dosetaksele karsi direng gelistiren hiicrelerde DNA replikasyonu ve onariminda
kullanilan substratlarin sentezinden sorumlu RNR enziminin inhibisyonu da MTX un etkisini
artirmaktadir (84).

Kombinasyon tedavisi sonucu gelisen apoptotik ve 6lii hiicre diizeyleri PC3 ve DR-
PC3 hiicre hatlarinda analiz edildi. 3-AP/MTX tedavisi hiicre dongiisiinii G1 evresinde tutarak
hiicre sayisin1 her birinin ayr1 uygulamasina gore istatistiksel olarak onemli bir fark
olusturdugu saptandi. Hiicre dongiisiinden sorumlu olan genlerin mRNA seviyeleri, RT-gPCR
analizlerine gore 3-AP ile yapilan uygulamalardan elde edilen sonuglarla MTX ve
kombinasyonlarindan elde edilen sonuglarin literatiir ile uygunluk gosterdigi tespit edildi. Lu

ve arkadaglarinin HeLa hiicreleri lizerinde DNA topoizomeraz inhibisyonu olusturduklar
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calismada da hiicre dongiisiinde G1 evresinde durma tespit edilmistir (85). Hiicre dongiisiiniin
durdurulmasinda etkili olan p21 ve p27 genlerinin mMRNA seviyelerinde ise hem MTX hem de
3-AP/MTX kombinasyonu istatistiksel olarak 6nemli bir artisi tetikledi. Calismamizda
kullandigimiz bu molekiillerin kanser hiicrelerini sadece apoptoza yonlendirerek degil, ayni
zamanda hiicre dongiilerini G1 evresinde durdurarak antikanser etki gosterdikleri sdylenebilir.
Vijayaraghavalu ve ark. (86), antikanser ilaglara karsi direng gelistirilmis meme kanseri
hiicrelerinde p21 geninin aktivasyonuyla hiicre dongiisiini G2/M evresinde durdurmayi
basarmislardir. Bu calismamizda biz de prostat kanseri hiicrelerinde bu durumu sagladik.

Uc boyutlu hiicre kiiltiiriine yapilan 3-AP/MTX tedavisi sferoid yapmin biiyiikliigiine
onemli bir fark olusturmadi. Hiicre go¢ orami analiz edildiginde PC3 hiicrelerinde
kombinasyon tedavisinin MTX tedavisine gore daha fazla etki edip hiicre go¢iinii 6nemli
derecede azaltti. DR-PC3 hiicrelerinde bu bakimdan istatistiksel olarak énemli bir fark tespit
edilmedi. Hiicrelere yapilan 3-AP ve MTX uygulamalarindan sonra hoescht boyasi ile
apoptoz diizeyi floresan mikroskopta incelendi. Literatiirde PC3 ve DR-PC3 hiicrelerinde,
hiicre go¢ oraninin analizi ve hoescht boyamasi ile apoptotik hiicre tespitinin kullanildig bir
calismaya rastlanmadi. Ancak, Cabrespine ve arkadaslar1 paklitaksel, karboplatin,
mitoksantron ve bunlarin kombinasyon tedavisinin PC3 ile DU145 prostat kanseri hiicre
hatlarindaki apoptotik etkilerini arastirmak i¢in hoescht boyamasindan faydalanmiglar ve
apoptotik hiicrelerin mitoksantron tedavisi ile arttigin1 gostermislerdir (93). Bu ¢alismada da
MTX tedavisi yapilan PC3 ve DR-PC3 hiicrelerinde apoptoz oraninin arttig1 gosterildi.

PC3 ve DR-PC3 hiicrelerinin 7,5 pM 3-AP ve 1,5 uM MTX (72 saat) tedavisi
sonrasinda JNK, NF-kB, IREla, ABCG2-p60 ve ABCG2-p70 proteinlerinin diizey
degisimleri Western blot ile incelendi. PC3 hiicre drneklerinde 3-AP uygulamasi ile birlikte
JNK, NF-kB-p105 ve IREla protein seviyelerindeki artma, NF-«xB-p50, ABCG2-p60 ve
ABCG2-p70 seviyelerinde ise azalma tespit edildi. IREla artis1, INK artis1 ve NF-kB-p50
azalis1 ER stresi ile birlikte apoptoz aktivasyonunun meydana geldigini gostermektedir. Bu
durum da literatiir ile uygunluk gostermektedir (79). Zhang ve ark. (95) HCT-116 ve HT-29
kolorektal kanser hiicrelerine sodyum butirat uygulayarak ER stresi olusumunu test etmek
amaciyla IRE1la proteininin western blot analizini yapmislardir. Arastiricilar IREla proteini
artisi ile ER stresini gostermislerdir. DR-PC3 ve PC3 hiicrelerine 3-AP/MTX tedavisi
yaptigimiz bu ¢alismada da IREla protein seviyesinde artis oldugunu tespit ettik. Li ve ark.
(96) LNCaP ve PC3 prostat kanseri hiicrelerinde Guttiferon F uygulayarak apoptoz
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olusumunu incelerken JNK proteininin seviyesini analiz etmislerdir. Arastiricilar, JNK artisi
ile apoptoz olusumunun iligkili oldugunu belirtmisler ve bu proteinin apoptoz belirteci olarak
caligmalarinda kullanmiglardir. 3-AP ile yaptigimiz bu calismada da JNK seviyesinin
artisindan apoptozdaki etkiyi tespit ettik.

DR-PC3 orneklerinde 3-AP uygulamasi sonucunda JNK, NF-kB-p105, NF-kB-p50,
ABCG2-p60 ve ABCG2-p70 seviyelerinde azalma, IREla seviyesinde artma gozlendi.
ABCG2-p70 ve ABCG2-p60 seviyelerindeki azalma ilag direncinin zayiflatildigina isaret
ederken IREla seviyesindeki artma ise ER stresinin indiiklendigini gostermektedir. Bu
degisimlerden ulagtigimiz yorumlar literatiirdeki verilerle paraleldir (80). Protein diizeyindeki
tim sonuglar ele alindiginda calismamizdan elde ettigimiz veriler kismen literatiir ile
ortigsmektedir (5, 69). Postiglione ve ark. (97)’nin PC3 hiicrelerine 5-aminolaevulinik asit
uyguladiklar1 ¢aligmada ABCG2 protein diizeyi western blot yontemi ile analiz etmigler.
Aragstiricilar bu proteini, hiicre igine giren ilag aktif maddelerini hiicre digina piiskiirten
molekiiler pompalar olarak degerlendirmisler. ABCG2 inhibisyonu ila¢ etkinligini artirict bir
ozellik saglamaktadir.

Eldeki sonuglar ve literatiirden saglanan bilgiler 1518inda PC3 ve DR-PC3 hiicrelerinde
meydana gelen protein diizey farkliliklarinin apoptoz ve ER stresi gelisimi ile ilgili gen
ifadelerindeki degisimlerin tamaminin protein iiriiniine yansimadigl sonucuna varildi. Cilinkii
apoptoz ve ER stresi indiiklenmesinin farkli hiicresel yolaklarin farkli tekniklerle analiz
edilmesiyle gosterildigi agiktir. PC3 Orneklerinde MTX ve 3-AP/MTX uygulanmasi
sonrasindaki analizlerde gozlenen JNK seviyesindeki artma apoptoz aktivasyonuna, NF-xB-
pl05 ve NF-kB-p50 seviyelerindeki azalma antiapoptotik proteinlerin inaktivasyonuna,
IREla seviyesindeki artma ER stresi aktivasyonuna, ABCG2-p60 ve ABCG2-p70
seviyelerindeki azalma ise ilag etkinliginin artmasina isaret etmektedir. DR-PC3 ornekleri
kullanildig1 durumda ise MTX uygulamasi ilag etkinligi, apoptoz ve ER stresi lizerinde yeterli
bir miktarda artiric1 etki gostermezken 3-AP/MTX uygulamas: tim bu asamalarda MTX
uygulamasina gore daha fazla etkinlik gostermistir.

Tez caligmasi kapsaminda elde edilen sonuglara gore 3-AP molekiili DR-PC3
hiicrelerinin ¢ogalma yetenegini engelleyici bir etkiye sahiptir. Caligmanin temel ve 6zgiin
degeri olarak dosetaksel kemoterapotik ajanina karsi direng gelistirilmis PC3 hiicrelerinde
RNR inhibisyonu yoluyla ER stresi ve apoptoz yolaklarmin tetiklenmesinin temel alindigi

tedavi imkani test edildi. MTX gibi kemoterapotik ajanlar ile birlikte kullanimda da bu tedavi
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imkam artmaktadir. /n vitro kosullarda yapilan tiim bu calismalar in vivo ortamda

gerceklestirilecek caligsmalar i¢in de umut verici sonuglar ortaya koymustur.
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2)

3)

4)

SONUCLAR

Tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen verilere gore,

3-AP ve MTX ile yapilan uygulamalar ve elde edilen sonuglar 1s18inda prostat kanseri
tedavisindeki kemoterapi siirecinde ila¢ direncini geriletip ilag¢ etkinligini artirma
noktasinda bu iki maddenin kombinasyon halinde ve uygun dozda kullanilmasi
potansiyel faydalar barindirmaktadir.

7,5 uM 3-AP ve 1,5 uM MTX uygulamalar ilerleyen siire¢lerde bu iki maddenin in
vivo kosullarda da ¢alisilabilecegini gosterdi. [n vitro ortamda 3-AP maddesinin timor
cap1 tizerindeki distiriicti etkisi in vivo tiimor dokusu caligmalarinda da kullanilma
potansiyelini ortaya koydu. Bu maddenin MTX ile kombinasyon uygulamasinda da
ayni sonug ortaya ¢ikt1.

PC3 ve DR-PC3 hiicreleri iizerinde kullanilan 3-AP ile MTX maddelerinin apoptozu
tetikleyerek kanser hiicrelerini 6liime yoneltti. Apoptozun yan sira hiicre dongiisiinii
Gl evresinde durdurdugu da gozlendi. Apoptoz ve hiicre dongiisii hakkindaki
yargilara hiicre sagkalim analizleri, Annexin V/PI analizi ile mRNA ve protein diizeyi
analizlerinin sonuglariyla varildi. Kullanilan maddelerin apoptotik etkileri molekiiler
genetik ve proteomik analizlerle birlikte hoescht boyasi yardimiyla mikroskobik
acidan da gdzlendi.

Triapin maddesinin ER stresi tizerindeki indiikleyici, apoptoz tizerindeki tetikleyici ve

hiicresel dongiiniin durdurulmasina yol agma 6zellikleri tespit edildi.
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5) Calisma kapsaminda 3-AP ve MTX maddelerinin JNK, NF-kB, kaspazlar, APAF1 ve
P53 proteinlerinin sentezinden sorumlu olan genlerin apoptoza tesvik edici 6zellikte
etkiledigi anlagildi.

6) Apoptoz mekanizmasinin CASP8 araciligiyla dissal yolak iizerinden; BAX, CASP3,
APAF1, BAK, P53 ve BID araciligiyla da i¢sel yolaktan tetiklendigi gosterildi.
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OZET

Kemoterapi direnci, erkeklerde prostat kanseri (PCa) tedavisinin baslica problemidir.
Kanser hiicreleri, protein homeostazi bozan, agilmis protein tepkisi yoluyla endoplazmik
retikulum (ER) stresi iireten ¢esitli ¢evresel faktorlere maruz kalirlar. Bir riboniikleotid
rediiktaz inhibitorii olan triapin (3-aminopiridin-2-karboksaldehit tiyosemikarbazon, 3-AP),
bir dizi kanserde gii¢lii anti-kanser aktivitesi sergilemektedir. Ancak, ilaca direncli PCa
hiicrelerinin etkisi arastirilmamustir. Bu ¢alismanin amaci, dosetaksel direngli PCa (DR-PC3)
hiicrelerinde 3-AP'nin etkisini arastirmaktir.

Bu ¢alismada insan kastrasyon direngli PCa hiicre hatti PC3 kullanildi. Ilag direnci,
dosetaksel ile hiicrelerin tedavisi ile gelistirildi. Hiicre canliligt MTT testi ile belirlendi.
Apoptoz ve hiicre dongiisii ilerlemesi goriintii tabanli sitometrelerle analiz edildi. mRNA
ifade analizleri RT-qPCR ile yiiriitiilmiistiir. Ug boyutlu (3B) hiicre kiiltiirii, 3-AP tedavisinin
tiimor hacmi tizerindeki etkisini tahmin etmek i¢in olusturulmustur.

DR-PC3 hiicreleri 72 saat siireyle farkli konsantrasyonlarda 3-AP ile tedavi edildi. 3-
AP tedavisi 7.5 uM'lik bir IC50 ile 72 saat boyunca hiicre sagkalimini 6nemli 6l¢ilide diistirdii
ve ER-strese neden oldu. 3-AP'nin, hiicre dongiisii durmasi ve / veya indiiklenmis apoptotik
hiicre 6liimiiyle hiicre sayisin1 azaltip azaltmadigini ortaya ¢ikarmak igin, DR-PC3 hiicreleri
72 saat boyunca 7.5 uM 3-AP ile muamele edildi. Sonuglar, 3-AP'nin apoptoza yol agtigini ve
hiicrelerin G1 fazi durdurmasina neden oldugunu gosterdi. Hiicrelerin 10 giin boyunca 3-AP

ile muamele edilmesi sferoid ¢apin1 % 16 diisiirdii.
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Onceki ¢alismalar, 3-AP'nin cesitli hematolojik kanserlerin sistemik tedavisi icin umut
verici bir ilag aday1 oldugunu gdstermistir. Ayrica, ileri evre kati tiimor tagiyan hastalarda 3-
AP giivenle sisplatin ile kombinasyon tedavisinde kullanilabilir. Ote yandan, gemsitabin ile 3-
AP kombinasyonu, ileri kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanserinde etkilidir.

ER stresi kanser tedavisinde potansiyel bir hedef oldugundan, 3-AP'nin ER stresi
tepkisini indiikleme ve DR-PC3 hiicrelerinde apoptozu aktive etme kabiliyeti bu molekiilii
PCa tedavisi i¢in umut verici bir anti kanser ajan1 haline getirmektedir. Bununla birlikte, in

vivo etkinliklerini degerlendirmek i¢in ileri aragtirmalara gerek vardir.

Anahtar kelimeler: Prostat kanseri, ER stresi, ilag direnci, triapin
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CHEMOTHERAPEUTIC SENSITIZATION BY ENDOPLASMIC
RETICULUM STRESS IN DRUG-RESISTANT PROSTATE CANCER
CELLS

SUMMARY

Chemotherapy resistance is the major problem for prostate cancer (PCa) therapy in
men. Cancer cells are exposed to various environmental factors that disrupt protein
homeostasis, producing endoplasmic reticulum (ER) stress via unfolded protein response.
Triapine (3-aminopyridine-2-carboxaldehyde thiosemicarbazone, 3-AP), a ribonucleotide
reductase inhibitor, demonstrates potent anti-cancer activity in a range of cancers. However, it
is effect in drug-resistant PCa cells has never been investigated. The aim of this study was to
investigate the effect of 3-AP in Docetaxel-resistant PCa (DR-PC3) cells.

Human castration-resistant PCa cell line PC3 was used in this study. Drug resistance
was developed by treatment of the cells with docetaxel. The cell viability was determined by
MTT test. Apoptosis and cell cycle progress were analyzed by image-based cytometer. The
MRNA expression analyzes were conducted by RT-gPCR. Three-dimensional (3D) cell
culture was established to estimate the effect of 3-AP treatment on tumor volume.

DR-PC3 cells were treated with different concentrations of 3-AP for 72 h. 3-AP
treatment significantly reduced cell survival at 72 h with an IC50 of 7.5 uM, and induced ER-
stress. In order to reveal whether 3-AP decreased cell number through cell cycle arrest and/or
induced apoptotic cell death, DR-PC3 cells were treated with 7.5 uM of 3-AP for 72 h. The

results indicated that 3-AP induced apoptosis pathway, and caused to G1 phase arrest of the
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cells. Treatment of the cells with 3-AP for 10 days reduced the volume of spheroid diameter
by 16 %.

Previous studies have shown that 3-AP is a promising drug candidate for the systemic
treatment of several hematological malignancies. Furthermore, 3-AP may safely be used in
combination treatment with cisplatin in patients with advanced-stage solid tumor
malignancies. On the other hand, 3-AP combination with gemcitabine is effectiveness in
advanced non-small-cell lung cancer.

ER stress is a potential target in cancer treatment, so the ability of 3-AP to induce ER
stress response and to activate apoptosis in DR-PC3 cells make this molecule become a
promising anticancer agent for PCa treatment. However, further investigations are required to

evaluate its in vivo efficacies.

Key words: Prostate cancer, ER stress, drug resistance, triapine
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