1. GIRIS

Poliaminler (PA); putresin (Put), spermidin (Spd) ve spermin (Spm) canl
organizmalarin hiicrelerinde bulunan kiiciik, polikatyonik molekiillerdir. PA’ler
kovalent baglarla cesitli makromolekiillere baglanarak normal hiicrelerin gelisimi ve
fonksiyonlari yerine getirebilmesi icin gerekli olan bir¢ok hiicresel olayda etkilerini

gosterirler (Wallace ve ark., 2003).

Prostat, Spm igerigi yoniinden en zengin dokudur ve PA diizeyi prostat kanserinde
olduk¢a yiikselir. PA’lerin prostatik dokunun gelisimindeki 6nemli rolleri, prostat
dokusunda bu molekiillerin metabolik enzimleriyle birlikte arastirllmasinin prostat
kanserinin teshis ve tedavisinde ¢ok biiyiik yararlar saglayabilecegini diisiindiirmektedir
(Schipper ve ark., 2000). Prostat kanserinin yiiksek goriilme siklig1 ve tedavisindeki
kisith olanaklar, yeni terapdtik modellerin gerekliligini ortaya koymaktadir. PA’lerin
hiicre biiyiimesinde oynadigi kritik rollerin anlasilmasi, baz1 PA inhibitorlerinin kesfine
yol agmis ve hiicre i¢i PA metabolizmasinin hiicre dongiisiiyle yakindan alakali oldugu

saptanmuigtir.

Sikline bagimli kinazlar (CDK) fonksiyonlarini, hiicre dongiisii sirasinda siklinlere
baglanarak gosterirler. Hiicre dongiisii boyunca enzim aktiviteleri ile meydana gelen PA
biyosentezindeki degisimler G1/S ve S/G2 gecislerinde meydana gelir (Oredsson,
2003). Purin tiirevleri olan sikline bagimlhi kinazlar (CDK), cesitli tipteki prostat

kanserlerinin kemoterapisinde yeni araclar olarak yarar saglayabilirler.

Strnad ve arkadaslar1 (1994), bitki hormonlarindan sitokininlerle ilgili ¢alismalarinda
antimitotik ve antitiimor aktivitesine sahip olan CDK inhibitérlerini (CDKI)
kesfetmislerdir. Aymi arastiricilar son yillarda yaptiklari ¢alismalarda, bohemin (BOH)
adim verdikleri yiiksek spesifiteye sahip yeni bir CDK inhibitoriinii sentezlemislerdir

(Kovarova ve ark., 2000).



Bu calismanin amaci yeni sentezlenen BOH’in metastaz yapma egilimi az (AT-2) ve
metastaz yapma egilimi ¢ok (MAT-Lylu) sican prostat kanseri hiicre hatlarinda hiicre
bilytimesine ve PA diizeyine olan etkisinin tayin edilmesi ve bu maddenin prostat

kanserindeki terapotik potansiyelini ortaya koyabilmektir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. POLIAMINLER

2.1.1. Poliaminlerin Yap: ve Ozellikleri

Dogada ve ozellikle memeli hiicrelerinde ii¢ tip dogal poliamin (PA) tanimlanmustir.
Bunlardan spermidin (Spd) bir triamin, spermin (Spm) bir tetraamin ve her ikisinin de
oncii maddesi olan putresin (Put) bir diamindir (Sekil 2.1). Put bir diamin oldugu halde
genellikle PA grubu i¢ine katilir. Bu alifatik aminler diisitk molekiil agirlikli, basit
kimyasal yapiya sahip, suda eriyebilen ve fizyolojik pH da her bir azot atomunda pozitif

yiik tagiyan alifatik molekiillerdir (Morgan, 1999).
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Sekil 2.1: Poliaminlerin kimyasal yapilar1 (Morgan, 1998).



Giiniimiizde Spm olarak bilinen PA, ilk defa 1678 yilinda Anthon Van Leeuwenhoek
tarafindan insan semeninde kristalize halde tamimlanmistir. PA’lerin hiicresel
komponentlerle olan spesifik etkilesimleri ve metabolizmadaki kesin fonksiyonlari
halen tam olarak anlagilamamistir. Fakat yapilan calismalar, PA’lerin tiim hiicre
tiplerinde biiylime ve boliinme icin gerekli olan polikatyonik bilesikler olduklarini
gostermistir. Put ve Spd hemen her organizmada bulunur. Buna karsin Spm

prokaryotlarda daha az yaygindir (Davis ve ark.,1992; Thomas ve Thomas, 2001)

Hiicre i¢ci PA havuzunun biiylikliigi ve dengesi cok siki smrlar igerisinde
korunmaktadir. PA diizeyindeki azalma hiicre biiylimesini engellerken, PA’lerin asir
artist da hiicreler i¢in toksik bir durumdur. Bu nedenle, hiicreler hizli ve hassas bir
sekilde PA havuzunu kontrol eden gelismis bir diizenleyici mekanizmaya sahiplerdir.
Bu sekilde hiicreler ihtiyaclarina gére yeni PA’ler sentezleyebilir ya da herbir PA’i
birbirine doniistiirebilirler (Schipper, 2000).

Hiicreler PA’lerden yoksun birakildiklarinda gelisimleri ve boliinmeleri durur, ancak bu
durum genellikle hiicrelerin 6limii ile sonuglanmaz (Balasundaram ve ark., 1991;
Balasundaram ve ark., 1993). Hizli cogalan hiicrelerde hormonlar veya biiyiime
faktorleri ile meydana gelen uyarilma, hiicre i¢i PA diizeyinin oldukg¢a yiikselmesine
neden olur. Genellikle Spd ve Spm hiicrede milimolar konsantrasyonlarda bulundugu
halde, Put diizeyi daha diisiiktiir (Morgan, 1990; Watanabe ve ark., 1991; Igarashi ve
Kashiwagi, 2000). Buna ragmen bir¢cok PA, hiicre icerisinde negatif yiiklii bolgelere ve

niikleik asitlere baglanir.

2.1.2. Poliaminlerin Fonksiyonlari

PA’ler hiicre biiyiimesi, apoptoz, hiicre farklilasmasi, hiicre boliinmesi, protein-DNA
etkilesimleri, embriyonik gelisim, hiicre dongiisii, sinyal iletimi, immunolojik
etkilesimler, hiicre zar stabilizasyonu, DNA ve RNA konformasyonel degisimleri ile

kanser gibi cok cesitli alanda fonksiyonlara sahip molekiillerdir.



2.1.2.1. Poliaminlerin Hiicresel Fonksiyonlar

PA’lerin hiicredeki cesitli negatif yiiklii makromolekiillere ve yapilara baglanma
kabiliyetleri oldugu bilinmektedir. Hiicrede PA’ler elektrostatik olarak DNA, RNA ve
protein gibi negatif yiiklii fosfolipidlere baglanma ozelligi gosterirler. PA’ler katyon
kanallarinda da diizenleyici rollere sahiptir. Mg2+ ve Ca™ gibi inorganik katyonlarla
PA’lerin yapilan karsilastirildiginda, PA’lerin inorganik katyonlara gore daha giiclii ve
daha spesifik etkilesimlerde yapilandigi gozlenir (Davis ve ark., 1992; Thomas ve
Thomas, 2001). Buna ilaveten Spd, nadir bir amino asit olan ve translasyon baslatici
faktor 5A’nin sentezi i¢cin gerekli olan hipusinin 6ncii maddesidir (Kilpeldinen, 2002).
PA’ler ayrica, embriyonik gelisimde (Kusunoki ve Yasumasu, 1978), hiicre devrinde
(Alm ve ark., 2000), kanserde (Pegg, 1998; Seiler ve ark., 1998), sinir kimyasinda
(Seiler, 2000), akciger (Hoet ve Nemery, 2000) ve bagisiklik sisteminde de (Seiler ve
Atanassov, 1994) spesifik rollere sahiptir.

Pozitif yiikli PA’ler negatif yiiklii hiicresel makromolekiiller ile fosfolipidler,
proteinler, DNA ve RNA gibi membran yapilan ile elektrostatik olarak iliski halindedir.
Bu etkilesimler PA’lerin gen ekspresyonu, hiicre bilylimesi, boliinmesi ve farklilasmasi
gibi Onemli hiicresel fonksiyonlarda rol oynamasini saglar (Tabor ve Tabor, 1984;
Thomas ve Thomas, 2001). Ayrica PA’ler ribozomlari, membranlart ve niikleik asitleri
stabilize ederek hiicreyi lipid peroksidasyonundan ve serbest radikallerden korur (Drolet
ve ark., 1986; Patocka ve Kuehn, 2000). Bunun disinda PA’ler hiicre membraninda,
nérotransmitterlerin salinmasinda ve bazi iyon kanallarinda Ca** akisim diizenlerler
(Paschen, 1992; Williams, 1997). Apoptoz mekanizmasinda da PA’lerin onemli rollere

sahip olduklar cesitli calismalarla gosterilmistir (Brooks, 1995; Schipper ve ark., 2000).

2.1.2.2. Poliaminlerin DNA ile Etkilesimi

PA’lerin en 6nemli Ozelliklerinden biri niikleik asitlere, 6zellikle DNA’ya baglanma
kabiliyetleridir. PA’ler DNA iizerindeki fosfat gruplarinin yiiklerini nétralize eder,
niikleik asit bazlan ile iligkiye girer ve DNA ¢ift sarmalinin oluklarini keser (Feuerstein
ve ark., 1990; Feuerstein ve ark., 1991; Tippin ve Sundaralingam, 1997; Deng ve ark.,
2000). Bununla beraber DNA’nin erime noktasini (Ty,) yiikseltirler ve DNA’y1 stabilize
ederler (Thomas ve Bloomfield, 1984). Spm ve Spd iizerine yapilan

immiinositokimyasal calismalar, bunlarin kompakt kromozomlarla iliskide oldugunu



gostermistir (Hougaard ve ark., 1987; Sauve ve ark., 1999). Buna karsin hiicre dongiisii
sirasinda kromatin yapisinda diizenleyici olmaktan cok stabilize edici Ozelliktedirler

(Laitinen ve ark., 1998).

PA’ler ayrica DNA’daki konformasyonal degisimlere de neden olurlar. PA’lerin
DNA’ya baglanmalart sonucu saga doniimlii B-DNA sola doniimlii Z-DNA’ya daha
hizli bir sekilde doniisiir (Thomas ve ark., 1991; Bancroft ve ark., 1994; Hasan ve ark.,
1995). Ayrica PA’lerin DNA sarmalinin genis bosluklarina baglanarak DNA’nin
yapisal degisimlerini kontrol edip, transkripsyonu diizenledikleri saptanmistir
(Feuerstein ve ark., 1986; Feuerstein ve ark., 1989; Rouzina ve Bloomfield, 1998).
PA’ler DNA fosfatlan iizerindeki negatif yiikleri notralize ederek DNA biikiilmelerini
tetiklerler. Boylece kivrilma i¢gin gerekli olan enerji gereksinimi azalir ve protein-DNA
etkilesimi kolaylagir. Bircok transkripsyon faktoriiniin DNA’ya baglanmasinda da PA
konsantrasyonunun etkili oldugu gosterilmistir (Thomas ve Thomas, 1993; Panagiotidis
ve ark., 1995; Desiderio ve ark., 1999). PA’ler ayrica transkripsyon faktorlerinin
sentezini diizenleyen sinyal mekanizmalarinda da gorev alirlar (Wang ve ark., 1993;

Wang ve ark., 1999; Peffer ve ark., 2000; Wang ve ark. 2001).

2.1.2.3. Poliaminlerin DNA ve Protein Sentezine Etkileri

Hiicreler PA’lerden yoksun birakildiklarinda ilk etki DNA ve protein sentezinde
gozlenir. PA biyosentezi yapamayan kiiltiir hiicrelerinde, PA biyosentez inhibitorleri
varliginda (Fredlund ve Oredsson, 1996a; Fredlund ve Oredsson, 1996b) veya dig
kaynakli PA yoklugunda (Laitinen ve ark., 1998) hiicrelerin DNA replikasyonu
zayiflayabilir. PA  yoksunlugu uzun siiren hiicrelerde kromatinler nukleazlarla
sindirilmeye kars1 oldukca duyarli (Snyder, 1989; Basu ve ark., 1992; Laitinen ve ark.,
1998) ve protein sentezinde ise polizom olusumu zayiftir (Holttd ve Hovi, 1985). Bu
durum protein sentezinin baslamasi veya uzamasindaki azalma ile sonuglanabilir
(Takemoto ve ark., 1983). PA’ler ayrica mRNA, tRNA ve rRNA’larin sekonder
yapilarim etkileyerek protein sentezinin cesitli asamalarina etki ederler (Igarashi ve
Kashiwagi, 2000). Buna ileveten, PA’lerin ribozomlara baglandiklari, ribozomal alt
tinitelerin iligkilerini kolaylastirdiklar1 (Kakegawa ve ark., 1986) ve okaryotik in vitro
translasyon sistemlerinde translasyonu arttirdiklar1 bilinmektedir (Igarashi ve ark.,

1982).



2.1.2.4. Poliaminlerin Hiicre Biiyiimesine Etkileri

PA’lerdeki tilkenme bircok biiyiime ile iligkili genin ekspresyonunda degisikler
olmasina neden olur. Bununla birlikte, bu molekiiler mekanizmanin nasil diizenlendigi
bilinmemektedir. PA eksikliginde meydana gelen hiicre dongiisii tutulmasi1 (Nemoto ve

ark., 2001; Ray ve ark., 2001) p53’e bagimli mekanizma sayesinde, sikline bagiml
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kinaz inhibitorlerinin (p2 ) indiiklemesi sonucu olusur (Ray ve ark.,

1999; Kramer ve ark., 1999; Ray ve ark., 2001). PA yoklugunun hem p53’ii ve hem de

ve p2

mRNA’y1 saglamlastirdigr gosterilmistir (Li ve ark., 2001). PA biyosentez enzimlerinin

7RIt ekspresyonu olduk¢a azalir

fazla eksprese edildigi transforme hiicrelerde, p2
(Ravanko ve ark., 2000). PA eksikligi p21WAF VetpL p27~" 've pS53’iin yanisira cesitli
siklinlerin ekspresyonu {iizerine de etkilidir. Yapilan bir calismada siklin A, B1 ve D1
ekspresyonlarindaki degisimler gosterilmistir (Thomas ve ark., 1997; Marty ve ark.,

2000).

2.1.2.5. Poliaminlerin Iyon Kanallarimin Modiilasyonundaki Rolleri

Son on yilda PA’lerin, 6zellikle Spm’in, bazi iyon kanallarimin aktivatorii veya bloke
edicileri olarak gorev yaptiklar1 saptanmistir (Scott ve ark., 1993). PA’ler tarafindan
bloke edilen katyon kanallar1 K™ kanallar1 (Fakler ve ark., 1994; Ficker ve ark., 1994;
Lopatin ve ark., 1994), nikotinik asetilkolin reseptor kanallar1 (Haghighi ve Cooper,
1998; Haghighi ve Cooper, 2000), siklik niikleotid-kapili kanallar, voltaj kapili Ca** ve
Na" kanallaridir (Scott ve ark., 1993).

2.1.3. Poliamin Biyosentezi

Memeli hiicrelerinde ve mantarlarda PA biyosentezinin ilk evresi, ornitin dekarboksilaz
(ODC) enziminin katalizorliigiinde ornitinin Put’e olan dekarboksilasyonudur.
Hayvanlarda ornitin plazmada bulunur ve bunun ¢ogu besinler yoluyla organizma icine
almir. Ornitin ayrica, iire dongiisiiniin bir iirlinidir ve bunun bir kismi PA
biyosentezine aktarilir. Buna karsin, tam bir lire dongiisiine sahip olmayan hiicrelerde

PA {iretimi icin gerekli olan ornitin, arginaz enzimi sayesinde saglanir.

Memelilerde ve mantarlarda Put sentezi icin sadece bir yol bulunur. Birgok
mikroorganizma (Tabor ve Tabor, 1985) ve bitkiler (Slocum ve ark., 1984; Smith,
1985) alternatif bir yol olan agmatin yolunu da kullanirlar. Bu yolda agmatin, arginin

dekarboksilaz (ADC) enziminin arginini dekarboksile etmesi sonucu olusur. Olusan



agmatin, agmatinaz (agmatin amidinohidrolaz) enzimi ile hidrolizlenerek Put’i meydana
getirirken iire aciga ¢ikar. Escherichia coli (E. coli) gibi baz1 organizmalarda bu iki yol
birlikte yiiriir. Bitkilerde ise agmatin, agmatin iminohidrolaz enzimi ile Once N-
karbamoil-putresine, bu da N-karbomoil Put aminohidrolaz enzimi ile Put’e doniisiir.
Bu sirada yan iiriin olarak CO, ve amonyak meydana gelir (Raasch ve ark., 1995) (Sekil

2.2).
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Sekil 2.2: Poliamin metabolizmasi. SAMDC (S-adenozilmetiyonin dekarboksilaz),
ODC (ornitin dekarboksilaz), PAO (poliamin oksidaz), SSAT (spermidin/spermin N'-
asetil transferaz), MAT (metiyonin adenoziltransferaz) (Wallace ve ark., 2003).

Spd olusumu, aminopropiltransferaz Spd sentaz enzimi aracilii ile dekarboksile S-
adenozilmetiyoninden (SAM veya AdoMet) bir aminopropil grubunun Put’e eklenmesi
ile gergeklesir. Ikinci bir aminopropil grubunun Spd’e eklenmesi, farkli bir
aminopropiltransferaz olan Spm sentaz aracilig1 ile gerceklesir. Bir¢cok bakteri ve bazi
bitkilerde Spd biyosentezi i¢cin aminopropil grubu vericisi L-aspartik-p-semialdehittir.
PA biyosentezini diizenleyen ODC ve S-adenozilmetiyonin dekarboksilaz (SAMDC ya
da AdoMetDC) enzimleri ile biyosentez yolunda aktivite gosteren diger enzimler uygun

substrat varliginda faaliyetlerini gosterirler (Morgan, 1998).



2.1.3.1. Ornitin Dekarboksilaz

Ornitin dekarboksilaz (ODC), diger PA biyosentez yolu enzimlerine kiyasla daha cok
istiinde calisilmig bir enzimdir (Hayashi, 1989; McCann ve Pegg, 1992; Davis ve ark.,
1992).

ODC’m tiim formlan iki identik alt tiniteden meydana gelir ve enzimin tiimii bir
dimerdir. Diger memeli enzimleri ile arasinda % 90 oraninda 6zdeslik saptanmuistir.
Buna karsin E. coli ve Okaryotik tiirlerin enzimleri arasinda ¢ok kiigiik benzerlikler
bulunmaktadir. Memeli enzimlerinin amino asit dizileri arasindaki benzerlik, bunlarin
yapisal ve katalitik yapilarinin da olduk¢a benzer oldugunu gostermektedir (Tabor ve
Tabor, 1985). ODC, aktivitesini yerine getirebilmek icin pridoksal 5’-fosfata ihtiyag
duyar (McCann ve Pegg, 1992).

ODC proteini tiirlere gore farklilik gosteren 10-60 dakikalik yar1 dmre sahiptir. Farede
ODC’1n karboksil ucunun delesyonu aktiviteyi degistirmez ancak protein stabilitesini
oldukga yiikselterek enzimin hizli bir sekilde yikilmasim 6nler. (Ghoda ve ark., 1989;
Lu ve ark., 1991). ODC’1n fonksiyonu ornitinin dekarboksilasyonunu katalizleyerek bir
diamin olan Put’in olusmasini saglamaktir. Normal hiicrelerde ODC aktivitesi olduk¢a
disiiktir (Pegg ve ark., 1982). ODC aktivitesi biiyiime faktorleri, hormonlar, tiimor
tesvik ediciler ve cesitli ilaglarin etkisiyle yiikselir (Russell, 1985; Hayashi, 1989).
ODC’mn sentez ve yikimi hiicre i¢i PA diizeyindeki degisimlerle diizenlenir. Enzim
proteininin yikimi, inhibitor bir protein olan ve PA’lere gereksinim duyan antizimin

(AZ) baglanmas1 sonucu artar (Hayashi, 1995).

2.1.3.1.1. Antizim Proteini ve Fonksiyonu

AZ ilk olarak sican hepatoma hiicre kiiltiiriinde, ODC aktivitesini inhibe eden ve
hiicreye Put eklenmesinden sonra indiiklenen bir protein olarak tanimlanmislardir (Fong
ve ark., 1976). Giiniimiizde diger bircok hiicre kiiltiiriinde AZ’lerin varligina rastlanmig
ve Put’den baska Spd ya da Spm (Heller ve ark., 1976) araciigi ile de tesvik
edilebildikleri ve bu gereksinimin ¢cok daha kuvvetli oldugu saptanmistir (Matsufuji ve
ark., 1995). ODC aktivitesinin inhibisyonuna ek olarak, AZ’lerin ODC’1 indirgenmesi
icin hedef aldiklar1 (Murakami ve ark., 1992), hiicreye disaridan PA alimin1 (He ve ark.,
1994) ve potansiyel olarak hiicreden salgilanmalarin1 (Sakata ve ark., 2000)

diizenledikleri gosterilmistir.



Omurgali tiirleri icinde AZ’ler bircok izoforma sahiplerdir. Antizim 1, ODC
monomerleri ile oldukca yiiksek benzerlik gosterir (Kitani ve Fujisawa, 1984). Antizim
I’in fonksiyonel domainleri ODC’a baglanmadan, indirgenme icin ODC’in
isaretlenmesinden ve PA tasinmasinin inhibisyonundan sorumludur. Antizim 1’in
karboksiterminal par¢as1t ODC’a baglanma acisindan yeterlidir (Ichiba ve ark., 1994) ve
PA tasima fonksiyonunun inhibisyonu i¢in mutlaka gereklidir (Sakata ve ark., 1997).
Antizim 1, hiicresel PA diizeyinin diizenlenmesinde 6nemli bir role sahiptir. AZ
ekspresyonundaki degisimler hiicresel fonksiyonlar iizerinde etkili ve fizyolojik dneme
sahip olabilir. ODC ve SAMDC’a ek olarak, AZ ekspresyonu da kanserde degisim
gosterebilir, azalabilir (Tsuji ve ark., 1998) ya da artabilir (Saverio ve ark., 2000).
Artmas1 durumu, yiikselen PA konsantrasyonuna normal bir cevap olarak gelisir ve
yiikselen SSAT aktivitesi ile birlikte PA’lerin toksik olabilecek diizeydeki birikimlerini
onler. Diger taraftan, yiiksek PA konsantrasyonu prostat kanseri primer kiiltiirlerinde
AZ ekspresyonunu tetikleyebilen metastaz yapma egilimi az olan hiicrelerin
biiytimelerini baskilar ancak metastaz yapma egilimi cok olan hiicrelerin gelisimi AZ’in

tesvikini gerceklestiremez (Koike ve ark., 1999).

Insan prostat epitel hiicrelerinde AZ fazla eksprese edildiginde Spd ve Spm diizeyinde
onemsiz bir azalma olurken, Put diizeyi ii¢ kat azalir (Scorcioni ve ark., 2001). Bu basit
olarak hiicre dongiisiiniin S fazindaki hiicrelerin birikimine neden olur (Fredlund ve

Oredsson, 1996a; Fredlund ve Oredsson, 1996b).

AZ’ler ve fonksiyonlan ile ilgili olarak heniiz cevaplanamamis birkac ilging soru
bulunmaktadir. AZ’lerin sadece PA metabolizmasinin diizenlenmesinde rol oynamadigi,
daha cok cesitli biiylime ve hiicre dongiisii ile iliskili olayda diizenleyici olarak gérev

yaptiklar1 saptanmistir (Coffino, 2001b).

AZ’ler ODC’a baglanarak 26S proteozom araciligi ile ODC’1n bozulmasini saglarlar.
ODC antizim (OAZ) proteozomal yikim i¢in ODC’1 hedef alan bir proteindir (Hayashi
ve ark., 1996). PA diizeyi az oldugu zaman, fonksiyonel OAZ proteini yapilmaz.
Giiniimiizde OAZ’in PA’ler tarafindan etkilenen tek memeli proteini oldugu

bilinmektedir. Ayrica OAZ ekspresyonu, DNA metilasyonunu ve spesifik gen
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ekspresyonunu da etkiler (Tsuji ve ark., 2001). Ancak bu olaylarin meydana gelmesini

saglayan mekanizmalar hakkinda kesin bir bilgi yoktur (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: Poliamin biyosentezinin antizim ile diizenlenmesi (www.p.chiba-u.ac.jp).

Birgok fare ve insan habis tiimor hiicre hatlarinda AZ’in ekspresyonu, PA diizeyinde
hizli bir azalma ile birlikte tiimor hiicrelerinde hiicre 6liimiinii de tesvik etmistir. Bazi
antizim proteinleri ise mitokondride lokalize olurlar (Mitchell ve ark., 1998).
Mitokondride ODC bulunmadigindan dolayr bu organelde AZ’in fonksiyonu sasirtic
bir durumdur. Mitokondri, apoptozda rol oynayan en Onemli organel olarak
gosterilmistir. AZ’in mitokondri aracilifiyla aciga cikartilmast apoptoz sirasinda
ODC’m bozunmasini kolaylastirabilir. Buna ek olarak, apoptozda gbzlenen proteolitik
aktivite cogunlukla hiicre dongiisii ve hiicre sagkalimi i¢in gerekli olan proteinleri
etkiler. PA’ler hiicre dongiisii kontroliinde kritik bir role sahip olduklarindan dolayi,
ODC apoptoz iliskili proteazlar tarafindan bozunan bu proteinlerden biri olabilir.
Simdiye kadar ODC’in apoptoz iliskili sistein proteazlar (kaspazlar) tarafindan
proteolize olmasina dair kanit bulunamamis olsa da, bircok hayvan ODC’1 kaspaz-1 icin
potansiyel bir yarilma bolgesi icerir. ODC, potansiyel bir kaspaz-1 hedefidir. Schipper
ve arkadaslart (2000), in vitro calismalarda saflastinilmis kaspaz-1 ve transkribe
edilmis/translasyon olmus insan ODC’im kullanarak ODC bozunmasinin analiz

etmislerdir, bu kosullar altinda kaspaz-1 aktifken ODC bozulmadan kalir.
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2.1.3.1.2. Antizim Gen Ailesi

AZ’ler ¢ok eski bir gen ailesinden big¢imlenirler. Omurgali tiirleri icerisinde bir¢ok
izoformlar1 bulunur ve insanda en azindan farkli genler tarafindan kodlanan ve antizim
1, 2, 3, 4 olarak adlandirlan dort antizim bulunur (Coffino, 2001a) ve bunlar ii¢ ortak
ozellik paylasirlar. ODC’mn baglanmasi i¢in gerekli olan karboksi terminal parcasinda
daha giiclii olmak {iizere yapisal homoloji gosterirler, ODC ile iliskide bulunabilirler,
onun aktivitesini azaltirlar ve izoformlara bagli olarak potansiyel olarak ODC’in
yikimimi hizlandirirlar. Sonugta, AZ’lerin sentezlenmeleri PA’ler yoluyla stimule

edilmis olur.

Antizim 1 ve 2’nin herikisi de ODC’a baglanir, onu inhibe eder ve yaklasik olarak PA
alim inhibitorleri gibi etkilidirler. Antizim 2, ODC aktivitesinin geri doniisiimlii bir
inhibitorii olarak gorev yapmaktadir (Zhu ve ark., 1999). Bu yolla, enzim daha sonra
kullanilmak iizere depolanabilir. Antizim 4, ODC’a baglanir ve onu aktive eder (Ivanov

ve ark., 2000) ancak bunun biyokimyasal 6zellikleri heniiz a¢iga kavusturulamamastir.

2.1.3.1.3. Antizimlerin Diizenlenmesi

AZ  biyosentezinin  diizenlenmesindeki en ©6nemli faktor, hiicresel PA
konsantrasyonudur. PA’ler AZ’leri olduk¢a az goriilen bir mekanizma ile tesvik ederler
(Matsufuji ve ark., 1995) ve AZ mRNA’sinin hizli ve verimli bir sekilde ¢aligmasini
arttirirlar (Matsufuji ve ark., 1995; Ivanov ve ark., 1998). PA tiiketimi, belirgin bir
sekilde antizim 1 geninin transkripsyonunu azaltir. Yapilan bir calismaya gore, AZ
ekspresyonunun hiicre dongiisiine gore kontrol edildigi gosterilmistir (Bettuzzi ve ark.,

1999).

AZ’lerin diizenlenmesindeki ilgin¢ fakat halen agiklanamams konulardan biri de, AZ
inhibitor proteinleridir. Bu proteinler, AZ ile inaktive olmus ODC’1, bir AZ-ODC
kompleksi ile ODC’1n yer degistirmesi suretiyle tekrar aktive ederler (Fujita ve ark.,
1982). Bu proteinlerin ODC’a kars1 olan ilgileri AZ’lere gore daha yiiksetir (Kitani ve
Fujisawa, 1989; Murakami ve ark., 1989). Ancak bu proteinler enzim ektivitesi
gostermezler. AZ inhibitorlerinin ekspresyonu biiylimeye bagimli gibi goziikmektedir
ciinkii biiylimesi stimule edilmis fare fibroblastlarinda inhibitoriin hizli bir sekilde
tesvik edildigi saptanmustir. Yapilan calismalar, bu proteinin ODC’in ODC-AZ

kompleksinden ayrilmasimi saglayan ya da zayif ODC aktivitesine sahip oldugunu
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gostermekte ve AZ’ler tarafindan diizenlenen bilinmeyen fonksiyonlara sahip bir

protein ya da baska bir AZ olmasi olasiligini isaret etmektedir.

2.1.3.2. S-adenozilmetiyonin Dekarboksilaz

S-adenozilmetiyonin dekarboksilaz (SAMDC ya da AdoMetDC), PA biyosentezindeki
ikinci 6nemli enzimdir. Memeli hiicrelerinde (Pegg ve McCann, 1992), bitkilerde
(Slocum ve ark., 1984; Smith, 1985) ve biitiin organizmalarda (Tabor ve Tabor, 1985)
Spd ve Spm’in olusmasi i¢in gereklidir. SAMDC’ 1n biitiin formlar1 proenzim olarak
sentezlenir. Proenzimi kodlayan cDNA klonlar E. coli, S. cerevisiae, insan, si8ir, si¢can
ve hamster dokularindan izole edilmistir (Pegg ve McCann, 1992). Memelilerde
SAMDC proenzim olarak sentez edildiginde inaktif durumdadir. Daha sonra bu
proenzim esit bilyliklikteki o ve P alt iinitelerine boliiniir ve boylece enzim aktivite
kazanmis olur. SAMDC’in bilinen tiim formlarn kovalent bagli piriivat igerir.
Proenzimin boliinmesinde o-alt iinitesinin amino terminal serini piriivat prostetik

grubuna doniisiir.

SAMDC, Spd ve Spm’in biyosentezi icin ¢ok gerekli olan bir enzimdir. S-
adenozilmetiyoninin dekarboksilasyonu, bu bilesigi PA biyosentez yoluna sokar ve bir
metil verici olarak rol oynamasini saglar. SAMDC’ 1n aktif bolgesi, aktivite i¢in gerekli
olan bir sistein molekiilii igerir. Memeli hiicrelerindeki yar1 6mrii bir saat veya daha az
olan SAMDC’1n yikilmasi artan Spm ve Spd konsantrasyonuna bagli oldugu halde Put

konsantrasyonu ile herhangi bir alakas1 yoktur.

2.1.3.3. Spermidin Sentaz ve Spermin Sentaz

Spermidin sentaz (Spd-sentaz) ve spermin sentaz (Spm-sentaz), ODC ve SAMDC’dan
cok daha stabil olan aminopropiltransferazlardir. Bunlar dekarboksile haldeki SAM’den
bir aminopropil grubunu Put veya Spd’e transfer ederler. Bu sentazlarin aktiviteleri
ortamda bulunan substratlarinin varligi ile diizenlenir. Bu enzimler PA biyosentezinde
herhangi bir diizenleyici role sahip olmadiklart icin diger iki dekarboksilaza gore daha
az calisilmiglardir. Spd-sentaz bakteri (Bowman ve ark., 1973), bitki (Hirasawa ve
Suzuki, 1983) ve memelilerden (Pajula ve ark., 1979; Samejima ve Yamanoha, 1982;
Yamanoha ve ark., 1984; Raina ve ark., 1984; Kajander ve ark., 1989) izole edilmistir.
Her formun da ayni uzunlukta, identik iki alt iinite icerdigi saptanmistir. Spm-sentaz

sigir (Pajula ve ark., 1979) ve insan dokularindan (Kajender ve ark., 1989) izole
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icerdigi saptanmistir. Spd-sentaz aktivitesi reaksiyon iirtinii olan Spd varliginda, Spm-

sentaz aktivitesi ise Spm varliginda inhibe olur.

2.1.4. Poliamin Katabolizmasi

PA katabolizmasi, hiicresel aktivitenin kontroliinde PA biyosentezine gore diisiik
etkinlige sahip oldugundan arastiricilar tarafindan daha az ilgi gormiistiir. Bitki, bakteri,
mantar ve hayvanlarda PA’ler ¢esitli oksidazlar tarafindan oksitlenirler. Her bir oksidaz
farkli kofaktorlere ihtiya¢c duyarlar. Memeli hiicrelerinde iki tip PA katabolizma yolu
saptanmistir. Bunlardan ilki, Spm ve Spd’in Put’e doniistiigii kendi i¢inde doniisiim
yoludur. Bu yolda ilk basamak, Spm’in iki aminopropil grubundan birinin
spermidin/spermin N'-asetiltransferaz (SSAT) katalizorliiglinde asetilasyonu sonucu
N'-asetilsperminin olusumudur. Olusan N'-asetilspermin, PA oksidaz (PAO) araciligi
ile Spd ve bir aldehit olan 3-asetamidopropanale doniisiir. Spd’in aminopropil grubu ise,
spermidin/spermin N'-asetiltransferaz ile asetile olarak Nl—asetilspermidin olusmasina
neden olur. Nl—asetilspermidin ise daha sonra PAO ile Put ve 3-asetamidopropanale
doniisiir. Put, Spd ve Spm’e doniisebilecegi gibi sonradan metabolize de olabilir (Sekil
2.2).

Ikinci veya diger bir deyisle terminal PA katabolizma yolu, bakir iceren amin oksidazlar
aracilig ile primer amino gruplarinda gerceklesen bir oksidasyondur. Bu oksidasyon
sonucunda aminoaldehit olusumu gergeklesir ancak bunlar tekrar PA’lere doniismezler

(Sekil 2.2).

2.1.4.1. Spermidin/Spermin-N"-Asetiltransferaz (Diamin N-Asetiltransferaz)

Spermidin/spermin—Nl—asetil transferaz (SSAT), hiicre ici PA katabolizmasinin en
onemli enzimidir. Enzim, asetil koenzim A’dan bir asetil grubunu Spm veya Spd
aminopropil parcasina transferini katalizler (Casero ve Pegg, 1993). Olusan N'-
asetilspermin veya Nl—asetilspermidin daha sonra hiicresel PAO araciligi ile okside olur.
PAO, PA’leri sekonder amino azot bolgelerinden 1-asetilaminopropanal (N-asetil-3-
aminopropionaldehit) ¢ikisinin gerceklesmesi ile boler. PA yikimimin orami SSAT
aktivitesi ile diizenlenir. Bunun sebebi doku PAO aktivitesinin saptanabilecek miktarda

hiicre i¢i Nl—asetilspermin veya Nl—asetilspermidin olusturmada yetersiz olmasidir.
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Normalde hiicrede SSAT c¢ok diisiik miktarlarda bulunur ve olusumunu Spd, Spm,

hormonlar ve bilylime faktorleri tesvik ederler (Casero ve Pegg, 1993).

2.1.4.2. Poliamin Oksidazlar

PA’ler flavin iceren amin oksidazlar, bakir iceren diamin oksidazlar, Put oksidaz ve PA
oksidazlar (PAO) gibi c¢ok cesitli enzimlerin Kkatalizorliigiinde oksitlenerek
aminoaldehitleri olustururlar. PAO’lart iki biiylik gruba aymrmistir. Birinci gruptaki
oksidazlar diamin ve PA’lerin terminal amino gruplan iizerinde etkilidirler ve olusan
iiriinlerden biri amonyaktir. Ikinci gruptaki oksidazlar ise, Spm veya Spd’in
aminopropil yarimlarindaki sekonder amino gruplarina etki ederler (Morgan, 1980;

Mondavi, 1985; Morgan, 1989).

2.1.4.3. Bakir Iceren Oksidazlar

Sigir plazma diamin oksidazi memeli hiicrelerindeki bakira-bagimli amin oksidazlarin
prototipi olarak diisiiniilebilir. Bu enzim Spd ve Spm iizerine etki ederek bir
aminoaldehit [Nl—(4—aminobiitil)—aminopropanal] veya bir dialdehit [NN’-bis(3-
propanal)-1,4-diaminobiitan], amonyak ve hidrojen peroksit meydana gelmesine neden
olur. Bu enzim PA’lerin primer amino gruplarin1 (Israel ve ark., 1964), Put’i (Isobe ve

ark., 1980) ve bazi primer aminleri oksitler.

2.1.4.4. Flavin Adenin Diniikleotid (FAD) Iceren Amin Oksidazlar

Peroksizomal ve/veya sitoplazmik FAD iceren enzimler cogunlukla tiim memeli
dokularinda bulunurlar (Holttd, 1977; Seiler ve ark., 1980). Sican karacigerinde bulunan
PAO Spm ve Spd’in oksidasyonunu Kkatalizledigi halde Put’in oksidasyonunu
katalizlemez (Holttd, 1977). Bu enzim Spd veya Spm’in sekonder amino gruplarina etki
ederek 3-aminopropanal meydana gelmesini saglar. Nl-asetilspermin Spd’e ve N1-
asetilspermidin Put’e oksitlenir ve her iki durumda da N-asetil-3-aminopropanal
meydana gelir. PAO aktivitesi hemen hemen tiim dokularda yiiksektir. FAD iceren PAO

ise tiim memeli dokularinda ve kiiltiire edilmis memeli hiicrelerinde bulunur.

2.1.5. Poliamin Homeostasi

Hiicre ici PA havuzunun biiyiikliigii ve dengesi PA’lerin de novo sentezi, kendi i¢inde
doniigiimleri, terminal yikimlari, disaridan alimmalar1 ve salgilama yolu ile korunur.
Organlarin biiyiimeleri, yenilenmeleri ve metabolizmalart icin PA’lere ihtiyac

duymalar1 nedeni ile viicut PA havuzu da aymi sekilde korunur. Organizma PA’leri
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kendi kendine sentez edebilme yetenegine sahip olsa da, viicut besin veya mikrobiyal

floradan saglanan dis kaynakli PA’lere de ihtiya¢ duyar (Sekil 2.4).

H
Diyet§$

Poliamileri ] Poliamin Havuzu

; Spm o
Organlar
— /-;n—li:ninlcrin I{m—di\*a GUEED

Alim Spd
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o

Mikrobiyal
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Sekil 2.4: Memeli hiicrelerinde poliamin homeostazi (Schipper, 2000 den degistirilerek).

PA’lerin de novo sentezi ODC ve SAMDC’in aktivitesi ile meydana gelir. ODC ve
SAMDC diizeyi biiyiime ve gelisme sirasinda oldukga yiikselir. Bu durum biyosentez
enzimlerinin aktiviteleri, hormonlar, biiytime faktorleri, karsinogenler ve ilaglar gibi
uyaricilar tarafindan hizh bir sekilde tesvik edilir (Tabor ve Tabor, 1984). Memeli
hiicrelerinde ODC’in substrati olan ornitin, karacigerde ve bobrekte argininden
sentezlenir. Spm ve Spd sentezinde aminopropil kisimlarin Onciisii metiyonindir.

Metiyonin havuzunun % 20-30 u PA biyosentezi i¢in kullanilir.

PA’ler ve bunlarin asetile formlarn hiicreler tarafindan salgilanabilirler. Bu sirkiile
haldeki PA’ler ve bunlarin asetile aracilar1 PA’lere ihtiya¢ duyan hiicreler tarafindan
almip tekrar kullanilabilirler. Biyolojik sivilar yoluyla bir hiicreden digerine PA
taginmasi, tasiyici gerektiren bir olaydir. Sirkiile PA tasiyicilan cgesitli proteinler veya
hiicreler (periferal kan hiicreleri) olabilirler. Moulinoux ve arkadaglar1 (1996), % 95 den
fazla sirkiile Spd ve Spm’in kirmiz1 kan hiicreleri ile tasindigin1 ve bu hiicrelerdeki PA
diizeyinin tiimor nakledilmis hayanlardaki tiimor gelisimi ile iliskili oldugunu

gostermiglerdir. Bu calismadan ve diger hayvan modelleri iizerinde yapilan
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arastirmalardan ¢ikartilan sonuglara gore, kirmizi kan hiicrelerinin PA diizeyi normal ve

kanserli dokularin proliferasyon durumunu yansitmaktadir.

Organlar aras1 PA tasinmasi, sirkiille PA’ler araciligi ile gerceklestirilir. Bu PA’ler
normal ve kanserli dokularin gelisimlerinin desteklenmesinde aracilik ederler. Bu
ekstrasellular PA’ler hem hiicresel ve hem de biitiin organizma boyutunda biiyiimenin

homeostatik kontroliinde énemli bir role sahiptirler.

2.1.5.1. Besinsel Poliaminler

Farkli yiyeceklerde yapilan sistemik analizler, normal bir diyetin PA miktarinin yeterli
oldugunu gostermektedir (Bardocz ve ark., 1995; Ralph ve ark., 1999). Tiim bitkisel ve
hayvansal besinler farkli miktarlarda PA icermektedirler. Kirmizi et Spm, balik ise Put
bakimindan zengindir. Siitte Spd dominant PA’dir. Peynirde ise, Put ve Spd olduk¢a
fazladir. Bu verilere gore, yetiskin bir insanin almasi gereken giinlik PA miktar
yaklagik olarak 350-500 umol diir. Meme siitiinde ve ticari siitte yapilan analizlerde,
memeden beslenen bebeklerin daha fazla PA aldiklar1 goriilmiistiir (Romain ve ark.,

1992).

Besinler temel amino asitler gibi PA’leri de igerirler. Besinlerden karsilanan PA’lerden
sadece bir boliimii viicut tarafindan kullanilabilir. Radyo aktif isaretli PA’lerle yapilan
calismalarda, PA’lerin bagirsak tarafindan pasif diifiizyonla alindigr gosterilmistir

(Hughes ve ark., 1998; Bardocz ve ark., 1999).

Besinsel PA’ler absorbe edilebildikleri gibi, sistemik sirkiillasyondan da gecebilirler.
Boylelikle viicuttaki biitiin dokulara ulagabilirler ve PA homeostasina katkida
bulunurlar. Yeni dogmus ve genc bireylerde, biiyiime ve gelisme yogun oldugu i¢in PA
ihtiyac1 da yiiksektir. Yetigkinlerde yara iyilesmesi gibi yogun hiicre boliinmesine

gereksinim duyulan dénemlerde PA’ler 6nemli rollere sahiptirler.

Neoplastik biiyiimede de, PA’lerin yiiksek konsantrasyonlari séz konusudur. Cesitli
hayvan tiimor modelleri iizerinde yapilan calismalar, PA icermeyen bir diyetin daha
fazla PA tiiketimine katkida bulundugunu ve PA metabolik inhibitorlerinin timor

gelisimini durdugunu gostermistir (Quemener ve ark., 1994).
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2.1.5.2. Mikrobiyal Flora

Gastrointestinal sistemde bulunan bakteriler PA’leri, 6zellikle Put ve Spd’i sentezlerler
(Paulin ve ark., 1983). Gastrointestinal sistemdeki mikrobiyal flora tarafindan iiretilen
PA’lerin viicut PA havuzuna yaptiklan katkilar halen tartisma konusudur. Osborne ve
Seidel (1990), Put’in bagirsak bakteriler tarafindan sentezlendiklerini gostermisler
ayrica bunlarin absorbe edildiklerini ve hatta proksimal bagirsaga enterohepatik dolagim

yolu ile tagindiklarini da kanitlamiglardir.

2.1.6. Poliaminlerin Tasinmasi

PA tasinma sistemi, hiicrelerin PA ihtiyacindaki degisimlere cevap olarak isler.
PA’lerin hiicresel alim mekanizmasi genellikle besinler ve bagirsak florasindan tekrar
geri kurtarilmalarimi saglar. Memeli organizmalarinda PA’ler bagirsak sisteminden

alinir ve idrarla atilir (Quemener ve ark., 1994).

Cogu hiicre az veya cok oranda PA sentezleme yetenegine sahiptir. Tiimor ve hizli bir
sekilde gelisen normal hiicreler ilave PA’lere ihtiya¢ duyarlar. Hizli cogalan hiicrelerde
PA alimi, dinlenme halindeki hiicrelere oranla daha fazladir. Hiicre gelisimindeki artis,
hem hiicre ici biyosentezindeki artisla ve hem de disaridan alimla iliskilidir (Seiler ve
Dezeure, 1990; Seiler ve ark., 1996). PA’leri disaridan alan hiicreler i¢in yiyecekler ile
alman, bagirsak mikroorganizmalarinin sentezledikleri veya diger hiicrelerin saldiklar

PA’ler kaynak olarak kullanilir (Seiler ve ark., 1996).

Biitiin memeli hiicreleri aktif PA tasima sistemine sahiptirler. Bircok hiicre PA’leri
tasiyict ve enerji gerektiren mekanizmalarla disaridan alirlar. Bu tasiyici sistemin en
azindan membran potansiyeli ile ¢alistig1 bilinmektedir (Poulin ve ark., 1998). Put ve
Spd tasinmasi Na* a hassas olabilir ancak Na* bagimli degildir. Spm alimi ise, hiicre dis1
Na* daki degisimlerden etkilenmez (Morgan, 1999). Ca®*, Mn** ve Mg®* gibi iki
degerlikli katyonlar Put ve Spd tasinmasi icin gereklidir (Brachet ve ark., 1995).
Tasiyicilarin alim islemine nasil katkida bulunduklari halen tartismalidir ve tasiyici

sayisinin hiicre tipine gore degisiklik gosterdigi gozlenmistir.

Cogu hiicre Put, Spd ve Spm i¢in tekli bir tasiyiciya sahiptir (Seiler ve ark., 1996).

Tasiyicilar i¢in benzerlik Put den Spm’e dogru degisen pozitif yiiklerle artar. Bununla
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birlikte, hiicre bagina ¢oklu tasiyict tipleri seyrek bir olay degildir. Ornegin, insan damar
endotel hiicrelerinde iki tasiyici vardir. Bunlardan biri her iic amini tagima kapasitesine
sahipken, digeri Spm ve Spd tarafindan paylasilir (Morgan, 1992). Bundan baska porsin
aortik endotel hiicrelerin Put i¢in bir ve diger iki PA icin de iki adet olmak iizere toplam

lic adet tasiyiciya sahip olduklar1 kanitlanmistir (Bogle ve ark., 1994).

Proteinler ve memeli hiicrelerindeki PA tasima sistemi olusumlar1 tam olarak
bilinmemektedir. Memeli hiicrelerinin plazma membranlar1 {izerinde 1513a hassas
isaretleme methodlar1 kullanilarak bircok PA-baglayict protein kesfedilmis ancak
bunlarin PA transferine olan katkilar1 tam olarak kesinlik kazanmamistir (Felschow ve
ark., 1995; Felschow ve ark., 1997). Yiiksek hiicre ici PA diizeyi ¢evreden PA

transferini inhibe eder.

Bagirsak mukozasi ve alveolar epitel onemli PA transferlerinin gerceklestigi dokulardir
(Hoet ve Nemery, 2000). Bagirsak mukoza enterositleri PA’leri bagirsak liimeninden
alir. Buna ek olarak, epitelden gerceklesen pasif diiffiizyon da total PA tasinmasina
yardimc1 olabilir (Milovic ve ark., 2001). Bagirsaktan alinan PA’lerin mukozanin
yenilenmesi ve biiyiimesi i¢in (Osborne ve Seidel 1989; Wang ve ark., 1991) ve ayrica

tiimor gelisimine (Sarhan ve ark., 1992) yardim etmede 6nemli olduklar gosterilmistir.

2.2. Poliaminler ve Hiicre Devri

Uzun yillardir yapilan calismalarla PA’lerin hiicre devri sirasinda spesifik rollere sahip
olduklar1 gosterilmistir (Heby ve ark., 1973; Seidenfeld ve ark., 1981). Yapilan ilk
calismalarda PA diizeyinin G1 ve S fazlarinda arttig1 ve PA tiiketimine bagli olarak G1
den S fazina geciste inhibisyon meydana geldigi gosterilmistir (Heby ve ark., 1973).

Hiicre dongiisiinde ozellikle PA analoglarinin S fazinda geciktirmeye neden olduklari
gozlenmistir (Alm ve ark., 2000). Buna gore, hiicre dongiisiiniin cesitli fazlarinda PA’
lere ihtiya¢c duyulmaktadir. Hiicre dongiisii sirasinda PA diizeyinin diizenlenmesi ve PA
biyosentezinin kesilmesi i¢in hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, PA’lerin hiicre

dongiisiinii diizenleyen proteinlerle iliskide olduklar1 olasiligim yiikseltmektedir.
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Uzun yillardan beri, hiicre dongiisii sirasinda hem ODC ve hem de PA
konsantrasyonlarinda degisimler meydana geldigi bilinmektedir (Heby, 1981). PA
iceriginin artmasim takiben G1 fazinda, G2 fazinda ve mitozdan once ODC’1n artis
gosterdigi saptanmistir (Bettuzzi ve ark., 1999). Bu nedenle hem PA’lerin ve hem de
siklin/CDK’larin hiicre dongiisii boyunca fazli degisimler gosterdigi saptanmistir. Bir
goriige gore, PA’ler siklin yikimim diizenlerler (Thomas ve Thomas, 2001). Hiicre ici
PA konsantrasyonunun hiicre dongiisiinde 6nemli hiicresel kontrol noktalarinin hem
pozitif ve hem de negatif yonde diizenlenmesinde rol oynadigi bulunmustur. Bu durum,
PA konsantrasyonunun dongii boyunca neden kontrol edildigini de agiklamaktadir
(Kramer ve ark., 2001; Oredsson, 2003). ODC’1n ilk olarak G1 fazinda ve ikinci olarak
da protein sentezinin inhibisyonu sirasinda artmasi, hiicrenin S fazina girisi icin Put’in

gerekli oldugunu gostermektedir (Pyronnet ve ark., 2000).

Hiicre dongiisii sirasinda ODC ve SAMDC bifazik bir sekilde aktive olurlar. Ilk
aktivasyon ge¢ Gl de, ikinci aktivasyon ise S/G2 gecisinde meydana gelir. ODC
aktivasyonu G1/S gegcisi ile birlikte pRB iizerinde siklin D1/CDK4’iin ilk fosforilasyon
aktivitesi sonucu olabilir. Pyronnet ve arkadaslar1 (2000), ODC’1n ikinci aktivasyon
pikinin G2/M gecisinde oldugunu bulmuslardir. CHO hiicrelerinde (Chinese hamster
ovary) hiicre dongiisii sirasinda, ODC ve SAMDC aktivitelerinin diizenlenmesinde
transkripsiyonel ve post-transkripsiyonel mekanizmalarin rolii aragtirilmis ve her iki
enzimin mRNA diizeylerinin hiicre dongiisii sirasinda iki katina ¢iktigi ve ayn1 zamanda
enzim aktivitelerinin yar1 dmiirlerinde artis meydana geldigi goriilmiistiir (Fredlund ve
ark., 1995). ODC mRNA diizeyinin iki katina ¢ikmasi, enzim aktivitesinin iki katina
cikmasi ile birlikte S fazinin sonunda meydana geldigi saptanmistir. Ayni sekilde,
SAMDC mRNA diizeyinin iki katina ¢ikmast SAMDC aktivitesinin ikiye katlandigi
GI1/S gecisi sirasinda, ikinci artisin ise S/G2 gecisi esnasinda meydana geldigi

goriilmiistiir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5: Poliamin metabolizmasinin hiicre devri proteinleri ile iliskisi. Hiicre devrinin
G1/S ve G2 fazlarinda hem poliamin ve hem de ornitin dekarboksilaz (ODC)
konsantrasyonunda artis meydana gelir. (SSAT) diizeyindeki degisimler ise M fazinda
gozlenir. Siklinlerin ve sikline bagiml kinazlarin (CDK) ekspresyonlarindaki degisimler ve
cesitli CDK inhibitorleri hiicre devrinin herbir fazina spesifiktir (Wallace ve ark., 2003).

CDK inhibitorleri (CDKI) olarak adlandirilan bir grup molekiil, siklin-CDK
kompleksinin aktivitesini bloke ederek hiicre dongiisii ilerlemesini durdururlar (Tsihlias
ve ark., 1999; Pestell ve ark., 1999). Hiicre dongiisii proteinlerinin sentezini, yikimini ve
aktivasyonunu degistiren sinyal iletim olaylar hiicre dongiisiine ya yardim eder ya da
onu inhibe ederler. PA’lerin hiicre biiyiimesi ve hiicre dongiisiindeki kritik rolleri
siklinler, CDK’lar ve CDKI’'ler ile PA‘ler arasindaki etkilesimin tanimlanmasini

gerektirmektedir.

2.2.1. Sikline Bagimh Kinaz inhibitorleri

Dogal CDK inhibitorleri (CDKI), CDK’larin enzimatik aktivitelerini diizenlemede
onemli rollere sahiptirler. Bu proteinler siklin-CDK kompleksine baglanarak CDK’larin
aktivitelerini inhibe eder ve hiicrenin hiicre déngiisiine girisini engellerler. P16™<*
(Cdk4/siklin D1-D3 inhibitorii) (Nobori ve ark., 1994) ve p21<*! 5P WAFL (gene] CDK
inhibitorleri) (Noda ve ark., 1994) gibi dogal CDKI’lerin tiimor baskilayicilar olduklart
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saptanmistir. Ayrica bu dogal inhibitorler butirolakton, flavopridol, olomisin,
roskovitin, purvalanol ve indirubin gibi farkl tipte kiiciik sentetik inhibitor molekiilleri
kismen tatklit edilebilmektedir (Meijer ve ark., 1999; Sielecki ve ark., 2000). Dogal
CDKI ailesi ve/veya CDKI transkripsiyonunu kontrol eden genlerin (p53) kanser
hiicrelerinde en sik mutasyona ugramis proteinlerin iiyeleri olduklari saptanmis ve
kanser tedavisinde bunlarin biyolojik aktivitelerini taklit eden sentetik molekiiller
giderek ilgi ¢ceken adaylar haline gelmislerdir. Yapilan son calismalarda sentetik CDK
inhibitorlerinin ¢ogalmaya ket vurucu aktiviteleri in vivo olarak gosterilmis ve
aragtiricilar tarafindan bunlarin yeni anti-kanser ajanlar olarak kullanilabilecekleri

saptanmuigtir.

Vesely ve arkadaglar1 (1994), bir bitki hormonu grubu olan sitokininlerle yaptiklar
calismalarda, CDK1, CDK2 ve CDKS kinazlarin spesifik inhibitorii olan olomisini
(OC) sentezlemislerdir. OC, hiicreleri G1/S ve G2/M smirinda durdurma kapasitesine

sahiptir.

Aym aragtiricilar son yillarda, OC den daha spesifik ve daha etkili yeni bir grup CDKI
grubunu sentezlemislerdir (Kovarova ve ark., 2000). Bu grubun bir iiyesi olan bohemin
(BOH), bir CDK1/siklin B inhibitoriidiir (Sekil 2.6). BOH in in vitro ve in vivo sartlar

altinda bir¢ok tiimor hiicre hattinda giiclii sitotoksik etkiye sahip oldugu saptanmustir.

Sekil 2.6: Boheminin kimyasal yapisi.
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2.3. APOPTOZ

Programli hiicre 6liimii (apoptoz) ve hiicre biiyiimesi bir biitiiniin iki parcasidir. Her
ikisini de diizenleyen biyolojik yollar kismen birbirleriyle kesisirler ve bazi hiicre
tiplerinde hiicre c¢ogalmasini tetikleyen bir sinyal veya fizyolojik durum diger
hiicrelerde ya da olaylarda apoptotik hiicre 6liimiine yol acabilir. Bu nedenle, PA’lerin
hiicre biiyiimesine ek olarak apoptozun diizenlenmesinde rol oynamalan sasirtict bir
durum degildir. Paradoksal olarak PA’lerin apoptozda destekleyici ya da koruyucu

ajanlar olarak gorev yapabildikleri goriilmiistiir (Schipper ve ark., 2000).

Okaryotik hiicreler, hiicresel intihar1 gergeklestiren ve apoptoz olarak bilinen genetik bir
programa sahiptir. Apoptoz, gelisim sirasinda programlanmis hiicre 6liimii olarak da
bilinen, hiicre veya dokularin ortadan kaldirilmasi, genetik olarak zarar gormiis
hiicrelerin yok edilmesi ve T lenfositlerin se¢imi sirasinda rol oynar. Nekrozdan farkli

olarak apoptoz, inflamator bir cevaba eslik etmez.

2.3.1. Poliaminler ve Apoptotik Hiicre Oliimii

PA’lerin apoptozla olan iliskisini agiklayan bir ¢ok literatiir bulunmaktadir. Yapilan
aragtirmalarda ODC aktivitesindeki ya da PA’lerin diizeyindeki degisimlerin bircok
hiicre sisteminde apoptozu indiikledigi gosterilmistir. Bunun disinda, apoptotik hiicre
O0limii siirecinde PA enzim inhibitorleri ya da analoglarinin kullanilmas: ile PA
homeostasinin engellenmesi sonucu meydana gelen etkiler, PA’lerin apoptotik hiicre

Olimiiniin kontroliinde 6nemli faktorler olduklari fikrini gli¢lendirmektedir.

PA diizeyindeki, ozellikle Spd ve Spm diizeyindeki azalma apoptoz olayinda sik
rastlanan bir durumdur (Manchester ve ark., 1993; Tome ve ark., 1997; Penning ve ark.,
1998; Moffatt ve ark., 2000; Nitta ve ark., 2001). PA’lerin tiikketimi, pS3/p21/p27 hiicre
dongiisii diizenleyici yollarinin etkilenmesi ile apoptoza ya da hiicre dongiisii
tutulmasina sebep olabilir (Kramer ve ark., 1999; Ray ve ark., 1999; Li ve ark., 1999).
Bunun disinda PA’ler iyon tasinmasinin diizenlenmesinde, hiicre membranlar1 ve
kromatin yapist gibi énemli hiicresel komponentlerin stabilizasyonunda oldukga etkili
rollere sahip olduklarindan diizeylerindeki azalma hiicresel yapilarin stabilitelerinin
bozulmasina, hiicre biitiinliigiiniin kaybolmasina ve sonucta hiicre 6liimiiniin meydana

gelmesine sebep olur (Schipper ve ark., 2000) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7: Apoptoza aracilik eden poliamin diizeyi ve bunu diizenleyen yollar
(Schipper, 2000).

Apoptozda PA’lerin rolleri ile ilgili genel sonuglar1 belirlemek zor oldugundan,
PA’lerin apoptoza kars1 korumada oldugu gibi apoptozu tesvik etmeye ve

hassaslastirmaya da katkida bulunduklan diisiiniilmektedir (Schipper, 2000).

PA’lerin apoptozdaki rolleri halen kesinlik kazanamadigi halde, bu c¢ok yiiklii
molekiillerin diisiik diizeyleri gibi, yiiksek diizeylerinin de bunlarin hiicresel
etkilesimlerini onledigi saptanmistir. PA’lerin uygunsuz faaliyetleri hiicre dongiisiinii
etkiler ve programlanmis hiicre 6liimiine yol agar. Benzer bir yolla, PA analoglar da

PA’lerin fonksiyonel hiicresel bolgelerini engelleyerek apoptozu tesvik edebilir.

Gergekte PA diizeyleri apoptotik siire¢ sirasinda azahir. Ilk ODC aktivitesinin

indiiksiyonundan ve Put {liretiminin ardindan PA’lerin azalmasi cesitli caligmalarda
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gosterilmigtir.  PA  diizeylerindeki bu azalma, ODC’in yikimindan, PA’lerin
transglutaminaz araciligiyla proteinlere dahil edilmesinden, PA katabolizmasi ve
PA’lerin digsar1 atilmindan dolay:1 olabilir. Tiim bu islemler aktif veya pasif olarak

apoptotik hiicre 6liimiiniin yerine getirilmesine katkida bulunabilirler.

PA’lerin ¢ok diisiik diizeylerinin bile apoptozu bir iki nedenden otiirii ¢ok iyi bir sekilde

destekleyebilecegi diisiiniilmektedir:

= PA tiiketimi, hiicre dongiisiiniin durdurulmas1 veya p53/p21/Rb gibi hiicre
dongiisti diizenleyicilerini etkileyerek apoptozu meydana getirebilir (Kramer ve

ark., 1998).

= PA’ler iyon taginmasinin diizenlenmesinde ve hiicre membranlari, kromatin
yapis1 gibi onemli hiicresel komponentlerin stabilizasyonunda rol alirlar. Bu
nedenle, PA diizeyindeki azalma, bu hiicresel yapilarin stabilizasyonunun
azalmasina neden olur ve hiicre biitiinligliniin bozulmas1 sonucunda hiicre
Olumii indiiklenmis olur. Cesitli calismalarda, disaridan ilave edilen PA’lerin
hiicreyi hiicre oliimiine kars1t koruduklar1 ve bu da PA’lerin hiicre canlilign ve

sagkalimi icin gerekli olduklarin1 gostermektedir.

PA iiretimine neden olan cesitli faktorler ve PA’lerin hiicresel fizyolojide sergiledikleri
coklu faktorler PA’lerin hiicre ¢ogalmasi kadar hiicre oliimiinde de dnemli hiicresel
diizenleyiciler olduklarim ortaya koymaktadir. Yapilan caligmalar sayesinde PA’lerin,
bir hiicrenin biiyiimesinde, farklilagsmasinda, sagkaliminda ya da 6liimiinde son karari

verecek olan kontrol mekanizmasinin bir pargasi oldugu biraz daha agiklanmaktadir.
PA’lerin hiicre kinetigindeki davraniglarinin 6neminin anlasilmasi ile, kanser ve diger

hastaliklarin tedavisinde kemoterapotik ajanlar olarak potansiyel Onem tasimalart

kacimilmazdir.
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2.3.2. Poliaminlerin Sitotoksik Etkileri

Yapilan aragtirmalarda PA’lerin cesitli kosullar altinda hiicreler iizerinde toksik etkilere
sahip olduklar1 saptanmistir (Allen ve ark., 1979; Gahl ve Pitot, 1979). Bununla birlikte
yiikksek PA konsantrasyonlarinin hiicre biiyiimesine kars1 zararli oldugu ve apoptotik
(Tome ve ark., 1994; Tobias ve Kahana 1995; Poulin ve ark., 1995; Xie ve ark., 1997)
hiicre 6liimiinii tetikleyebilecegi gosterilmistir (He ve ark., 1993; Poulin ve ark., 1993).
Serum amin oksidaz veya hiicre i¢ci FAD-bagimli PA oksidazlar ile Spd ve Spm’in
oksidasyonu, apoptozun kuvvetli tetikleyicileri olan hidrojen peroksit ve
aminoaldehitlerin meydana gelmesine neden olur (Parchment ve Pierce, 1989; Ha ve
ark., 1997). Bununla birlikte PA’lerin oksidasyon olmadan da apoptozu
tetikleyebildikleri saptanmistir (Brunton ve ark., 1991; Alhonen ve ark., 2000). Ancak

hiicrede hangi mekanizmanin asil role sahip oldugu halen bilinmemektedir.

PA’ler bakimindan zengin kiiltiir besiyerinde yetistirilen ya da zengin hiicre i¢i PA
konsantrasyona sahip hiicreler i¢in PA’ler hiicreler iizerinde toksik etki yapabilirler. Spd
ve Spm’in in vitro sitotoksisitesi yillar once yapilan calismalarda gosterilmistir (Gahl ve
Pitot, 1979; Allen ve ark., 1979). Eger besiyerinde gevis getiren hayvanlarin serumu
kullanilmigsa, PA’lerin kiiltiir hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkileri gozlenebilir (Allen
ve ark., 1979) ve bu durum bakir iceren bir amin oksidaz inhibitorii olan aminoguanidin
kullanilarak ortadan kaldirilabilir. Daha sonraki caligsmalarda bu tip sitotoksisitenin,
gevis getiren hayvanlarda fazla miktarda bulunan ve hidrojen peroksit ya da iire gibi
hiicre i¢in zararh olan bilesiklerdeki Spd ve Spm’i yikan serum amin oksidazlara bagl

oldugu gosterilmistir (Tabor ve Tabor, 1984; Seiler, 1987).

Hiicre i¢i PA birikimi PA katabolizmasim stimule eder ve sitotoksik metabolitlerin
tiretimini arttirabilirler. Bu sitotoksik metabolitler detoksifiye edici diizenleyicilerin
eksikliginde hiicre oliimiine neden olabilirler. Bu nedenle PA oksidasyonu PAO
tarafindan katalizlenir ve bunun sonucunda olusan hidrojen peroksitin apoptotik hiicre
Olumiinii tesvik ettigi belirlenmistir. Bununla birlikte bazi sigcan dokularindaki PAO’1n
in situ lokalizasyonu iizerine yapilan ¢aligmalarda peroksit ve oksijen radikallerini
detoksifiye edici enzimler tarafindan notralize edilebildigi saptanmistir (Van-Den-

Munckhof ve ark., 1995).
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Yapilan arasirmalarda PA’lerin hem kendilerinin ve hem de oksidatif metabolitlerinin
hiicreler iizerinde toksik etkiler yaratabildigi belirtilmistir (Brunton ve ark., 1991).
Yapilan diger caligmalar ise prostat kanseri hiicrelerinde in vitro kosullarda mikromolar

diizeyde verilen Spm in hiicre lizizine sebep oldugunu gostermektedir.

PA’ler ayrica in vivo kosullarda da toksik olabilirler (Seiler, 1991) ancak halen PA’lerin
kendilerinin ve/veya metabolitlerinin toksik etki yaratabilecegi tartismalidir. Smith ve
arkadaslar1 (1995), bir tiir prostat kanseri hiicre hattina Spm enjekte etmisler ve solid
timor gelisiminin baskilandigim1 gérmiislerdir. Bunun sonucunda prostatta oldukga
fazla miktarda bulunan Spm’in endojen bir prostat kanseri inhibitdrii olarak rol

oynayabilecegi sonucu cikartilabilir.

2.3.3. ODC’m Apoptozla Olan iliskisi

Farkli hiicre sistemleri ile yapilan c¢esitli calismalar apoptotik hiicre 6liimiiniin
tetiklenmesinden sonra ODC aktivitesinin hizli bir sekilde arttigin1 gostermistir
(Grassilli ve ark., 1991; Manchester ve ark., 1993; Desidero ve ark., 1995; Penning ve
ark., 1998; Lindsay ve Wallace, 1999). ODC bazi durumlarda apoptozun
diizenlenmesinde ¢ok aktif bir role sahip olabilir. Bu da c-myc proto-onkogeninin fazla
ekspresyonu ile apoptozun direkt bir aracisinin tetiklenebilecegini isaret etmektedir
(Packham ve Cleveland, 1994). Yapilan calismalarda ODC’1n c-myc’nin neden oldugu
apoptozun bir aracist oldugu ve c¢-myc’nin transkripsiyon diizeyinde ODC

ekspresyonunu diizenledigi saptanmistir (Bello-Fernandez ve ark., 1993).

ODC inhibitorii olan o-diflorometil ornitinin (DFMO), hemen hemen biitiin hiicre
sistemlerinde apoptozu inhibe ettigi tesbit edilmistir (Ray ve ark., 2000). Bununla
birlikte, DFMO tedavisinin diger bir PA biyosentez enzimi olan SAMDC’1 pozitif
yonde regiile ettigi, Put ile Spd diizeylerini azalttifi ancak Spm diizeyini ¢cogunlukla
arttirdigr  saptanmistir. SAMDC inhibitorleri (Satoh ve ark., 1999) ve Spd/Spm
analoglar1 (Shah ve ark., 2001) genellikle apoptozu tesvik eder.

Farkli hiicresel sistemler kullanilarak yapilan ¢aligmalarda apoptotik hiicre 6liimiiniin

tetiklenmesinden sonra ODC aktivitesinde hizli bir artis oldugu ve apoptozda ODC’in

aktif bir rolii oldugu gosterilmistir. ODC’1n apoptozdaki dogrudan rolii Packham ve
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Cleveland (1994), tarafindan gosterilmistir. Bu arastiricilar tesvik edilmis ODC
ekspresyonunun sitokinden yoksun birakilmig interlokin-3’den (IL-3) bagimsiz
hiicrelerde apoptozu hizli bir sekilde tetikledigini ve ayrica c-myc’nin ODC araciligi ile
meydana gelen apoptoz ile farkli mekanizmalarla gerceklesen hiicre cogalmasini tegvik
ettigini ileri siirmiiglerdir (Packham ve ark., 1996). Bu sonuglar bize, apoptoz ile hiicre
cogalmasinin birbirlerine bagh oldugunu ve apoptotik mekanizmalarla hiicre dongiisii
mekanizmalarinin ortak diizenleyicileri kullandiklar1 fikrini vermektedir. c-myc, siklin
D3, p53, pRb ve E2F gibi hiicre dongiisii diizenleyicileri apoptozda da aktif olarak rol
oynamaktadir (King ve Cidlowski, 1998).

Eger ODC apoptozda aktif bir rol oynuyorsa, azalmis ODC enzim aktivitesi apoptozun
olusumunu ya da ilerlemesini inhibe etmelidir. Ger¢ektende, artan ODC yikimi insan
fibroblastlarinda apoptozu onlemistir (Tewari ve ark., 1998). Buna ilaveten ODC
aktivitesinin DFMO ile bloke edilmesi hemen hemen biitiin sistemlerde apoptozu inhibe
eder. DFMO uygulamasi ile PA metabolizmasinin diger enzimleri pozitif yonde
diizenlendigi ve Put ile Spd diizeyi DFMO ile azaldig1 halde, Spm diizeyi genellikle

yiikselir.

Yapilan bir ¢ok calismada apoptozun erken evresinde ODC’in arttigt ancak PA
diizeyinin genellikle azaldigr gosterilmisti. ODC’in gorevini yapamamasi ve PA
diizeyinin artmasi hiicre Oliimii sirasinda ODC’in vaktinden Once bozunmasindan

kaynaklanabilir.

2.3.4. Poliamin Kataboliazmasinin Apoptozdaki Rolii

Hiicre ici PA diizeyinin azaltildigi diger mekanizma da PA katabolizma enzimlerinin
islevi ile meydana gelen mekanizmadir. SSAT, cesitli toksik ajanlar ve diger stres
uyaricilari ile tesvik edilir (Xiao ve Casero, 1995). Apoptozda SSAT 1n ekspresyonunda
artis oldugu saptanmistir (Desiderio ve ark., 1995; Ha ve ark., 1997). Buna gore, PA

katabolizmasinin stimulasyonu, hiicre 6liimiinde genel bir hiicresel cevaptir.
Apoptozda SSAT ve PAO’in rolleri HL-60 hiicrelerinde arastirillmistir (Lindsay ve

Wallace, 1999). Apoptozun maksimum oldugu anda SSAT ile PAO’in enzim

aktivitelerinin degismedigi, buna karsin total PA diizeyinin azaldig1 ve PA’lerin hiicre
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digina atilminda bir artisin meydana geldigi saptanmistir. Schipper ve arkadaslar
(2000), prostat kanseri hiicrelerinde apoptoz sirasinda SSAT’in indiiklendigini
gostermisglerdir. Bu sonu¢ PA katabolizmasinin apoptozun nekrotik devresi ile alakali

oldugunu gostermektedir.

2.3.5. Apoptoza Karsi Poliaminlerin Koruyucu islevleri

Spm biyosentez enzimi olan SAMDC’1n inhibitorleri ile yapilan caligmalar, Spm’in
apoptotik hiicre oliimiine karsi hiicresel bir direncte rol aldigin1 gostermistir. SAMDC
inhibitorleri olan MGBCP veya MGBG’in cesitli kanser hiicre hatlarinda apoptozu
tesvik edebildikleri saptanmistir (Satoh ve ark., 1999; Hashimoto ve ark., 1999).
Disaridan eklenen Spm, MGBCP tarafindan uyarilan apoptozu kismen onlemistir.
MGBCP gibi MGBG’nin de, Burkitt’s lenfoma, PC-3 prostat kanseri ve MCF-7 meme
kanseri hiicre hatlarinda p53’den bagimsiz bir mekanizma yolu ile apoptozu arttirdigi

gosterilmistir (Davidson ve ark., 1998).
Spm’in koruyucu etkisi tam olarak anlagilamamistir ancak endonukleaz inhibisyonu,

DNA’nin stabilizasyonu (Brooks, 1995; Basu ve ark., 1997) ya da oksidatif strese kars1

DNA’nin korunmasi (Ha ve ark., 1998) gibi degisik mekanizmalar belirlenmistir.
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2.4. KANSER

PA’ler hiicre ¢ogalmasi icin gerekli molekiillerdir ve tiimor hiicrelerinin gelisimi
sirasinda, PA diizeyinde ve PA biyosentez enzimlerinin diizenlenmesinde bir artis
meydana geldigi gosterilmistir. Ayrica yapilan cesitli calismalarda habis transformasyon

icin ODC aktivitesine de gereksinim duyuldugu gosterilmistir (Shantz ve Pegg, 1998).

Prostat adenokarsinomlarinda ve akut lenfoblastik 16seminin teshisinde eritrosit
PA’lerinin ve beyin neoplastik biiyiimelerinde ODC aktivitesinin markir olarak
kullanilabilecegi saptanmistir. Ayrica SSAT’in  mesane epitelinde gilivenilir
biyokimyasal markirlar oldugu kanitlanmistir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda da
PA’lerin servikal malignansiler i¢in potansiyel biyomarkirlar oldugu saptanmistir

(Nishioka ve ark., 1995).

PA biyosentez inhibitorleri ve PA analoglan ile yapilan cesitli caligmalarda PA
homeostasinin engellenmesi ile tiimor biiyiimesinin inhibe edildigi gosterilmistir. PA
biyosentez inhibisyonunun ¢ogunlukla sitotoksik oldugu kanitlanmistir. Ayrica dis
kaynakli PA’lerin hiicreye girisini bloke eden spesifik inhibitorlerin PA
metabolizmasinda daha etkili terapotik aracilar olabilecegi ispatlanmistir. Bununla
birlikte diyet ile PA havuzunun manipule edilmesi kemoterapi ve kanserden korunma

konusunda ayr1 bir 6neme sahiptir.

2.4.1. Poliamine Bagimh Gen Ekspresyonunun Mekanizmasi

PA’ler karsinogenezde pek cok olaya etki ederler. Yiiksek PA diizeyi, hiicre ¢cogalmasi
ve timor metastazin1 etkileyen genlerin ekspresyonlarinda meydana gelen artisla,
apoptozda ise azalma ile iliskilidir (Babbar ve ark., 2003; Ignatenko, 2004). Bir ¢ok
arastirma, artan PA diizeyinin apoptoza neden olabilecegini gostermistir (Erez ve ark.,
2002). Gergekte PA’lerin tesvik ettigi apoptoz, hiicre ici PA diizeyinin normalin
tizerinde yiikseldigi durumlarda ve PA homeostasinin diizenlenmesindeki hasarlarin

sonucunda meydana gelir.
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PA’ler, normal dokularin hasarina ya da tiimor gelisimine karsilik olan kan damarlarinin
gelisimi (angiogenez) icin gereklidir. PA sentezinin inhibisyonunun cesitli mide iilser
(Brzozowski ve ark., 1995) ve tiimor (Takahashi ve ark., 2000) modellerinde
angiogenezi bloke ettigi gosterilmistir. Ayrica, PA metabolizmasinin kolon tiimor hiicre
gelisiminde arginine bagiml etkilere de yardim ettigi saptanmistir (Takigawa, 1990).
Arginin, arginaz enzimi ile {ire ya da ornitine metabolize olur. ODC ise nitrik oksit
(NO) ile nitrozilasyon yoluyla inaktive edilebilir (Bauer ve ark., 2001). Arginin ve
katabolitleri, arginaz enziminin inhibisyonu ile hiicre gelisimini durdurabilirler (Buga
ve ark., 1998). Tahminen, arginazin inhibisyonu hem ornitin tiretimini baskilayarak ve

hem de ODC’1 inhibe eden NO {iretimini destekleyerek PA iiretimini 6nlemektedir.

Son yillarda PA’lerin hem transkripsyonel ve hem de post-transkripsyonel yollarla
spesifik gen ekspresyonunu etkiledikleri gosterilmistir ve c¢DNA mikroarray
teknolojileri ile kanser hiicrelerinde PA ile diizenlenen genler tanimlanmaya
baslanmistir. ODC ve ODC’1n diamin iriinii Put, hiicre davramiglarini etkileyen bir¢ok
hiicresel olaya katilmaktadirlar. PA’lere ya da PA’lerin diamin Onciisii olan Put’e
gereksinim duyan gen ekspresyonunu etkileyen birkac spesifik mekanizma
tanimlanmistir. Spd’in Okaryotik translasyon inhibisyon faktor SA’nin (eIF5A) post-
translasyonel degisiklikligi icin gerekli oldugunu kanitlamiglardir (Park ve ark., 1997).
Sonraki ¢alismalarda, eIFSA’nin S. cerevisiae karsiliginin bu mayada mutlaka gerekli
bir gen oldugu (Schnier ve ark., 1991) ancak, genel protein sentezi icin gerekmedigi

(Kang ve Hershey, 1994) gosterilmistir.

Son yillarda yapilan bir c¢alismada, insan kolon kanseri hiicrelerinde DFMO
uygulanmasinin tight junction ve gap junction olusumunu kodlayan bircok geni
baskiladig1 saptanmistir. Tight junction proteinlerinin tiimér baskilayicilar olarak gorev
yaptiklar1 (Itoh ve Bissell, 2003), gap junction proteinlerinin ise karsinogenezde hiicre

iletisiminde rol oynadiklan diistiniilmektedir (Trosko, 2003).
Bunun disinda PA’ler, apoptoz ve ¢ogalma gibi diger kanser iligkili fonksiyonlara da

katkida bulunurlar. Cok uzun zamandan beri PA diizeyinde meydana gelen artisin,

hiicre ¢ogalmasi ile alakali oldugu bilinmekte ve son yapilan genetik caligmalarda da bu

31



molekiillerin hem normal hem de neoplastik gelisimde 6nemli rollere sahip olduklar

gosterilmistir (Pegg, 2003).

2.5. POLIAMINLER VE PROSTAT KANSERI

2.5.1. Prostat Bezi ve Prostat Kanserinin Genel Goriiniisii

Prostat kestane biiyiikliigiinde, legen kemiginin (pelvis) i¢inde, mesanenin ¢ikisinda yer
alan ve lretray1 cevreleyen bir bezdir (Sekil 2.8). Dogumda ¢ok kiiciik olan bu bez,
puberteden sonra erkeklik hormonu olan testesteronun miktarinin yiikselmesiyle birlikte
biiyiir ve 20 cc lik bir hacime ulasir. Diger organlara gore kiiciik olmasina karsin, orta
yasli erkeklerde muhtemel hastaliklarin kaynagi olarak c¢ok biiyiikk bir 6nem

tasimaktadir.

Sekil 2.8: Prostat bezi (www.aboutcancer.com).

Prostat bezi semenin sivilastirict maddesini iiretir. Testislerde iiretilen spermler
prostatin arkasindaki seminal vesikiillerde depolanir. Burada sperm, jole kivaminda bir
ortam icerisindedir. Ejekulasyon sirasinda prostat ve seminal vesikiillerin kasilmasi ile

bunlarin icerikleri karisir. Prostat sivis1 yiiksek oranda prostat spesifik antijen (PSA)
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olarak bilinen maddeyi icerir. Bu madde onceden jelatinimsi halde bulunan sperm
karistmimi sivilastirir ve spermin yumurtay1 dollemesi igin serbestce hareket etmesine

yardimci olur.

Prostat kanseri, prostat bezindeki hiicre biiylimesini kontrol eden genlerde meydana
gelen ileri derecedeki hatalardan kaynaklanir. Normalde hiicreler viicut gerekli gordiigii
zaman boliiniirler ve bu islem siki bir genetik kontrol igerisinde gerceklesir. Bu genetik
kontrol kayboldugunda hiicreler diizensiz bir sekilde boliinmeye baglar ve timor
olusumuna dogru giderler. Olusan bu tiimorler habis veya selim olabilirler. Tiimoriin
habis olmasi onun invazyon kapasitesine baglidir. Tiimoriin etrafin1 saran saglkli
dokulara kars1 olan invazyon kapasitesi nedeni ile kanser prostat etrafindaki bolgelere
de yayilabilir. Tiimor ¢ok daha ilerledigi zaman metastaz olarak bilinen bir yolla daha
uzak bolgelere de yayilabilir. Kanser hiicreleri prostat tiimoriinden kopabilir ve kan ya
da lenfatik sisteme girerek viicudun diger bolgelerine (lenf nodiilleri veya kemik gibi)
transfer edilirler. Bu sekilde de ¢ok daha tehlikeli olan sekonder tiimorlerin gelisimleri

baslar.

Prostat kanseri icin en bilyiik risk faktorii yas ile artmaktadir. 40 yasin iizerindeki
erkeklerde prostat kanseri oldukca sik rastlanan bir hastaliktir. Prostat kanseri igin
yastan sonra gelen ikinci 6nemli risk faktorii aile gegmisidir. G6giis kanseri gibi prostat
kanserinde de bir erkegin babasinda, dedesinde veya amcasinda ge¢cmiste prostat kanseri

goriilmils olmast o erkek icin prostat kanseri gelisimi riskini yiikseltir (Kirby, 2002).

Eger erken teshis edilirse prostat kanserili hastalarin % 90 1 cerrahi miidahale ile tedavi
edilebilir. Bu nedenle giiniimiizde erken teshisin dnemi artmistir. Ancak giiniimiizde, ne
yazik ki ilerleyen prostat kanseri biiylimesinde yliksek riske sahip hastalarin teshis

edilebilmesi i¢in gereken markirlar eksiktir.

Androjenler prostatin yapilanmasi ve fonksiyonlarini yerine getirebilmesi, ayrica prostat
hiperplazisi ve prostat kanserinin gelisimi igin gereklidir. Erkeklerin biiyiik bir
cogunlugunda, hastalik daha prostat diginda yayilim gostermeden teshis edilir. Bu
hastalar er ge¢ androjen eksiklik terapisine (cerrahi ya da medikal kastrasyon ile) ihtiyag

duyarlar. Androjen eksikligi, androjene bagiml prostat kanseri hiicrelerinde apoptoz
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aktivitesini arttirir (Kyprianou ve ark., 1990) ancak ne yazik ki bu terapi az oranda
tedavi edicidir. Androjen eksikliginin basarisiz olmasindaki baslica sebep her bir
hastanin kanser hiicrelerinin hem androjene bagimli ve hem de androjene bagimli
olmayan prostat kanseri hiicrelerini icermesi yani heterojen olmasidir. Bu nedenle,
androjene bagimli olmayan prostat kanseri hiicrelerinde terapi, kanser hiicrelerini

tamamen ortadan kaldirabilmek agisindan gereklidir (Lepor ve ark., 1982).

2.5.2. Prostat Kanseri ve Poliamin

Prostat gibi erkek iireme organlar1 Spm ve Spd bakimindan oldukca zengindirler ve
PA’ler de bu doku ve organlarin gelisiminde Onemli rollere sahiptirler. Prostat
hiperplazisi ve prostat kanserinde hiicre PA diizeyi oldukga yiikselir (Dunzerdorfer,

1985).

Gliniimiizde prostat ve prostatik salgilar PA’lerin fonksiyonlarin1 anlamamiz agisindan
onemli rollere sahiptirler. insan ve sican prostatindaki epitel hiicreler oldukga fazla
miktarda PA iiretirler. Sican prostat dokusu Spd, insan prostat dokusu ise Spm
bakimindan olduk¢a zengindir. PA’ler hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasi icin
vazgecilmez olup, kanser terapisi i¢in hedef olarak cnemleri giderek artmaktadir. In
vivo ve in vitro olarak yapilan bir¢cok ¢alismada, PA homeostasinin engellenmesinin
prostat kanseri hiicre hatlariin biiyiimesi lizerine olan etkileri arastirilmistir. Prostat
kanseri hiicrelerinin PA metabolik enzim inhibitorleri ya da PA analoglan ile tedavisi
hiicre biiyiimesinde durmay1 ya da apoptotik hiicre Oliimiinii tesvik eder. Herr ve
Kleinert (1984a), sicanlarda PA biyosentez inhibisyonunun prostatik tiimor gelisimini

azalttigini saptamislardir.

Prostat dokusunda androjenler PA biyosentezini diizenlerler. Sican prostatinda da Put ve
Spd diizeyleri androjenler tarafindan diizenlenir. Sicanlarda prostatin kastrasyon sonucu
gerilemesi ve testosteron ilavesi ile tekrar biiyiimesi iizerine yapilan calismalarda,
prostatik PA’lerin androjen kontroliinde olduklar1 gosterilmistir (Fjosne ve ark., 1990).
Kastrasyon sonrasi azalan Spm diizeyi, androjenin tekrar uygulanmasi ile tekrar normal
haline geri doner. Sican prostatinda androjenden sorumlu genin Spd sentazi kodladigi
saptanmistir. Prostatik epitel hiicrelerinin kastrasyon ile meydana gelen apoptozda ODC

aktivitesi ve PA diizeyi azalirken, SSAT aktivitesi artar. Androjen ilavesi ile prostatin
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yeniden 1iyilestirilmesi ODC aktivitesinin artmasi ve PA konsantrasyonunun normal

diizeye tekrardan cikartilmasi ile aym1 zamana rastlar (Wang ve ark., 1997).

Androjenler ile artan ODC aktivitesi ve ekspresyonu 6zellikle prostat epitel hiicrelerinde
yiiksektir (Crozat ve ark., 1992a). ODC aktivitesinin DFMO ile inhibisyonu, prostat
gelisimi sirasinda bezin biiyiikliigiinii azaltir, kastre siganlarda prostatin testosteron ile
tekrar biiyiimesini yavaslatir ve prostatin insiilin benzeri biiylime faktorii 1’in (IGF-1)

arttirdig biiylimeyi inhibe eder (Torring ve ark., 1997).

ODC insan prostatik sivilarinda, seminal plazmada ve spermde bulunmaktadir (Mohan
ve ark., 1999). Prostatta ODC ve PA’lerin fonksiyonlarinin hiicresel ¢ogalma ve
sekresyon aktivitesi ile iliskili oldugu aciktir. Prostatik epitelin fonksiyonel

sekresyonunun siirdiiriilmesinde Spm’in etkili oldugu varsayilmaktadir.

Seminal PA’lerin fonksiyonel 6nemi halen belirsizdir. Proton magnetik rezonans
spektroskopi (HMRS) ile yapilan c¢alismalarda, insan prostatik sivilarinda Spm’in
olduk¢a yiiksek konsantrasyonlarda bulundugu saptanmistir (Lynch ve Nicholson,
1997). Spm, akrozomun bas ve orta bolgelerinde lokalize olmustur. Spm, sperm
hiicresinin fertilizasyon yetenegini kazanmasinda ve akrozom reaksiyonunun meydana
gelmesinde gorevlidir (Rubinstein ve Breitbart, 1994). Seminal PA’ler iiriner sistemde
bakteriyel gelisimi onlemek gibi farkli fonksiyonlara da sahiptir (Romijn ve ark., 1990).
PA’lerin prostat biiylimesi ve farklilagmasindaki ©Onemleri, arastirmalari prostat
kanserinde = ODC/PA  sisteminin  klinik  iliskisini  degerlendirmek  iizere

yonlendirmektedir.

PA’ler hiicre cogalmasi i¢in gereklidir. Tiimor hiicre gelisiminde PA havuzunun ve PA
biyosentez enzimlerinin arttig1 gosterilmistir. Ayrica, ODC’ 1 bir protoonkogen oldugu
varsayllmaktadir (Shantz ve ark., 1998). Bu nedenle, prostat dokusunda PA’lerin ve
metabolik enzimlerinin goriintillenmesi prostat kanserinin teshis ve tedavisinde ¢ok

onemli potansiyel hedefler olmustur.
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2.5.3. ODC ve Prostat Tiimor Biiyiimesi

Sican prostat Dunning tiimorleri iizerine yapilan ¢alismalar, ODC aktivitesinin hizli
biiyliyen alt kiiltiirlerde oldukca yiiksek oldugunu gostermistir (Heston ve ark., 1982).
Schipper ve arkadaslar1 (2000), yaptiklar1 ¢aligmalarda dort farkli insan prostatik hiicre
hattinda (PC-3, TSU-prl, DU-145 ve JCA-1) PA homeostasim arastirmiglar ve PC-3 ile
TSU-prl hiicrelerinin yiiksek malignansi derecesine sahip olduklarini saptamislardir.
Ozellikle bu habis hiicre hatlari, daha yilksek PA ve ODC diizeyine, diisik SSAT

aktivitesine sahiptirler.

2.5.4. Sirkiile Poliaminler ve Prostat Kanseri

PA’ler ya da PA’lerin asetile formlar hiicreler tarafindan da salgilanabilirler. Bu sirkiile
PA’ler ve bunlarin asetile formlari PA’lere ihtiya¢ duyan hiicreler tarafindan alinip
tekrar kullanilabilirler. PA’lerin bir hiicreden digerine viicut sivilart ile taginmasi, anti-
PA antikorlar1 veya lipoproteinler gibi proteinler ya da periferal kan hiicreleri tarafindan
gerceklestirilir. Moulinoux ve arkadaslarina (1996), gore sirkiile Spd ve Spm’in % 95
den fazlasi kirmizi kan hiicreleri ile tasimir. Bu hayvan deneylerinde ve hastalarda
yapilan caligsmalarda, kirmizi kan hiicrelerinin tasidigi PA diizeyinin normal dokularin
ve prostat kanseri gibi tiimorlerin c¢ogalma durumunu yansittifi saptanmistir

(Moulinoux ve ark., 1996).

2.5.5. Prostat Kanserinin Kemoterapisinde Poliamin Homeostasi

Prostatik hiicre gelisimi ve prostatik fonksiyon i¢in PA’ler olduk¢a onemlidirler. Bu
nedenle PA homeostasinin engellenmesi prostat kanserinin kemoterapisi i¢in umut

verici bir hedef olabilir.

DFMO veya MGBG gibi baz1 bilesikler PA biyosentez enzimlerinin etkisini inhibe
edebilir. Bu bilesikler in vitro da tiimor hiicre gelisimini baskilayabildikleri halde anti-
kanser ajanlar olarak in vivo kosullarda basarili olamamislardir (Marton ve Pegg, 1995).
Bu bilesiklerin spesifite ve etkilerindeki yetersizligin yaninda, PA homeostasi ile iligkili
PA biyosentez enzimlerinin hizli bir sekilde yikilmasi, inhibe olmayan PA
enzimlerindeki artig, disaridan PA alinmasinin artmasi ve tek bir inhibitoriin ii¢ tip PA’i
tilketememesinden dolayi hiicre i¢i PA havuzunun geriye donmesi gibi diger faktorler

de bu durumdan sorumlu olabilirler.
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Cesitli PA analoglar1 PA sentezini negatif yonde, PA katabolizmasin1 pozitif yonde
diizenlerler ve biyosentez inhibitorleri ile karsilastirildiklarinda dogal PA’lerde biiyiik
bir tiiketim meydana getirirler. Hem biyosentez inhibitorleri ve hem de PA analoglar
prostat  kanser hiicrelerine  karst  potansiyel antitimér ajanlar  olarak

degerlendirilmektedirler.

2.6. POLIAMIN BiYOSENTEZ INHiBiTORLERi

DFMO, en c¢ok calisilmis ODC inhibitoriidiir ve normalde Put ile Spd havuzunda
tilketime sebep olurlar. PC-3 hiicrelerinin DFMO ile kiiltiire edilmelerinden 24 saat
sonra Put diizeyinde, 4 giin sonra ise Spd diizeyinde % 80-90 oraninda bir azalma
oldugu goézlenmistir (Romijn, 1991). Prostat hiperplazisi ve neoplazisi i¢in ameliyat
olmus hastalarda diisiik dozda DFMO uygulamasi, hastalarin prostatlarindaki Put
miktarinda azalmaya neden olmustur. Buna karsin, benzer hastalarda uygulanan DFMO

tedavisi tiim PA havuzunda azalmaya sebep olmustur (Meyskens ve ark., 1999).

Yapilan caligmalarda, kiiltiire alinmis prostat kanseri hiicrelerinde DFMO’in hiicre
biiytimesi iizerine olan etkileri anlagilmistir (Heston ve ark., 1982). PC-3, PC-82 ve
LNCaP hiicrelerinde DFMO ile biiyiime inhibisyonunun, PA ve bunlarin asetile
tirevlerinin disaridan eklenmesi ile tersine donebildigi gozlenmistir (Romijn ve ark.,
1991). Biiyiime iizerinde bu PA araciligiyla meydana gelen geri doniisiin, prostat kanser
hiicrelerinin biiyimelerinde Spd’in anahtar bir PA olabilecegini gostermistir

(Dunzendorfer ve ark., 1984).

SAMDC inhibitorii olan MGBG ile DFMO in birlikte uygulanmasi, Dunning R-3327G
ve PC 82, PC 93 insan prostat kanseri hiicre hatlarinda DFMO’in in vivo anti-timor
etkilerinin arttig1 saptanmig ancak bu iki inhibitoériin kombine sekilde klinikte
kullanilmas1 bazi prostat kanserli hastalarda basarili sonuclar vermemistir (Herr ve
Kleinert, 1984b). ODC’1n karsinogenezde oynadigi dnemli roliin anlasiimasi, DFMO’in
olas1 kimyasal 6nleyici ajanlar olarak gelistirilmesindeki ilgiyi arttirmaktadir (Meyskens

ve ark., 1999).
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Son yillarda gelistirilen ve bir SAMDC inhibitorii olan CGP-48664’iin ise bir¢cok tiimor
modelinde etkili bir antitimor ajan oldugu kaydedilmistir (Regenass ve ark., 1994).
Yapilan calismalarda PC-3, LNCaP ve DU-145 hiicrelerinin bu maddeye karsi1 hassas
olduklar1 ve CGP-48664 iin hiicre biiyiimesi tizerinde ve SAMDC aktivitesi tizerinde %
50 oraninda inhibisyona, ODC aktivitesi lizerinde ise 3 kat yiikselmeye sebep oldugu
saptanmistir. Bununla birlikte, Put havuzunda 6nemli Olciide bir artis, Spm ve Spd

diizeylerinde ise en az % 50 oraninda azalma meydana geldigi belirlenmistir.

Cesitli hayvan timor modellerinde ve bazi insan epidemiolojik ¢aligmalarinda cay
polifenollerinin kemoterapik aktiviteleri gosterilmistir. Gupta ve arkadaslar1 (1999),
LNCaP hiicreleri ve sican ventral prostatinin testosteron nedenli bilyiimesinde yesil cay

polifenollerinin ODC aktivitesini inhibe ettiklerini bulmuslardir.

2.7. POLIAMIN ANALOGLARI

Giiniimiizde en cok ilgi ceken konu, tiimor hiicreleri icin toksik ancak normal hiicreler
icin toksik olmayan, sentetik, yapisal PA analoglaridir (Kramer, 1996). Bu bilesikler PA
biyosentez ve alimini engelleyip PA katabolizmasini hizlandirarak PA homeostasinda
rol oynarlar ve hiicre sagkalimi icin PA diizeyini yeterli miktarda tutarlar. Bununla
birlikte, analoglarin sitotoksisitesinin PA homeostasindaki rollerinden ¢ok, hiicre ici

birikimleriyle daha iyi isbirligi i¢inde oldugu goriilmiistiir.

Son yillarda PA’lerin yapisal analoglarinin antineoplastik ajanlar olarak gorev
yapabildikleri gosterilmistir. PA analoglar1 gecici olarak hiicre ¢ogalmasi i¢in gerekli
olan dogal PA’lerin yerine gecerek biyosentez enzimlerini negatif yonde diizenlerler,
hiicre i¢i PA diizeyini diisiiriirler ve hiicre bilylimesini inhibe ederler. Bu zamana kadar
sentez edilen analoglar icerisinde hiicre gelisiminin inhibisyonunda en ¢ok Spm’in
bis(etil) analoglarinin etkili oldugu saptanmistir. Bu bilesiklerin hiicre biiylimesinin
durdurulmasi iizerine olan etkileri biiyiik ve kiigiik hiicreli akciger kanserleri, fare ve
insan melanoma hiicre hatlari, insan prostat kanseri, insan kolon kanseri, insan beyin
tiimor hiicre hatlari, meme kanserleri ve mesane hiicre hatlarinda gosterilmistir (Marton

ve Pegg, 1995). Hiicreler ODC ve SAMDC aktivitelerinde inhibisyon, dogal PA
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havuzlarindaki tiiketim ve SSAT aktivitelerinde artis meydana getirerek bu bilegsiklere

cevap olustururlar.

Son yillarda, bazi analoglarin sitotoksisitelerini apoptotik hiicre liimiinii tetikleyerek
gerceklestirdikleri goriilmiistiir. Insan meme ve akciger kanseri hiicrelerinin alkali PA
analoglart olan BESpm (N',N'%bis(etil)spermin) ve CPENSpm (N'-etil-N''-
[(siklopropil)-metil]-4,8-diaza-andekan) = muamelesi  sonucu  hiicrelerde = DNA
fragmentasyonunun goriildiigli ve apoptozun meydan geldigi saptanmistir. Diger bir
analog olan CHENSpm (Nl—etil—Nl1—[(sikloheptil)—metil]—4,8—diaza—andekan) nin ise
NCIH157 hiicrelerinde sitokrom c’nin serbest kaldigi, mitokondriyal membran
potansiyelinin azaldig, kaspaz-3 aktivasyonunun oldugu, DNA ve nuklear
fragmentasyon meydana gelerek apoptozun arttig1 ve ayrica G2M evresinde tutulmanin
meydana geldigi saptanmistir. Bir proto-onkogen olan bc/-2’nin fazla ekspresyonu,
sitokrom c’nin serbestlenmesini kaspaz-3 aktivasyonunu tamamen durdurur. En yaygin
Spm analogu olan BIS (1,12-diaziridinil-4,9-diazadodekan) in PC-3 ve DU-145 insan
prostat kanseri hiicre hatlarinda apoptozu uyardigr saptanmistir (Eiseman ve ark.,

1998).

Prostat kanseri hiicre modelleri iizerinde yapilan bazi calismalar, PA analoglarinin
sitotoksisitesini acik bir apoptoz meydan getirmeksizin gostermistir. BE-4-4-4-4 (1,9-
bis(etilamino)-5,10,15-triazanodekan) ve BENSpm (bis(etil)norspermin veya BE-3-3-3
veya DENSpm), AT-3.1, AT-6, DU-145 prostat kanseri hiicrelerinde in vitro kosullarda
calisilmistir. (Zagaja ve ark., 1998) ve her iki analogun da apoptotik yolu aktive
etmeden sitotoksik etki gosterdigi saptanmistir. Mi ve arkadaslar1 (1998), LNCap, DU-
145 ve PC-3 hiicrelerinde BE-3-3-3’iin biiylime iizerine olan etkilerini arastirmiglar ve
anologlar ile hiicre biiylimesi grafigi baz alinarak apoptoza ait herhangi bir kanit
bulamamislardir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda BENSpm’in JCA-1, TSU-prl, PC-3
ve DU-145 hiicrelerine olan etkisi arastirilmis ve hem in vitro ve hem de in vivo
kosullarda tiimor gelisimini engelledigi ancak apoptozu uyarmadigr gosterilmistir

(Schipper ve ark, 2000).
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PA analoglart PA homeostasin1 kontrol eden diizenleyici mekanizmalar arastirmak
tizere gelistirilmislerdir. Bu bilesikler biyosentez enzimlerini negatif yonde diizenler,
hiicre i¢i PA havuzunu tiiketir ve hiicre biiyiimesini inhibe ederler. /n vitro ve in vivo
calismalar, PA analoglarinin bir¢ok insan solid tiimér modellerinde onemli anti-timor

aktivitelere sahip olduklarin1 géstermektedir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1 : Poliamin analoglar1 (Schipper ve ark., 2000).

Poliamin analogu Hedef Apoptoz Oneren kisiler
Poliamin homeostasi ve
BE-3-3-3 Azalma (Schipper ve ark., 1995)
fonksiyonlari
Poliamin homeostasi ve (McCloskey ve ark.,
BE-3-4-3, CPENSpm Tesvik
fonksiyonlari 1996)
BE-3-3-3, BE-3-4-3,
Poliamin homeostas1 ve )
BE-3-7-3, BE-4-4-4, Tesvik (Hu ve Pegg, 1997)
fonksiyonlari
BE-4-4-4-4
Poliamin homeostasi ve
BE-3-3-3, BE-3-4-3 Tegvik (Kramer ve ark., 1997)
fonksiyonlari
Poliamin homeostasi ve
BE-3-3-3 Artma (Penning ve ark., 1998)
fonksiyonlari
Poliamin homeostasi ve
BIS Tesvik (Eiseman ve ark., 1998)
fonksiyonlari

BE-3-3-3, Nl,Nll-bis(etil)norspermin; BE-3-4-3, Nl,le-bis(etil)spermin; BE-3-7-3, N,Nl-bis[3—
(etilamino)-propil-1,7-heptan diamin]; BE-4-4-4-4, 3,8,13,18,tetra azaeikozan; BE-4-4-4-4,
1,19-bis(etilamino)-5,10,15-triazanoadekan; BIS, 1,12-diaziridinil-4,9-diazadodekan

Sistemik Put prostat bezinden alinir ve bu alim DFMO aracilig1 ile hizlandirilir. Bu
nedenle Put analoglan 6zellikle DFMO ile birlikte uygulandiklarinda kemoterapotik
potansiyele sahip olabilirler. AZP test edilen ilk analogdur ve PC-3 insan prostat kanseri
hiicrelerinde biiyiimeyi inhibe ettikleri saptanmistir. Ayrica bu maddenin DFMO ile
birlikte uygulanmasi bilylime {izerindeki bu inhibitor etkiyi daha da arttirir (Heston ve

ark., 1987).

Spm’in bis(etil) analoglar1 ve daha kii¢iik boyuttaki Spd’lerin hiicre biiyiimesinde
olduk¢a etkili inhibitorler olduklar1 saptanmistir (Kramer, 1996). Giinlimiizde bu
analoglarin bazilar1 (BE-3-3-3 v.b) klinik olarak kullanilmaktadir. BE-3-3-3, cesitli

sigan ve insan prostat kanseri hiicre hatlarinda test edilmistir (McCloskey ve ark., 2000).
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BE-3-3-3 ile yapilan ¢alismalar, analoglarin hiicre ici birikimini ve PA biyosentezinin
negatif yonde diizenlenmesi, SSAT 1n artmas1 ve PA diizeyinde azalma gibi cesitli
diizenleyici cevaplarin olustugunu gostermisitr. Cogunlukla hiicre biiyiimesinin
inhibisyonu ile SSAT’1n artmasi1 arasinda pozitif yonde bir korelasyon vardir (Mi ve

ark., 1998).

BE-3-3-3 ile karsilastirildiginda BE-4-4-4-4, Kkiiltiire edilmis DU-145, Tsu-Pr-1 ve
DuPro-1 hiicrelerinin biiyiimelerini inhibe etmede ¢ok daha etkilidir (Zagaja ve ark.,
1998) (Tablo 2.1). Jeffers ve arkadaglar1 (1997), yaptiklar1 bir ¢alismada diger bir
analog olan BE-3-7-3’{in diger iki analog gibi DU-145, LNCaP ve PC-3 hiicrelerinde in
vitro olarak biiylimeyi inhibe ettigini saptamiglardir. BE-4-4-4-4 ayrica in vivo olarak da
calisilmig, tiimor gelisiminin inhibe oldugu, Spd ve Spm diizeylerinin azaldigi
saptanmustir. [n vivo sartlarda PA tiiketimindeki eksikligin nedeni bagirsak sisteminden
PA’lerin geri alinmasi ile agiklanabilir, bu veri, PA analoglarinin hiicre biiyiimesinde rol

aldiklarin1 desteklemektedir.

Diger PA analoglari, CPE-3-3-3 ve CHE-3-3-3’iin etkileri, DU-145, LNCaP ve PC-3
hiicrelerinde aragtirilmis ve her iki analogun da hiicre biiylimesini inhibe ettikleri
saptanmistir (McCloskey ve ark., 2000). CPE-3-3-3, 6nemli 6l¢iide hiicre i¢i Spd ve
Spm diizeylerinde azalmaya neden olur ve SSAT aktivitesini tetikler. Bununla birlikte,

her iki analogun SAMDC aktivitesine her hangi bir etkisi saptanmamistir.

Son zamanlarda yeni bir Spm analogu, BIS, kesfedilmis, hem in vitro ve hem de in vivo
sartlarda DU-145 ve PC-3 hiicrelerinin biiyiimesi iizerinde test edilmistir (Eiseman ve
ark., 1998). Yapilan in vitro deneylerde BIS’in, prostat kanseri hiicrelerinde doza bagh

olarak sitotoksik bir etkiye sahip oldugunu gostermistir.

2.7.1. Poliamin Analoglarmin Mekanizmasi

PA analoglarinin mekanizma sekilleri tam olarak anlasilamamis olsa da, fonksiyonlarin
yerine gelmesini engelleyen hiicre solunumu ve kromatin ile etkilesimin inhibisyonunun
analoglar icin muhtemel mekanizmalar olabilecegi saptanmistir. Dogrudan ya da dolayh
olarak hiicrelerin kimyasallara kars1 olan hassasiyeti ile iliskili olan SSAT’1n artmasi

potansiyel kemoterapdtik yararlara sahiptir. SSAT artmasi ile hiicre biiylimesinin
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inhibisyonu mekanizmalar1 {izerine yapilan bir ¢ok c¢alismada, salgilama ya da
katabolizmadaki artisin hiicre ici PA havuzunu hizli bir sekilde tiiketebilecegi ve PA
asetilasyonunun PA’lerin pozitif yiiklerini azaltarak DNA gibi negatif yiiklii
makromolekiillere baglanma yeteneklerini zayiflatabilecegi saptanmistir (McCloskey ve

ark., 2000).

Baz1 aragtirma gruplari hiicre 6liim mekanizmalarinin PA analoglari tesvik ettiklerini
ve bazi analoglarin sitotoksisitelerinin bunlarin apoptotik hiicre oliimiinii tetikleme
yeteneklerine bagli oldugunu saptamislardir. Insan meme ve akciger kanseri hiicre
hatlarinda, BE-3-4-3 ve CPE-3-3-3’iin DNA fragmentasyonu ile apoptozu meydana
getirdigi kaydedilmistir (McCloskey ve ark., 1995). CPE-3-3-3 ve CHE-3-3-3’iin ise
prostat kanseri hiicrelerinde apoptozun etkili tetikleyicileri olduklar1 bulunmustur
(McCloskey ve ark., 2000). Ayrica BIS’in yine insan prostat kanseri hiicre hatlarinda

apoptozu tesvik ettikleri saptanmistir (Eiseman ve ark., 1998).

Yapilan bir ¢ok calismada B-4-4-4-4 ve BE-3-3-3’tin LNCaP hiicrelerinde apoptoz
meydana getirmeden sitotoksik etki gosterdikleri bulunmustur. Ayrica uzun siireli BE-
3-3-3 uygulanmig LNCaP hiicrelerinde apoptotik hiicre Oliimiiniin uyarildig

saptanmistir (McCloskey ve ark., 2000).
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3. AMAC

Bu arastirmanin ilk amaci, Palacky Universitesi laboratuvarlarinda Strnad ve arkadaslart
tarafindan yeni sentezlenen hiicre devrinin kontroliinde en onemli molekiillerden biri
olan sikline bagimli kinaz (CDK) inhibitérii bohemininin (BOH) metastaz yapma
egilimi az (AT-2) ve metastaz yapma egilimi cok (MAT-Lylu) sican prostat kanseri
hiicre hatlarinda hiicre ¢cogalmasina etkilerini belirledikten sonra total protein diizeyine

etkilerini saptamaktir.

Calismanin ikinci amaci ise, elde edilen verilere dayanilarak yukarida belirtilen sican
prostat kanseri hiicre hatlarinda poliaminlerin tan1 ve tedavi amacgli biyomarkirlar olarak

kullanilabilirliklerini ortaya koyabilmektir.

Arastirmanin iiciinci asamasinda Oncelikle birinci ve ikinci evrede elde edilen
verilerden yola cikilarak PA biyosentezinin anahtar enzimi ODC’1n mRNA ekspresyon
diizeyini belirlemektir. Daha once de belirtildigi gibi apoptozun kanser ve PA
metabolizmasinda onemli roliilne dayanarak proapoptotik Bax proteininin ekspresyon
diizeylerini saptamak bu calismanin bir diger amacini teskil etmektedir. Boylelikle
farkli metastatik 6zellik gdsteren prostat kanseri hiicre hatlarinda PA’lerin biyomarkir
olabilirliklerini ortaya koyarken aym1 zamanda bu veriyi apoptotik parametre Bax tayini

ile giiclendirmek istendi.
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4. MALZEME VE YONTEM

4.1. ARASTIRMA MATERYALI

Bu calismada materyal olarak metastaz yapma egilimi az (AT-2) ve matastaz yapma
egilimi ¢cok (MAT-Lylu) sigan prostat kanseri hiicre hatlar1 kullanildi. Hiicre hatlar
Imperial College of Science, Technology and Medicine, Department of Biological

Sciences-Londra’dan temin edildi.

4.2. ARASTIRMA YONTEMLERI

Arastirma, 4 grup seklinde yiiriitiildii. 1. ve 3. gruptaki hiicreler aromatik bir sitokinin
analogu ve CDK inhibitorii olan 15 uM BOH ilave edilmis besi yeri (L-glutaminli
RPMI 1640) ile, 2. ve 4. gruptaki hiicreler ise kontrol grubu olarak sadece besiyeri ile

muamele edildiler. Arastirma diizeni Tablo 4.1 de 6zetlenmistir.

Tablo 4.1: Arastirma diizeni.

Uygulama
Gruplar Uygulama Uygulanan ¢ozelti Siiresi
(saat)
RPMI 1640
AT-2 BOH . N
(Grup 1) Bohemin 15 xM BOH 24, 48,72
RPMI 1640
AT-2 Kontrol +
(Grup 2) ) DMSO 24,48, 72
RPMI 1640
MAT-Lylu BOH . +
(Grup 3) Bohemin 15 uM BOH 24, 48,72
MAT-Lylu Kontrol RPMI 1640
(Grup 4) B + 24, 48,72
b DMSO
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4.2.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Yontemler

4.2.1.1. Hiicre Serilerinin A¢cilmasi

Kuru buz igerisinde 6zel donma besiyerinde getirilen hiicreler 37 C”’de 5 dakika
boyunca CO, li etiivde tutularak hizli cozme prosediirii uygulandi. Coziilmiis hiicreler
daha sonra aseptik kosullar altinda steril santrifiij tiiplerine alindi, {izerlerine 1-2 ml taze
besiyeri eklendi. Hiicreler santrifiij tiiplerine aktarildi ve 1500 rpm’de 3 dakika
santrifiijjlendi ve supernatant atildi. Bu sekilde, hiicre kaybina ugranmamasi amaci ile
hiicre igerisindeki suyun donma sirasinda kristalize olmasin1 engelleyen DMSO

hiicrelerden uzaklastirilmis oldu.

4.2.1.2. Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi
Kiiltir ortami olarak kullanilan besiyeri, L-glutaminli RPMI 1640 (Biological
Industries), % 5 FCS (Biological Industries) ve % 1 penisilin/streptomisin (Biological

Industries) ilave edilerek steril kabin igerisinde hazirlandi.

BOH’in etkili konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in hiicreler 12 kuyucuklu kiiltiir
kaplarinda 10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 1 ml’lik kiiltiir ortamina ekildi, % 5 CO,
ve 37 C”ye ayarlanmis etiivde 24 saat inkiibe edildi. Ekimi takip eden ilk 24 saatin
sonunda 1. ve 3. gruptaki hiicrelerin kiiltiir ortamlarina milipor filtreden siiziilerek steril
edilmis BOH c¢ozeltisi, kiiltiir ortaminin son konsantrasyonu 10, 15, 20, 30 uM olacak
sekilde ilave edildi. Biitiin deney gruplar 24, 48 ve 72 saat boyunca, % 5 CO, ve 37 C”

ye ayarlanmis etiivde inkiibe edildiler.

Diger deneylerin kurulmasi sirasinda hiicreler 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda 10
hiicre/kuyucuk olacak sekilde 3 ml’lik kiiltiir ortamina ekildi, % 5 CO, ve 37 C”’ye
ayarlanmus etiivde 24 saat inkiibe edildi. Ekimi takip eden ilk 24 saatin sonunda 1. ve 3.
gruptaki hiicrelerin kiiltiir ortamlarina DMSO igerisinde ¢6ziinmils ve milipor filtreden
siiziilerek steril edilmis olan BOH ¢ozeltisi, kiiltiir ortaminin son konsantrasyonu 15 uM
olacak sekilde ilave edildi. Biitiin deney gruplari, 24 ve 48 saat boyunca, % 5 CO, ve 37

C*’ye ayarlanmig etiivde inkiibe edildiler.
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4.2.1.3. Hiicrelerin Kaldirilmasi

Herbir gruptaki inkiibasyon siiresi dolmus olan hiicrelerden, steril kosullar altinda,
kiiltiir ortamlart uzaklastirildi. Her bir kuyucuga daha 6nceden 37 C°’lik su banyosunda
sitilmis  tripsin-EDTA  (Biological Industries) dan 3-4 ml eklendi ve hiicrelerin
kalkmas icin tiim kiiltiir kaplar1 37 C*’lik etiivde 3 dakika boyunca inkiibe edildi. Siire
dolduktan sonra hiicrelerin zarar gérmesini 6nlemek amaciyla, herbir kuyucuga tripsin-
EDTA aktivitesini durdurmak iizere 1-2 ml taze besiyeri eklendi ve tiim hiicrelerin
kalkmasi saglandi. Hiicre siispansiyonlar1 steril falkonlar igerisine alindi ve 1500
rpm’de 3 dakika santrifujlendi. Pelletler iizerine 1 er ml taze besi yeri konularak

hiicreler sayim islemi i¢in hazir hale getirildi.

4.2.2. Hiicre Sayim ve Hiicre Canliliginin Belirlenmesi

Eppendorf tiip igerisinde 100 pl hiicre siispansiyonu iizerine 100 ul % 0.4 Tripan Blue
(Sigma) eklendi. 5 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra pastor pipeti yardimi ile
siispansiyon  ¢Ozeltiden bir miktar hemositometrenin  kanallarina  aktarildi.
Hemositometrenin iizeri lamel ile kapatildi. Sekil 4.1°de goriilen 1, 2, 3, 4, 5 numaral
bolgeler iizerindeki tiim hiicreler sayildi. Bir bolgedeki hiicre sayisim1 bulmak icin
bulunan sayinin ortalamasi alinip, 25 ile ¢arpildi. 25 kareden olusan bdlgenin hacmi 10*

mm’ oldugu i¢in toplam hiicre sayisi 10* ile carpildi (Sekil 4.1).

46



Hiicre sayisi (1 ml icin) = Toplam hiicre sayisi x Sulandirma Faktorii x 10*

Drarandik 0.1 mim

Sekil 4.1: Hemositometre (www.ruf.rice.edu).

Olii olan hiicreler zarlarinda meydana gelen porlar sayesinde Trypan Blue boyar
maddesini emdiler ve dolayis1 ile lacivert-mavi renkli hiicreler olarak goriildiiler.
Sonugta Olii ve canli tiim hiicrelerin sayis1 belirlendi ve canli hiicrelerin sayisi ile

oranlanarak canli hiicre yiizdesi bulundu.

Canh Hiicre Yiizdesi = (Canh Hiicre Sayisi/Toplam Hiicre Sayisi) x 100
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4.2.3. Poliamin Miktar Tayini

4.2.3.1. Hiicre Ekstraksiyonu

10°/ml hiicre, pH 7.4 fosfat tamponu (PBYS) ile iki kere yikandi. Pellet tizerine 100 pl %
50 trikloroasetik asit (TCA) eklendi ve esit siirelerde karistirilarak hiicrelerin iyice
parcalanmalari saglandi. 11 000 rpm’de, 4 C*’de, 30 dakika santrifiij edilerek protein ve
hiicre atiklarinin dibe ¢okmeleri saglandi. Ust sivi yeni Eppendorf tiiplere alindi ve
tizerlerine 50 pl, 1 mM internal standart (1,7-diaminoheptan-DAH) eklenerek -20 C*’de
sakland1 (Morgan, 1998).

4.2.3.2. Poliamin Standartlarimin Hazirlanmasi

Standart olarak 1 mM Put, 1 mM Spd, 1 mM Spm ve her ii¢ PA’in karisimi olarak
hazirlanan karisim ¢ozeltisi kullanildi. Kor olarak 0.01 N HCl ve DAH standart1 i¢in 1
mM DAH hazirlandi. Herbir PA standarti, 50 pl (50 nmol) PA, 50 ul DAH ve 450 ul
0.01 N HCl ile hazirland1 (Morgan, 1998).

4.2.3.3. Benzoilasyon Islemi

Hiicre ekstraksiyonu sonucu elde edilen iist sivilardan ve hazirlanan standartlardan 500
ul cam tiiplere aktarildi. Her tiipe 1000 ul, 2 N NaOH ve 10 pl benzoil klorid (BC)
eklendikten sonra tiiplerin agizlar sikica kapatilarak 10 saniye siireyle karstirildi. 20
dakika boyunca oda sicakliginda ve karanlikta inkiibe edildikten sonra her bir tiipe 2 ml
doymus NaCl eklendikten sonra iki kere daha 10’ar saniye karistirildi. Orneklerin
izerine 2 ml dietileter eklendi ve tekrar 10 saniye karistirildi. Tiipler fazlarin ayrilmasi
icin 2 dakika 3000 rpm’de santrifiij edildi. Ust kisimdaki, igerisinde PA’lerin bulundugu
dietileter fraksiyonundan alttaki faza degmeden 500 ul alinarak yeni Eppendorf tiiplere
aktarildi. Tiiplerin kapaklar1 agik birakilarak dietileterin buharlasmasi saglandi ve daha
sonra tiiplerin agizlan kapatilarak -20 C*’de HPLC analizine kadar saklandi (Morgan,
1998).

4.2.3.4. HPLC Kolonunun Standardizasyonu

HPLC kolonu (Macherey-Nagel GmbH) nucleosil 100-5 C18, partikiil biiytikliigii 5 pum,
uzunlugu 250 mm, cap1 4.6 pum ozelliklerine sahip olacak sekilde secilmistir. HPLC
detektorii (Waters 486 Tunable Absorbance Detector) 254 nm’ye ayarlandi ve akis hizt
1 ml/dakikaya gelene kadar hareketli faz olan gazi ¢ikartilmis metanol-su karisimindan
(60:40) gecirildi. Sapma degeri 0.1 absorbans birimi olarak kabul edildi. Herbir PA

standart1 icin 10, 20 ve 50 pl, pik noktalarinin belirlenmesi i¢in enjekte edildi. Her
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kromatogram 25 dakika yiiriitiildii. Son pikten sonra hareketli faz pompalanarak
kolonun dengesi saglandi. Herbir standartin ¢ikis zamam ve alan1 kaydedildi (Morgan

1998).

4.2.3.5. HPLC Analizi

Her bir analiz icin ¢alisma standart: enjekte edildi. Ornekler 100 pl mobil fazda
¢Oziindiiriildii. Kromatogramin giivenilirligi kontrol edildikten sonra 6rneklerden 10-25-
50 ul olacak sekilde ilk 6rnek enjekte edilerek en uygun sonucun alindigi hacim tespit
edildi. Her 5 ornekte bir standart karisim yiiriitiildii. Caligma bittikten sonra kolonun
temizlenmesi i¢in mobil faz biitiin gece pompalandi. Her bir grup i¢in ti¢ farkli 6rnek

hazirland1 ve her 6rnek i¢in de ikiser 6l¢ctim yapildi (Morgan, 1998).

4.2.4. Total Protein Miktar Tayini

4.2.4.1. Hiicre Ekstraksiyonu

Besiyerleri, 3 dakika boyunca 1500 rpm’de santrifiij edilmek suretiyle uzaklastirilmis
olan 10°/ml hiicre, pH 7,4 PBS ile ii¢ kere yikandi. Pellet iizerine 1 ml ekstraksiyon
tamponu (Tablo 4.2) eklendi ve esit siirelerde kanstirilarak hiicrelerin iyice
parcalanmalari saglandi. 11 000 rpm’de, 4 C*’de, 30 dakika santrifiij edilerek protein ve
hiicre atiklarinin dibe ¢okmeleri saglandi. Ust s1v1 yeni Eppendorf tiiplere alind1 ve -20

C°’de sakland1 (Haidar ve ark., 1997).

Tablo 4.2: Total protein miktar tayini i¢in hiicre ekstraksiyon tamponu (Haidar ve ark., 1997).

Maddenin adi Konsantrasyon
Tris HC1 20 mM, pH 7.2
NaCl 0.1 mM
PMSF 1 mM
Triton X-100 % 0.1
Aprotinin % 0.1
Leupeptin % 0.1
Pepsitanin % 0.1
Distile su 100 ml
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4.2.4.2. Protein Iceriginin Belirlenmesi

Protein igeriginin belirlenebilmesi i¢in Bradford’un (1976) kesfettigi ve kendi ismiyle
anilan Bradford total protein tayini yontemi kullanilmistir. Standat egri olarak BSA’dan
(1 mg/ml) 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1, 1.2, 1.4 ve 1.6 ml lik hacimler, 6rneklerden ise 0.5 ml
alind1 ve pH 6 PBS ile 2 ml’ye tamamlandi. Kor olarak 0.5 ml ekstraksiyon tamponu
kullanildi. Her tiipe 1.5 ml Bradford ayiraci (Tablo 4.3) eklenip iyice karistirildi. 15
dakika karanlikta inkiibe edildikten sonra 595 nm’deki absorbans degerleri Olciildii.
Standart egriden yararlanilarak absorbans degerlerine karsilik gelen protein miktarlar
belirlendi. Her bir grup i¢in ii¢ farkli 6rnek hazirlandi ve her ornek i¢in ikiser 6l¢iim

yapildi.

Tablo 4.3: Bradford ayiraci (Bradford, 1976).

Maddenin ad1 Miktar:
Coumassie Brilliant Blue 25 mg
Etil alkol (% 95 lik) 12.5 ml
H;PO, (% 85 lik) 25 ml
Distile su 212.5 ml
4.2.5. RNA Analizi

4.2.5.1. Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Hiicreler 25 cm? lik filtreli kiiltiir kaplarma 2x10” hiicre/kiiltiir kab1 olacak sekilde 5
ml’lik kiiltir ortamina ekildi, % 5 CO, ve 37 C*’ye ayarlanmis etiivde 24 saat boyunca
inkiibe edildi. Ekimi takip eden ilk 24 saatin sonunda 2. ve 4. gruptaki hiicrelerin (Tablo
4.1) kiiltiir ortamlarina DMSO igerisinde ¢6ziinmiis ve milipor filtreden siiziilerek steril
edilmis olan BOH cozeltisi, kiiltiir ortaminin son konsantrasyonu 15 uM olacak sekilde
ilave edildi. Biitiin deney gruplari, 48 saat siire ile, % 5 CO, ve 37 C”’ye ayarlanmis

etiivde inkiibe edildiler, kontrol gruplarina ise sadece DMSO eklendi.
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4.2.5.2. RNA Izolasyonu

Herbir kiiltiir kabindaki besiyeri hiicreler iizerinden uzaklastirildi. Her kiiltiir kabi
icerisine az miktarda PBS konularak ii¢ kere yikama islemi yapildi. Yikamanin
ardindan, hiicreler iizerine 1 ml PBS eklendi ve kaziyic1 yardimi ile yiizeyden kazinarak
elde edilen hiicre siispansiyonlart Eppendorf tiiplere aktarildi. 3000 rpm’de, 5 dakika
santrifiij edildikten sonra pellet iizerine 500 pl, soguk lizis tamponu (Tablo 4.4) eklendi
ve hiicreler buz iizerinde 5 dakika boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyonu ardisik hiicreler
sonikatorde, 6 devirde 20 saniye boyunca pargalandilar. 2 dakika, 4 C°’de santrifiij
edildikten sonra tiiplerdeki iist sivi 4 pl, % 20 lik SDS iceren temiz Eppendorf tiiplere
alind1 ve iyice karigtirildi. Uzerlerine 2.5 ul, 20 mg/ml proteinaz K eklenerek 15 dakika
boyunca 37 C”de inkiibe edildi. inkiibasyonu takiben herbir tiipe 400 pl, 25:24:1
oraninda fenol/kloroform/izoamil alkol karisimi eklendi ve en az 1 dakika boyunca
kuvvetli bir sekilde karistirildi. Oda sicakliginda, 8 dakika siiresince, 6000 rpm’de
santrifiij edildikten sonra tiiplerdeki sulu iist kisim yeni Eppendorf tiiplere aktarildi ve
tizerlerine 400 pl, 25:24:1 oraninda fenol/kloroform/izoamil alkol karisimi eklenerek
ekstraksiyon islemi tekrarlandi. Ust kisim yeni Eppendorf tiiplere aktarildi ve iizerine
400 pl, 24:1 oraninda kloroform/izoamil alkol karisimi eklenerek 15-30 saniye boyunca
kanstirilldi. 1 dakika boyunca, oda sicakliginda, 6000 rpm’de santrifiij edildikten sonra
sulu iist kisimlar temiz Eppendorf tiiplere aktarildi. Herbir tiipe 40 pl, 3 M sodyum
asetat (pH 5.2) ve 1 ml % 100 liik etil alkol eklendi. Tiipler alt iist edilerek karistirildi ve
15-30 dakika boyunca buz iizerinde inkiibe edildiler. inkiibasyon sonucunda 11 000
rpm’de, 4 C”’de santrifiij edilerek RNA elde edildi. Pellet iizerine 1 ml, % 75 lik etil
alkol/ % 25 lik 0.1 M sodyum asetat (pH 5.2) karistmi eklendi ve 11 000 rpm’de, 20
dakika boyunca santrifiij edildikten sonra iist siv1 uzaklastirilarak herbir tiipteki RNA
100 pl DEPC’li suda siispanse edildi. RNA ornekleri kullanilacagr zamana kadar -20
C*’ye ayarli derin dondurucuda saklandi (Coligan ve ark., 1997).

Tablo 4.4: Lizis tamponu (Coligan ve ark., 1997).

Kimyasalin adi Miktari
Tris.Cl 50 mM, pH 8.0
NaCl 100 mM
MgCl, 5mM
Nonidet P-40 % 0.5 (vIv)
DEPC li su 100 ml
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4.2.5.3. RNA Miktar Tayini ve Hesaplanmasi
Herbir RNA o6rneginden 10 pl alinarak 1 ml DEPC’li su ile sulandirildiktan sonra
spektrofotometrede, 260 ve 280 nm’deki absorbans degerleri okundu (Coligan ve ark.,

1997).

4.2.5.4. Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)

Bu islem i¢in Qiagen firmasinin One Step RT-PZR Kiti kullanildi. Herbir PZR tiipiine
buz iizerinde 6nce 13 pl master karisimi kondu (Tablo 4.5). Daha sonra tiiplere ODC
veya Bax’in hem 1 pl yukan ve hem de 1 pl asagi oligoniikleotid primerleri eklendi.
Son olarak 48 saat siiresince 15 pM BOH uygulanmis (uygulama) ve 15 uM BOH
uygulanmamis (kontrol) kiiltiir hiicrelerinden elde edilen RNA orneklerinden 5 pl,
negatif kontrol olarak RNAse’dan arindirilmis su ve pozitif kontrol olarak da GADPH
eklendi. Tiipler iyice kanstirilip santrifiij edildikten sonra Onceden programlanmis
(Tablo 4.6) olan ve PZR reaksiyonlarinin gerceklesecegi PZR cihazina yerlestirildi
(Mimori ve ark., 1997).

Tablo 4.5: RT-PZR master karisimu (Mimori ve ark., 1997).

Kimyasalin ad1 Son konsantrasyonu Miktari/tiip
RNAse dan arindirilmis su - 8 ul
PZR tampon (5X) 1X 4 ul
dATP, dCTP, dGTP, dTTP
400 uM 0.5ul
(10 mM)

Enzim karigimi

(Taq polimeraz

5-10 U/reaksiyon 0.5
+
reverse transkriptaz)
Tablo 4.6: PZR aleti sicaklik bilgileri.

Tk sicaklik 50 C° 30 dakika
Amplifikasyon 95 C° 15 dakika
1. adim 94 C° 1 dakika
2. adim 54 C° 1 dakika
3. adim 72C° 1 dakika

Devir sayisi 25
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4.2.5.5. Elektroforez Islemi

Kullanilacak jelin biiyiikliigiine gore tartilan agaroz (% 0,2 lik) Tris-asetat tamponu
(TAE) (Tablo 4.7) icerisinde mikrodalga firinda kaynatma yolu ile ¢ozdiiriildii. Elle
tutulabilecek sicakliga (50 C°) diistiiginde 0.5 pg/ml etidyum bromiir ilave edildi ve jel
tepsisine dokiildii. Cepleri olusturacak olan tarak yerlestirilerek jelin donmas1 beklendi.
Jel donduktan sonra tarak dikkatli bir sekilde alind1 ve jel elektroforez tankina gecirildi.
PZR o©rnekleri ve DNA markirin iizerlerine 1/6 hacimde olacak sekilde yiikleme
tamponu (Tablo 4.8) eklendi. Tiim sivi mikropipet yardim ile jeldeki kuyucuklara
yiikklendi. 5 V/cm olacak sekilde akim gecirildi. Siirenin sonunda jel, transiliiminator
izerine alind1 ve ~ 304 nm dalga boyundaki UV 15181 altinda incelendi (Sambrook ve

ark., 1989).

Tablo: 4.7: TAE tamponu pH 8.0, (50x/litre) (Sambrook ve ark., 1989).

Kimyasalin adi Miktar1
Trizma-Base 242 ¢

Glasiyal asetik asit 57.1 ml
0.5 M EDTA (pH 8.0) 100 ml

Tablo 4.8: DNA yiikleme tamponu (Sambrook ve ark., 1989).

Kimyasalin adx Miktar:
Ure 4 M

EDTA 0.025 M
Sukroz % 60

Bromofenol mavisi % 0.025

Ksilen % 0.025
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4.3. KULTURDEKI HUCRELERIN FOTOGRAFLARININ CEKILMESI

6 kuyucuklu kiiltir kaplarinda 10> hiicre/kuyucuk olacak sekilde 3 ml’lik kiiltiir
ortamina ekilip, % 5 CO, ve 37 C”’ye ayarlanmis etiivde ilk 24 saatlik inkiibasyonlari
tamamlanmis olan hiicrelerden 1. ve 3. gruptakilerin (Tablo 4.1) kiiltiir ortamlarina
DMSO igerisinde ¢oziinmiis ve milipor filtreden siiziilerek steril edilmis olan BOH
¢ozeltisi, kiiltiir ortaminin son konsantrasyonu 15 uM olacak sekilde ilave edildi. Biitiin
deney gruplari, 24 ve 48 saat boyunca, % 5 CO, ve 37 C*’ye ayarlanmig etiivde tekrar
inkiibe edildiler.

Uygulama siireleri dolmus olan hiicrelerin fotograflar1 invert mikroskop altinda Flex

Vision TFV-300 kamera ile ¢ekildi.
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5. BULGULAR

5.1. BOHEMIiNIN HUCRE CANLILIGINA ETKIiSi

Bu aragtirmanin ilk amaci BOH uygulanmis ve BOH uygulanmamis (kontrol) metastaz
yapma egilimi az (AT-2) ve metastaz yapma egilimi ¢cok (MAT-Lylu) sican prostat
kanseri hiicre hatlarinda BOH’in hiicre ¢cogalmasina etkilerini arastirmaktir. Bu amaca
yonelik olarak dnce BOH in farkli konsantrasyonlariin prostat kanseri hiicre hatlarinda
zamana bagli olarak hiicre canliligina etkisi arastirildi. Yapilan ¢alisma sonucunda AT-
2 sigan prostat kanseri hiicre hatlarinda ekimden 24 saat sonra 10 pM BOH
uygulanmasi sonucunda hiicrelerin canliliginda kontrole oranla 24. saatte % 78; 48.
saatte % 94 ve 72. saatte % 98 azalma oldugu saptanmistir. Ayn1 hiicrelere ekimden 24
saat sonra 15 uM BOH uygulamasi sonucunda hiicrelerin canliliginda kontrole kiyasla
24. saatte % 83; 48. saatte % 96 ve 72. saatte % 100 ket vuru meydana geldigi
belirlendi. Ekimden 24 saat sonra 20 uM BOH uygulamasi ise 24. saatte hiicrelerin
canliliginda kontrole oranla % 84; 48. saatte % 96 ve 72. saatte ise % 100 azalmaya
sebep olmustur. 30 pM BOH uygulamas: ise kontrole kiyasla hiicrelerin canliliginda 20
pM BOH uygulamas: ile hemen hemen aym oranda inhibisyon meydana getirmistir

(Tablo 5.1) (Sekil 5.1).
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Tablo 5.1: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi az (AT-2) sigan prostat kanseri hiicre
hatlarinda canliliga etkisinin zamana gore degisimi. BOH konsantrasyonlari: 10, 15, 20 ve 30
nM.

Hiicre Hatti ve Uygulama Uygulama Siiresi Canl Hiicre Sayisi/ml
AT-2 10 uM BOH 24 saat 70425 £ 4621
AT-2 10 uM BOH 48 saat 33280 + 5496
AT-2 10 uM BOH 72 saat 13532 + 4047
AT-2 15 uyM BOH 24 saat 53690 + 5033
AT-2 15 uM BOH 48 saat 24105 £ 4326
AT-2 15 uyM BOH 72 saat 00000 = 0000
AT-2 20 uM BOH 24 saat 52250 £ 5040
AT-2 20 uM BOH 48 saat 21270 £ 5189
AT-2 20 uM BOH 72 saat 00000 + 0000
AT-2 30 uM BOH 24 saat 46930 £ 5842
AT-2 30 uM BOH 48 saat 10910 + 5074
AT-2 30 uM BOH 72 saat 00000 £ 0000

—o— AT-2 BOH/10 yM
—O— AT-2 BOH/15 yM

105000 1 AT-2 BOH/20 uM

= AT-2 BOH/30 pM
F
S, 70000 A
©
n
o
(3]
3
T 35000
IS s
8 ¥
1
0 ' . >
0 24 48 72

Zaman (Saat)

Sekil 5.1: Boheminin (BOH) farkli konsantrasyonlarinin metastaz yapma egilimi az
(AT-2) sican prostat kanseri hiicre hatlarinda canliliga etkisinin zamana bagl olarak
degisimi. BOH konsantrasyonlari: 10, 15, 20 ve 30 uM.
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AT-2 sican prostat kanseri hiicre hatlarinda ekimden sonraki 24. saatte uygulanan farkh
konsantrasyonlardaki BOH’in canliliga etkisinin 24., 48. ve 72. saatlerdeki etkileri goz
oniine alindiginda, BOH’in 15 pM’dan daha yiiksek konsantrasyonlarin toksik etki
yaratabilecegi diisiiniilerek BOH i¢in denenen ve etkin bulunan sinir konsantrasyon
olarak 15 pM’in bu arastirmada kullanilmasina karar verildi (Tablo 5.2) (Sekil 5.2).
Ayrica BOH’in 48. ve 72. saat uygulamalarinda bir fark olmadigi saptanarak, bu

aragtirmada 72. saat uygulamasinin yapilmamasi da ayrica kararlastirildi.

Tablo 5.2: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi az (AT-2) sican prostat kanseri hiicre
hatlarinda canliliga etkisinin zamana gore degisimi. BOH konsantrasyonu: 15 uM; Kontrol:
BOH uygulanmamis hiicre hatti.

Hiicre Hatti ve Uygulama Uygulama Siiresi Canh Hiicre Sayisy/ml
AT-2 Kontrol 24 saat 322655 £ 15394
AT-2 BOH 24 saat 53690 £ 5033
AT-2 Kontrol 48 saat 532370 £ 27768
AT-2 BOH 48 saat 24105 £ 4326

— AT-2 Kontrol
—— AT-2 BOH

600000

500000 4

400000 4

300000 1

200000 4

Canli Hiicre Sayisi/ml

100000

0

0 24 48
Zaman (Saat)

Sekil 5.2: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi az (AT-2) sican prostat kanseri
hiicre hatlarinda canlilifa etkisinin zamana baglh olarak degisimi. BOH
konsantrasyonu: 15 uM; Kontrol: BOH uygulanmamus hiicre hatt1 (p<0,0005).
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MAT-Lylu sican prostat kanseri hiicre hatlarinda ekimden 24 saat sonra 10 yM BOH
uygulanmasi sonucunda hiicrelerin canliliginda kontrole kiyasla 24. saatte % 79, 48.
saatte % 95 ve 72. saatte % 97 oraninda ket vuru saptanmistir. Ayni hiicrelere ekimden
24 saat sonra 15 uM BOH uygulanmasinin ardindan hiicrelerin canliliginda kontrole
kiyasla 24. saatte % 82, 48. saatte % 96 ve 72. saatte % 98 inhibisyon oldugu
belirlenmistir. Ekimden sonra 20 pM BOH uygulamasi ise 24. saatte hiicrelerin
canliliginda kontrole oranla % 83, 48. saatte % 96 ve 72. saatte % 100 azalmalara sebep
olmustur. 30 pM BOH uygulamasinin da hiicrelerin canliliginda kontrole kiyasla 20 uM
BOH uygulamasi ile ayni oranda azalma meydana getirdigi belirlenmistir (Tablo 5.3)

(Sekil 5.3).

Tablo 5.3: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi ¢ok (MAT-Lylu) sican prostat kanseri
hiicre hatlarinda canliliga etkisinin zamana gore degisimi. BOH konsantrasyonlari: 10, 15, 20 ve
30 uM.

Hiicre Hatti ve Uygulama Uygulama Siiresi Canh Hiicre Sayisy/ml
MAT-Lylu 10 pM BOH 24 saat 75130 £ 4318
MAT-Lylu 10 pM BOH 48 saat 34565+ 7015
MAT-Lylu 10 pM BOH 72 saat 20706+ 5643
MAT-Lylu 15 pM BOH 24 saat 63530 £ 4435
MAT-Lylu 15 pM BOH 48 saat 26150 £4148
MAT-Lylu 15 uM BOH 72 saat 15930 £ 5214
MAT-Lylu 20 uM BOH 24 saat 59870 + 5481
MAT-Lylu 20 pM BOH 48 saat 22780 + 5388
MAT-Lylu 20 pM BOH 72 saat 00000 = 0000
MAT-Lylu 30 uM BOH 24 saat 50810 £ 6172
MAT-Lylu 30 ptM BOH 48 saat 19825 + 5894
MAT-Lylu 30 pM BOH 72 saat 00000 + 0000
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Sekil 5.3: Boheminin (BOH) farkli konsantrasyonlarinin metastaz yapma egilimi ¢ok
(MAT-Lylu) sican prostat kanseri hiicre hatlarinda canliliga etkisinin zamana bagh
olarak degisimi. BOH konsantrasyonlari: 10, 15, 20 ve 30 uM.

Metastaz yapma egilimi ¢ok, MAT-Lylu sican prostat kanseri hiicre hatlarinda ekimden
sonraki 24. saatte uygulanan farkli konsantrasyonlardaki BOH’in canliliga etkisi 24.,
48. ve 72. saatlerde goz Oniine alindiginda, BOH’in 15 pM’dan daha yiiksek
konsantrasyonlarinin toksik etki yaratmasindan dolayr BOH i¢in sinir konsantrasyon
olarak 15 uM kullanilmasina karar verildi (Tablo 5.4) (Sekil 5.4). AT-2 prostat kanseri
hiicre hattinda oldugu gibi MAT-Lylu sican prostat kanseri hiicre hatlarinda da BOH’in
48. ve 72. saat uygulamalarinda bir fark olmadig1 saptanmis ve bu aragtirmada 72. saat

uygulamasinin yapilmamasi kararlagtirilmistir.

59



Tablo 5.4: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi ¢cok (MAT-Lylu) sican prostat kanseri
hiicre hatlarinda canliliga etkisinin zamana gore degisimi. BOH konsantrasyonu: 15 uM;
Kontrol: BOH uygulanmamis hiicre hatt.

Hiicre Hatti ve Uygulama Uygulama Siiresi Canl Hiicre Sayisi/ml
MAT-Lylu Kontrol 24 saat 357417 £ 32435
MAT-Lylu BOH 24 saat 63530 £ 4435
MAT-Lylu Kontrol 48 saat 632110 £ 28116
MAT-Lylu BOH 48 saat 26150 + 4148

——MAT-Lylu Kontrol
——MAT-Lylu BOH

700000 -
600000 1
500000 4
400000 4
300000 4

200000 4

Canli Hiicre Sayisi/ml

100000

0 v .
0 24 48

Zaman (Saat)

Sekil 5.4: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi ¢cok (MAT-Lylu) sican prostat
kanseri hiicre hatlarinda canlilifa etkisinin zamana bagli olarak degisimi. BOH
konsantrasyonu: 15 uM; Kontrol: BOH uygulanmamis hiicre hatt1 (p<0,0005).

Sonug olarak, 15 pM BOH uygulandiktan sonra ki ilk 24. saatte hem AT-2 ve hem de
MAT-Lylu sican prostat kanseri hiicre hatlarinin canliliginda kontrole oranla % 82-83
oraninda azalma oldugu belirlenmistir. BOH uygulamasindan sonra ki 48. saatte ise AT-
2 hiicrelerinin canliligi kontrol ile kiyaslandiginda % 95-96 oraninda ket vuru
saptanmistir. 72. saatte ise hem AT-2 ve hem de MAT-Lylu sican prostat kanseri

hiicrelerinde kontrole oranla % 100 azalma g6zlenmistir.
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5.2. BOHEMININ HUCRE CANLILIGINA ETKISININ MiKROSKOBIK
INCELENMESI

Bu arastirmanin ilk amaci olan BOH’in hiicre ¢ogalmasina etkilerinin incelenmesi
sirasinda, BOH uygulanmis ve BOH uygulanmamis (kontrol) AT-2 ve MAT-Lylu sigan
prostat kanseri hiicre hatlarinda BOH’in etkilerinin belirlenmesinden sonra

mikroskobik saptamalar ger¢eklestirilmistir.

Metastaz yapma egilimi az, AT-2 sican prostat kanseri hiicre hatlarinda, ekimden
sonraki 24. saatte hiicrelerin sekillerinin epitel-benzeri ve poligonal oldugu
gozlenmistir. Bu hiicreler kiiltiir kabina oldukca yayilmis olup, tiim hiicrelerin kiiltiir
kabinin tabanmna yapistigi saptanmustir (Sekil 5.5 A). Hiicrelere ekimden sonraki 24.
saatte, 24 saat 15 pM BOH uygulamasi sonucunda hiicrelerin sekillerinde herhangi bir
degisiklik olmadigi, ancak yayilma derecelerini kaybettikleri saptanmistir (Sekil 5.5 B).
Ekimden 48 saat sonra BOH uygulanmamis hiicrelerin sekilleri incelendiginde,
poligonal hiicrelerin hafif kiiresellestigi ve yayilarak kiiltiir kabinin tiim tabanim
kapladiklar1 goriilmiistiir (Sekil 5.6 A). Ekimden 24 saat sonra 15 uM BOH uygulanmis
ve 48 saat bu uygulamaya maruz birakilmis hiicrelerde ise, hiicrelerin neredeyse
tamaminin seklinin kiiresellestigi, kiiltiir kabinin yiizeyine yapisma oranlarinda ve

sayilarinda da dikkate deger bir azalma meydana geldigi saptanmistir (Sekil 5.6 B).
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Sekil 5.5: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi az (AT-2) si¢an
prostat kanseri hiicre hatlarinda canliliga etkisinin mikroskoik olarak
belirlenmesi. BOH konsantrasyonu: 15 pM; BOH uygulamasi: Ekimden
sonraki 24. saat; Kontrol: BOH uygulanmamis hiicre hatlari; A: AT-2
kontrol (x40); B: BOH uygulanmis AT-2 hiicre hatt1 (x20).
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Sekil 5.6: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi az (AT-2) sigan prostat
kanseri hiicre hatlarinda canliliga etkisinin mikroskoik olarak belirlenmesi.
BOH konsantrasyonu: 15 uM; BOH uygulamasi: Ekimden sonraki 48. saat;
Kontrol: BOH uygulanmamis hiicre hatlari; A: AT-2 kontrol (x20); B: BOH
uygulanmis AT-2 hiicre hatt1 (x40).
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Metastaz yapma egilimi ¢ok, MAT-Lylu sican prostat kanseri hiicre hatlarinda,
ekimden sonraki 24. saatte hiicrelerin sekillerinin poligonal oldugu gozlenmistir. Bu
hiicreler kiiltiir kabina oldukca yayilmig olup, tiim hiicreler kiiltiir kabinin tabanina
yapismis oldugu gozlenmistir (Sekil 5.7 A). Hiicrelere ekimden sonraki 24. saatte, 24
saat 15 uM BOH uygulamasi sonucunda hiicrelerin yayilma derecelerini ve kiiltiir
kabinin tabanina yapisma 6zelliklerini kaybettikleri saptanmistir (Sekil 5.7 B). Ekimden
48 saat sonra BOH uygulanmamis hiicrelerin sekilleri incelendiginde, poligonal
hiicrelerin daha da yayilarak kiiltiir kabimin tiim tabanim1 kapladiklar1 gézlenmistir
(Sekil 5.8 A). Ekimden 24 saat sonra 15 pM BOH uygulanmis ve 48 saat bu
uygulamaya maruz birakilmis hiicrelerde ise, hiicrelerin hemen hemen tamaminin
seklinin kiiresellestigi, kiiltiir kabinin yiizeyine yapisma oranlarinda ve sayilarinda da

onemli dlciide bir azalma oldugu belirlenmistir (Sekil 5.8 B).
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Sekil 5.7: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi ¢ok (MAT-Lylu) sigan
prostat kanseri hiicre hatlarinda canliliga etkisinin mikroskobik olarak
belirlenmesi. BOH konsantrasyonu: 15 uM; BOH uygulamasi: Ekimden
sonraki 24. saat; Kontrol: BOH uygulanmamig hiicre hatlari; A: MAT-Lylu
kontrol (x40); B: BOH uygulanmis MAT-Lylu hiicre hatt1 (x40).
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Sekil 5.8: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi ¢ok (MAT-Lylu) sican
prostat kanseri hiicre hatlarinda canliliga etkisinin mikroskobik olarak
belirlenmesi. BOH konsantrasyonu: 15 pM; BOH uygulamasi: Ekimden
sonraki 48. saat; Kontrol: BOH uygulanmamis hiicre hatlari; A: MAT-Lylu
kontrol (x40); B: BOH uygulanmis MAT-Lylu hiicre hatt1 (x40).
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Sonug olarak, metastaz yapma egilimi az ve ¢ok sican prostat kanseri hiicre hatlarinin
BOH etkisindeki mikroskobik goriiniimleri karsilastirildiginda 15 uM BOH uygulamasi
sonucunda hem 24. (Sekil 5.9 A ve B) ve hem de 48. (Sekil 5.10 A ve B) saatlerde
MAT-Lylu sican prostat kanseri hiicrelerinin AT-2 sican prostat kanseri hiicrelerine

gore BOH’e karsi daha direncli olduklar1 belirlenmistir (Sekil 5.9 A ve B).

Sekil 5.9: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi az
(AT-2) ve metastaz yapma egilimi ¢ok (MAT-Lylu) si¢an
prostat kanseri hiicre hatlarinda canlihga etkisinin mikroskobik
olarak belirlenmesi. BOH konsantrasyonu: 15 puM; BOH
uygulamasi: Ekimden sonraki 24. saat; A: BOH uygulanmis
AT-2 hiicre hatt1 (x20); B: BOH uygulanmis MAT-Lylu hiicre
hatt1 (x40).
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Sekil 5.10: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi az (AT-2) ve
metastaz yapma egilimi ¢ok (MAT-Lylu) sican prostat kanseri hiicre
hatlarinda canliliga etkisinin mikroskobik olarak belirlenmesi. BOH
konsantrasyonu: 15 uM; BOH uygulamasi: Ekimden sonraki 48. saat;
A: BOH uygulanmis AT-2 hiicre hatti (x40); B: BOH uygulanmig
MAT-Lylu hiicre hatt1 (x40).
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5.3. BOHEMININ TOTAL PROTEIN MiKTARINA ETKIiSi

AT-2 ve MAT-Lylu sican prostat kanseri hiicre hatlarinda 15 pM BOH’in hiicre ici
total protein miktarina etkileri incelendiginde AT-2 sican prostat kanseri hiicre
hatlarinda 24 saat BOH uygulanmasi sonucunda kontrole kiyasla % 30, 48 saat sonunda
ise % 59 oraninda ket vuru meydana geldigi saptanmistir. 24. ve 48. saatlerdeki AT-2
sican prostat kanseri hiicre hatlarmmin kontrol gruplart kendi aralarinda
kiyaslandiklarinda % 14 oraninda artis meydana gelirken, BOH uygulanmis hiicre
hatlar1 arasinda % 35 oraninda azalma oldugu saptanmistir. (Tablo 5.5) (Sekil 5.11).

Tablo 5.5: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi az (AT-2) sican prostat kanseri hiicre
hatlarinda total protein miktarina etkisinin zamana bagh incelenmesi. BOH konsantrasyonu: 15
p1M; Kontrol: BOH uygulanmamus hiicre hatt.

Total Protein Miktari

Hiicre Hatti1 ve Uygulama Uygulama Siiresi p
(ng/10° hiicre)
AT-2 Kontrol 24 saat 145,8 £5,11
AT-2 BOH 24 saat 100,84 £ 3,15
AT-2 Kontrol 48 saat 171,02 + 4,89
AT-2 BOH 48 saat 65,49 + 4,24
o AT-2 Kontrol
240 - O AT-2 BOH
g _ 200-
X o -
= o 160 4 =
= S -
£ <
Q o 120 4
2 = =
a o 80 4
-_— 3 ==
“ N
° 40
[t
0

24 ' 48
Zaman (Saat)

Sekil 5.11: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi az (AT-2) sigan prostat kanseri hiicre
hatlarinda total protein miktarina etkisinin zamana bagli olarak incelenmesi. BOH
konsantrasyonu: 15 pM; Kontrol: BOH uygulanmamuis hiicre hatt1 (p<0,0005).
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MAT-Lylu sican prostat kanseri hiicre hatlarinda ise 15 pM BOH’in, uygulandiktan
sonraki ilk 24 saatte total protein miktarinda 1,5 ve 48. saatte 1,8 kez ket vuru meydana
getirdigi belirlenmistir. 24. ve 48. saatlerdeki MAT-Lylu sican prostat kanseri hiicre
hatlarinin kontrol gruplar1 kendi aralarinda kiyaslandiklarinda % 31, BOH uygulanmis
hiicre hatlar1 kendi aralarinda kiyaslandiklarinda ise % 46 oraninda artma oldugu
saptanmistir (Tablo 5.6) (Sekil 5.12). Bu durumda protein inhibisyonu agisindan MAT-
Lylu hiicrelerinin BOH’e kars1t AT-2 hiicre hatlarina gore biraz daha direngli olduklart
ortaya ¢ikmaktadir.

Tablo 5.6: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi ¢cok (MAT-Lylu) sican prostat kanseri
hiicre hatlarinda total protein miktarina etkisinin zamana bagli olarak incelenmesi. BOH
konsantrasyonu: 15 pM; Kontrol: BOH uygulanmamuis hiicre hatt.

Total Protein Miktari
Hiicre Hatt1 ve Uygulama Uygulama Siiresi

(ng/10° hiicre)
MAT-Lylu Kontrol 24 saat 161,8 +4,31
MAT-Lylu BOH 24 saat 106,78 + 2,99
MAT-Lylu Kontrol 48 saat 236,02 + 3,76
MAT-Lylu BOH 48 saat 201,13 £4,55
O MAT-Lylu Kontrol
O MAT-Lylu BOH
240 =
=
s 200 - ==
= 9
= S 160 =
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Sekil 5.12: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi ¢ok (MAT-Lylu) sican prostat kanseri
hiicre hatlarinda total protein miktarina etkisinin zamana bagli olarak incelenmesi. BOH
konsantrasyonu: 15 pM; Kontrol: BOH uygulanmamuis hiicre hatt1 (p<0,0025).
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5.4. BOHEMININ POLIAMIN MIKTARINA ETKiSi

Bu arastirmanin bir diger amaci olan BOH’in metastaz yapma egilimi az (AT-2) ve

metastaz yapma egilimi ¢cok (MAT-Lylu) sican prostat kanseri hiicre hatlarinda PA

miktarlarina etkisinin incelenmesidir. AT-2 sican prostat kanseri hiicrelerinde 15 pM

BOH, uygulandiktan sonraki ilk 24 saatte Put miktarinda kontrole oranla % 53 ve 48.

saatte ise % 44 azalmaya neden olmaktadir. Ayrica BOH uygulanmamis kontrol

gruplarmin hiicre i¢i Put diizeyleri kendi aralarinda kiyaslandiginda 48. saatteki

hiicrelerin 24. saatteki hiicrelere oranla % 20 daha fazla Put icerigine sahip olduklari

goriilmiistiir (Tablo 5.7) (Sekil 5.13). Bu durumda Put’in BOH uygulamasina AT-2

hiicre hatlarinda ket vuruya neden olmadig1 ortaya ¢cikmig olmaktadir.

Tablo 5.7: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi az (AT-2) sican prostat kanseri hiicre
hatlarinda putresin miktarina etkisinin zamana bagli olarak incelenmesi. BOH konsantrasyonu:
15 uM; Kontrol: BOH uygulanmamis hiicre hatti.

Hiicre Hatt1 ve Uygulama

Uygulama Siiresi

Putresin Miktar1

(nmol/100 pg protein)

AT-2 Kontrol 24 saat 29+0,3
AT-2 BOH 24 saat 1,4+0,2
AT-2 Kontrol 48 saat 3,6+0,3
AT-2 BOH 48 saat 2,0+0,1
o AT-2 Kontrol
5 - O AT-2 BOH
E 4
T 4
= o T
S o ol
£o° T
E =
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£
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48

Sekil 5.13: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi az (AT-2) sican prostat
kanseri hiicre hatlarinda putresin (Put) miktarina etkisinin zamana bagli olarak
incelenmesi. BOH konsantrasyonu: 15 puM; Kontrol: BOH uygulanmamis hiicre

hatt1 (p<0,0005).
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Metastaz yapma egilimi cok, MAT-Lylu sican prostat kanseri hiicrelerinde ise 15 pM
BOH’in uygulandiktan sonraki ilk 24 saatte diamin Put miktarina kontrole kiyasla % 87
ve 48. saatte % 93 oraninda ket vuru meydana getirdigi saptanmistir (Tablo 5.8) (Sekil
5.14).

Tablo 5.8: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi ¢cok (MAT-Lylu) sican prostat kanseri
hiicre hatlarinda putresin miktarma etkisinin zamana bagli olarak incelenmesi. BOH
konsantrasyonu: 15 pM; Kontrol: BOH uygulanmamis hiicre hatti.

Putresin Miktar1

Hiicre Hatti ve Uygulama Uygulama Siiresi
(nmol/100 pg protein)
MAT-Lylu Kontrol 24 saat 3,2+0,2
MAT-Lylu BOH 24 saat 0,4 £0,1
MAT-Lylu Kontrol 48 saat 3,8+0,2
MAT-Lylu BOH 48 saat 0,3+0,1
0O MAT-Lylu Kontrol
5 4 o MAT-Lylu BOH
s 2 T -
S o 34 T
x O
E =
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a =
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Sekil 5.14: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi ¢ok (MAT-Lylu) si¢an
prostat kanseri hiicre hatlarinda putresin (Put) miktarina etkisinin zamana bagl
olarak incelenmesi. BOH konsantrasyonu: 15 pM; Kontrol: BOH uygulanmamis
hiicre hatt1 (p<0,0005).
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Metastaz yapma egilimi az, AT-2 sican prostat kanseri hiicre hatlarinda ekimden sonraki
24. saatte 15 pM BOH’in uygulandiktan sonraki ilk 24 saatte triamin Spd miktarini
kontrole oranla % 77 ve 48. saatte % 89 oraninda azalttig1 tespit edilmistir (Tablo 5.9)
(Sekil 5.15).

Tablo 5.9: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi az (AT-2) si¢an prostat kanseri hiicre
hatlarinda spermidin miktarina etkisinin zamana bagli olarak incelenmesi. BOH
konsantrasyonu: 15 pM; Kontrol: BOH uygulanmamis hiicre hatti.

Spermidin Miktar:
Hiicre Hatt1 ve Uygulama Uygulama Siiresi
(nmol/100 pg protein)
AT-2 Kontrol 24 saat 2,3+0,3
AT-2 BOH 24 saat 0,5+0,1
AT-2 Kontrol 48 saat 24+0,1
AT-2 BOH 48 saat 0,3+0,1
O AT-2 Kontrol
3 4 o AT-2 BOH
= T
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Sekil 5.15: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi az (AT-2) sican prostat
kanseri hiicre hatlarinda spermidin (Spd) miktarina etkisinin zamana bagl olarak
incelenmesi. BOH konsantrasyonu: 15 puM; Kontrol: BOH uygulanmamis hiicre
hatt1 (p<0,0005).

73



MAT-Lylu sican prostat kanseri hiicre hatlarinda ise 15 pM BOH’in uygulandiktan
sonraki 24. saatte Spd miktarinda kontrole oranla % 47 ve sonra ki 48 saatte % 94

oraninda ket vuru meydana getirdigi tespit edilmistir (Tablo 5.10) (Sekil 5.16).

Tablo 5.10: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi ¢cok (MAT-Lylu) sican prostat kanseri
hiicre hatlarinda spermidin miktarina etkisinin zamana bagli olarak incelenmesi. BOH
konsantrasyonu: 15 pM; Kontrol: BOH uygulanmamis hiicre hatti.

Spermidin Miktar1
Hiicre Hatti ve Uygulama Uygulama Siiresi
(nmol/100 pg protein)
MAT-Lylu Kontrol 24 saat 3,1 +0,2
MAT-Lylu BOH 24 saat 1,6 £0,2
MAT-Lylu Kontrol 48 saat 3,4+£0,2
MAT-Lylu BOH 48 saat 0,2+0,1
O MAT-Lylu Kontrol
41 o MAT-Lylu BOH
— T
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Sekil 5.16: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi ¢cok (MAT-Lylu) sican
prostat kanseri hiicre hatlarinda spermidin (Spd) miktarina etkisinin zamana bagh
olarak incelenmesi. BOH konsantrasyonu: 15 pM; Kontrol: BOH uygulanmamig
hiicre hatt1 (p<0,0005).

74



AT-2 sican prostat kanseri hiicre hatlarinda 24 saat siire ile uygulanan 15 puM BOH’in,
Spm miktarim1 % 66 ve 48 saat siire ile uygulanan BOH’in ise % 87 oraninda azalttif1

belirlenmistir (Tablo 5.11) (Sekil 5.17).

Tablo 5.11: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi az (AT-2) sican prostat kanseri hiicre
hatlarinda spermin miktarma etkisinin zamana bagli olarak incelenmesi. BOH konsantrasyonu:
15 uM; Kontrol: BOH uygulanmamis hiicre hatti.

Spermin Miktari
Hiicre Hatti ve Uygulama Uygulama Siiresi
(nmol/100 pg protein)
AT-2 Kontrol 24 saat 3,0+0,1
AT-2 BOH 24 saat 1,0£0,1
AT-2 Kontrol 48 saat 29+0,1
AT-2 BOH 48 saat 0,4 £0,1
O AT-2 Kontrol
4 1 0O AT-2 BOH
£
@
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Sekil 5.17: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi az (AT-2) sigan prostat
kanseri hiicre hatlarinda spermin (Spm) miktarina etkisinin zamana bagh olarak
incelenmesi. BOH konsantrasyonu: 15 puM; Kontrol: BOH uygulanmamis hiicre
hatt1 (p<0,0005).

75



Metastaz yapma egilimi ¢cok, MAT-Lylu sican prostat kanseri hiicre hatlarinin Spm

miktarinda ise 15 puM BOH uygulamasinin 24. saatte kontrole kiyasla % 92, 48. saatte

ise % 88 oraninda azalma meydana getirdigi belirlenmistir (Tablo 5.12) (Sekil 5.18).

Tablo 5.12: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi ¢cok (MAT-Lylu) sican prostat kanseri
hiicre hatlarinda spermin miktarma etkisinin zamana bagli olarak incelenmesi. BOH
konsantrasyonu: 15 pM; Kontrol: BOH uygulanmamis hiicre hatti.

Spermin Miktari
Hiicre Hatti ve Uygulama Uygulama Siiresi
(nmol/100 pg protein)
MAT-Lylu Kontrol 24 saat 4,0+0,1
MAT-Lylu BOH 24 saat 0,3+0,1
MAT-Lylu Kontrol 48 saat 4,3+0,1
MAT-Lylu BOH 48 saat 0,5+0,1
0O MAT-Lylu Kontrol
51 o MAT-Lylu BOH
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Sekil 5.18: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi ¢cok (MAT-Lylu) sican
prostat kanseri hiicre hatlarinda spermidin (Spd) miktarina etkisinin zamana bagh
olarak incelenmesi. BOH konsantrasyonu: 15 pM; Kontrol: BOH uygulanmamis

hiicre hatt1 (p<0,0005).
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5.5. BOHEMININ ODC mRNA EKSPRESYONUNA ETKISI

15 uM BOH’in PA biyosentezinin en 6nemli anahtar enzimi olan ve ornitinin Put’e
doniismesini saglayan ODC’1in mRNA ekspresyonuna etkisinin metastaz yapma egilimi
az (AT-2) ve metastaz yapma egilimi ¢cok (MAT-Lylu) sican prostat kanseri hiicre
hatlarinda incelenmesi ¢alismanin diger bir amacini teskil etmektedir. Bu amacla daha
once BOH’in tiim PA diizeylerinde yaklasik % 90 dolaylarinda ket vurucu etki
gosterdigi 48. saat uygulamasi aragtirmanin bu boliimiinde ODC mRNA ekspresyon
diizeyini belirlemek i¢in se¢ildi. Yapilan arastirma sonucunda, BOH uygulamasinin 48.
saatinde, her iki hiicre hattinda da ODC mRNA ekspresyonunda ket vuru meydana
geldigi, buna karsin BOH uygulanmamis kontrol gruplarinda ODC-mRNA
ekspresyonlarinin meydana geldigi acik bir sekilde tespit edilmistir (Sekil 5.19).

1031 bp

Sekil 5.19: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi az (AT-2) ve metastaz yapma
egilimi cok (MAT-Lylu) sican prostat kanseri hiicre hatlarinda ODC mRNA
ekspresyonuna etkisi. BOH konsantrasyonu: 15 pM; BOH uygulamasi: Ekimden
sonraki 48. saat; Kontrol: BOH uygulanmamis hiicre hatti (L: 50 bp DNA ladder, 1:
AT-2 kontrol, 2: BOH uygulanmis AT-2 hiicre hatti, 3: MAT-Lylu kontrol, 4: BOH
uygulanmig MAT-Lylu hiicre hatt1).
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5.6. BOHEMININ Bax mRNA EKSPRESYONUNA ETKISi

Bu aragtirmanin diger bir amaci, giris kisminda da belirtildigi gibi sikline bagimli kinaz
inhibitoérit BOH’in AT-2 ve MAT-Lylu sican prostat kanseri hiicre hatlarinda ket vurucu
etkisinin molekiiler mekanizmasin1 ortaya koyabilmektir. Bu amaca yonelik olarak
BOH’in proapoptotik Bax proteininin ekspresyon diizeyine etkisi arastirildi. Yapilan
RT-PZR calismasi sonucunda 15 uM BOH’in uygulandiktan sonraki 48. saatte Bax
ekspresyon diizeyi metastaz yapma egilimi cok, MAT-Lylu sican prostat kanseri hiicre
hatlarinda baskiladigi, buna karsin BOH uygulanmis metastaz yapma egilimi az, AT-2
sican prostat kanseri hiicre hattinda ve BOH uygulanmamis her iki kontrol grubunda

Bax ekspresyonu meydana geldigi tespit edilmistir (Sekil 5.20).

Sekil 5.20: Boheminin (BOH) metastaz yapma egilimi az (AT-2) ve metastaz yapma
egilimi ¢ok (MAT-Lylu) sican prostat kanseri hiicre hatlarinda Bax mRNA
ekspresyonuna etkisi. BOH konsantrasyonu: 15 pM; BOH uygulamasi: Ekimden sonraki
48. saat; Kontrol: BOH uygulanmamis hiicre hatti (L.: 50 bp DNA ladder, 1: AT-2
kontrol, 2: BOH uygulanmis AT-2 hiicre hatti, 3: MAT-Lylu kontrol, 4: BOH
uygulanmigs MAT-Lylu hiicre hatt).
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6. TARTISMA VE SONUC

Prostat kanseri erkekler arasinda en sik rastlanan kanser tiirii olup, batili iilkelerin
istatistiksel ¢aligmalarina gore kansere bagl erkek oliimlerinde ikinci siray1 almaktadir.
Prostat kanserinin teshisinde mevcut olan metodlar tiimoriin davraniglarini onceden
belirlemede yetersiz kalmaktadir. Yayilmis prostat kanserinin standart tedavilerinde
iyilesme orami ¢ok diisiiktiir. Prostat spesifik antijeni (PSA), prostat spesifik membran
antijeni (PSMA) ve insan kallikrein ailesi gen lriinlerinin (proPSA, c-PSA, fPSA)
saptanmasi hastaligin tanis1 ve gelisimini agiklamada yetersiz kalmaktadir. Biyomarkir
olarak kabul edilen biyokimyasal ve molekiiler analizler sonucunda beklenilen iyi bir
tani, hastaligin detayl: takibi ve uygulanan sitotoksik ajanlarin etkilerinin gézlenmesidir.
Bu nedenle bilinen diger epitel kokenli kanser tipleri i¢in gecerli olan biyomarkirlar
prostat kanseri igin yeterli degildir. Ozellikle kotii gelisime sahip prostat kanser
hiicrelerini ayirt edecek ve bunlar iizerinde inhibitor etkisi yapacak yeni molekiillerin
kesfine ihtiya¢ duyulmaktadir (Schipper, 2000). Erken evrede teshis edilen, prostat
kanserli hastalarin % 80-85 i ameliyat ile iyilestirilebilmektedir. Metastaz yapmus ileri
evre prostat kanseri vakalarinda, anti-androjen tedavisinin bir siireligine olumlu yanit
vermesine karsin uzun siireli tedavi ile hiicrelerin ya anti-androjene karsi
hassasiyetlerini kaybettikleri ya da anti-androjen tedaviye cevap veren tiim prostat hiicre
tiplerinin 6lmesi ve yerine sadece anti-androjene cevap vermeyen tiplerin kalmasi ile
hastaligin agresif bir sekilde ilerleyerek hastanin 6liimii gerceklesmektedir. Bu nedenle,
prostat kanserinin erken teshisi giliniimiizde olduk¢a 6nem kazanmis bir konu halini
almistir. 1500 kisinin prostat érneklerinden elde edilen RNA mikroarray caligmalar ile
yapilan bir arastirmada Ezh2, Amacr gibi genlerin ileri evre metastatik prostat kanseri
icin yiiksek oranda eksprese edildikleri saptanmis olsa da bu biyomarkirlar heniiz PSA
gibi kabul gormemislerdir. Bu nedenle, hastalifin onceden gelisimini belirleyecek,
uygulanan tedaviye olan cevab1 goriintiileyebilecek ve hastaligin gelisimini takip

edebilecek kapasitede biyomarkirlara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Diger taraftan Put, Spd ve Spm olarak bilinen dogal PA’ler alifatik aminler olup hiicre
biiytimesi, farklilasmasi ve tiimor gelisiminde ¢ok 6nemli rollere sahiptir. 17. yiizyilda
Anthon Van Leeuwenhoek, insan semeninde Spm’in varligim1 kanitlayan ilk arastirici
olmustur. Bundan sonraki 200 yil boyunca da PA’lerin kimyasal yapilar iizerine
yapilan calismalar sayesinde semen igerisinde PA’lerin biyokimyasal etki
mekanizmalar detayl olarak arastirilmistir (Schipper, 2000). Bu nedenle prostat bezi ve
PA metabolizmas1 arasindaki iliskiyi gostermek iizere yapilan ¢alismalar da Snem
kazanmaktadir. Ozellikle kanserli hastalarda Put, Spd, Spm ya da total PA miktarinin
(serbest ve asetile formlar1) kan ve idrar drneklerinde saglikli kisilere gore daha yiiksek
konsantrasyonlarda olduklar1 saptanmistir (Bergeron ve ark., 1998). Cipolla ve
arkadaslann (1992), benign prostat hiperplazisi (BPH), lokalize prostat kanseri ve
yayilmig prostat kanseri hastalarinda kan eritrositlerinde PA diizeylerini arastirmiglar ve
degisik evreler ile PA diizeyleri arasinda bir korelasyon oldugunu gostermislerdir. Insan
ve sican prostat bezindeki epitel hiicreleri cok fazla oranda PA iireten hiicrelerdir.
PA’ler hiicre ¢ogalmasi ve farklilagmasi icin cok onemli faktorlerdir. Cipolla ve
arkadaslann (2002), yapmis olduklart bir calismada, PA’den yoksun olan diyet
meniilerini degisik tipte prostat kanseri hastalarina uygulamislar ve yiiksek olan PSA
degerlerini bu diyet ile stabilize etmeyi basarmislardir. Giiniimiize kadar yapilmis olan
yaymlar PA’lerin prostat hiicrelerinin normal ve kanser karakterdeki gelisimleri
lizerindeki rollerini oldukca iyi aciklamaktadir. Ornegin Srinath ve arkadaslar1 (2002),
prostat hiicre hatlarinin prostat kokenli olmayan diger hiicre hatlarina gore daha fazla
radyoaktif PA alabildigini gostermislerdir. Bu calisma ve benzerleri PA’lerin pozitron
emisyon tomografisi (PET) gibi kanserin izlenmesi i¢in O6nemli tekniklerde
kullanilabilecegini gostermektedir. Dolayisiyla, PA metabolizmasinin prostat kanseri
acisinda ¢oziimlenmesi gittikge onem kazanmaktadir. Schipper ve arkadaglar1 (2000),
prostat kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasi i¢in PA biyosentezinin 6zellikle de Put ve Spd
diizeylerinin artmasi gerektigini belirtmislerdir. Ayrica prostat bezinin Spm gibi salgi
tiriinleri ile dolu genis bir epitel hiicre hacmine sahip oldugunu ve dolayisiyla hiicre
organizasyonlarindaki degisimler sonucunda bu iiriinlerin miktarinda da degisiklikler
olabilecegini gostermislerdir. Kastrasyona ugramig farelerde DFMO ile ODC
aktivitesinin indirgenmesi sonucunda, prostat asini hiicrelerinde azalma ve testosterona
bagh prostat biiyiimesinin engellendigi gosterilmistir. Spd ve Spm konsantrasyonunun

prostat bezinde diger organlara gore daha yogun olmasi nedeni ile DFMO ve diger PA
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inhibitorleri ile yapilan c¢alismalardan carpici sonuglar elde edilmektedir. DFMO’in
ODC aktivitesi ve tiimor bilylimesini prostat kanserinde inhibe ettigi Heston ve
arkadaslan (1982) tarafindan gosterilmistir. ODC indirgeyici faktorler iceren yesil cay
tiketiminin fazla oldugu beslenme aligkanliina sahip Japon epidemiyolojik
calismalarinda prostat kanserinin ¢ok nadir olmasi bir diger ¢alisma konusu olarak in
vitro ve in vivo ¢aligmalar ile gosterilmistir (Ahmad ve ark., 1997; Paschka ve ark.,
1998; Gupta ve ark., 1999). Ancak DFMO’in sitotoksik etkilerinin engellenememesi
nedeni ile PA analoglar1 gibi diger inhibitor maddeler {izerine yapilan calismalar
giderek artmaktadir. Buna ragmen Loprinzi ve arkadaslar1 (1996), 35 hasta iizerinde
giinde 0,125-1,0 gr DFMO uygulamasi ile sitotoksisite deneylerine devam eden

arastiricilar arasinda yer almaktadirlar.

Yapilan diger calismalarda uygulanan kemoterapstik maddeler icin hiicresel cevaplarin
onemli olduklar1 vurgulanmustir. Ornegin, hiicre SSAT aktivitesi, PA biyosentezinin
cesitli nedenler ile negatif regiillasyonu, dogal PA kaynaklarinin azalmasi (PA
icermeyen diyet veya gastrointestinal sistemde antibiyotik kullamimi ile bakteri
florasinin  uzaklastirilmasi) uygulanan  kemoterapotik maddeye  duyarliligi
artirmaktadir. Androjene bagimsiz DUI145 hiicrelerine PA analogu DENSpm
uygulanmasi sonucunda hiicrelerin androjene hassas LNCap hiicrelerinden daha fazla
kemoterapotik maddeye cevap verdikleri gozlenmistir (McCloskey ve ark., 1996; Ha ve
ark., 1998).

Prostat kanseri i¢in PA metabolizmasi ile ilgili yapilacak denemelerden 6nce hiicrelerin
genel genomik karakteristiginin  gOsterilmesi ©nem kazanmistir. Dolayisiyla
hiicrelerdeki anti-apoptotik ve apoptotik proteinlerin ekspresyonlari, androjen reseptor
mutasyonlar1 ve bunlarin miktarlari, c¢esitli polimorfizmlerin sitotoksik ajan
uygulanmadan o©nce biliniyor olmasi, sitotoksik ajana karsi gelistirilen cevabin

anlasilmasi i¢in 6nemlidir.

Tiimor gelisiminin belirleyici unsuru hiicre ¢ogalmasi ve hiicre oliimii arasindaki
dengeye dayanmaktadir. Bu nedenle kanser tedavisinin basarili bir sekilde meydana
getirilmesi ya ¢ogalma hizinin azaltilmasina, ya da hiicre 6liim oraninin artirilmasina

baghdir. Standart sitotoksik kemoterapilerde hiicre cogalma oram aktif olarak cogalan
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hiicrelerin sayilarinin azaltilmasi ile diisiiriiliir. Ne yazik ki, prostat kanseri hiicrelerinin
cogu aktif olarak cogalan hiicreler degillerdir ve bu nedenle standart sitotoksik
kemoterapiye kars1 direnglidirler (Berges ve ark., 1995). Yayilmis prostat kanserinin
standart tedavisi (androjenin kesilmesi gibi) prostat kanser hiicrelerindeki hiicre
Olimiinii arttrma amacli yapilmaktadir. Bununla birlikte androjenin uzun siireli
kesilmesi hastalarin hem androjene bagimli hem de androjene bagimli olmayan prostat
kanseri hiicrelerine sahip olmalarindan dolay1 basarili sonuglar verememistir (Isaacs ve

ark., 1987).

Yapilan cesitli ¢aligmalarda prostat kanserinin PA metabolik enzim inhibitorleri ya da
PA analoglan ile olan iliskisi ve yapilan tedavilerin ne kadar hiicre biiylimesine ket
vurdugu ya da apoptozu nasil etkiledigi gosterilmektedir. Dolayisiyla bu ¢alismalar
PA’lerin prostat kanserinde O©nemli birer biyomarkir ve prostat kanserinin
kemoterapisinde umut verici birer hedef olarak kullanilabilirliklerini ortaya koymaktadir
(Schipper, 2000). PA biyosentez enzimlerini inhibe ederek PA homeostasini kontrol
eden ve PA analoglan olarak adlandirilan bir¢ok bilesik bulunmaktadir. Ancak bu
bilesikler in vitro olarak tiimor hiicre gelisimini baskilayabildikleri halde, sitotoksik
olmalarindan dolay1 in vivo kosullarda basarili birer anti-kanser ajan1 olamamislardir.

Bu nedenle prostat kanserinin tedavisinde yeni terapotik ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Giintimiizde kanser hiicrelerinin normal bolinme ve apoptoz igin gerekli olan
genlerinde degisikliklere ugradiklar1 gosterilmistir. Hiicre dongiisii enzimlerinin bagl
oldugu bir grup serin-treonin protein kinazlar sikline bagimlh kinazlar (CDK) olarak
bilinirler ve diizenleyici alt iiniteleri olan siklinlere baglanirlar. Dogal CDK inhibitérleri
siklin-CDK komplekslerine baglanarak bunlarin aktivitelerini inhibe ederler ve bdylece
hiicre dongiisii bloke edilmis olur. Sitokinlerle yapilan ¢alismalar sirasinda cdkl gen
ailesinin spesifik inhibitorleri kesfedilmistir. Bunlardan ilk sentezlenen olomisinin (6-
benzilamino-2-(2-hidroksietilamino)-9-metilpiirin) (OC) hiicreleri G1/S ve G2/M
sinirinda  durdurma yetenegine sahip oldugu saptanmistir. OC’in ayrica in vitro
kosullarda timor hiicrelerinde apoptozu uyardigi ve in vivo kosullarda gesitli tiimor
modellerinde etkili oldugu saptanmistir (Vesely ve ark., 1994). Bu arastiricilar ayrica

roskovitin ve BOH gibi diger CDK inhibitorleri de sentezlemisler ve bu maddelerin
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bircok insan kanser hiicre hatlarinda hiicre canliiginda ket vurucu etkiye sahip

olduklarini1 gostermislerdir.

Bu aragtirmanin ilk amaci giris kisminda da belirtildigi gibi CDK inhibitérii BOH’in
farkli konsantrasyonlarin hiicre canlhilifina etkisini incelemekti. Standart sitotoksik
doz olarak secilen 15 pM BOH’in 24 saat siire ile uygulanmasinin metastaz yapma
egilimi az (AT-2) sican prostat kanseri hiicre hatlarinin hiicre canlilifinda % 83 ve
metastaz yapma egilimi cok (MAT-Lylu) sican prostat kanseri hiicre hatlarinin hiicre
canliliginda % 82 oraninda azalmaya neden oldugu tespit edilmistir. 48 saatlik BOH
uygulamast sonucunda ise AT-2 ve MAT-Lylu hiicre hatlarimin her ikisinde de hiicre

canliliginin % 96 oraninda ket vuruya ugradigi belirlenmistir.

Bu sonuglara korele sonuclar Mad’arova ve arkadaslarimin (2002), OC ve BOH’in
biilytime ve canlilik iizerinde etkili bir inhibitor oldugunu gosterdikleri aragtirmalarinda
elde edilmistir. Bu ¢alismada androjene hassas olan LNCap hiicrelerinde 100 uM OC ve
30 uM BOH’in hiicre biiyiimesi iizerinde %50 oraninda inhibisyona neden oldugunu,
buna karsin androjene hassasiyeti olan DU145 hiicrelerinde 200 pM OC ve 80 uM
BOH’in % 50 oraninda azalmaya sebep oldugunu tespit etmislerdir. Yine ayni
calismada, zamana bagh yapilan doz denemesi sonucunda 24 saatlik kiiltiirlerde,
hiicrelerde OC igin istatistiksel oranda anlamli sonu¢ saptanamazken BOH igin
inhibisyon diizeyinin daha yiiksek oldugu saptanmistir. 24 saatlik BOH uygulamasi
DU145 hiicrelerinde tiim uygulanan dozlarda (10-160 uM) aym oranda inhibisyona
neden olurken (yaklasik % 20), LNCap hiicrelerinde 60 pM BOH uygulamasi
sonucunda yaklasik % 50 oraninda azalma tespit edilmektedir. Insan hiicreleri ile
yapilan bu caligmada BOH’in sitotoksisite degeri oldukca yiiksek konsantrasyon
degerlerinde saptanmustir. Sican hiicrelerinde ise BOH’in inhibe edici degeri bu
calismada cok daha disiiktiir. Bu durumda BOH’in degisik hiicre hatlarinda doz
denemelerinin devam etmesi ve miimkiin olan en diisiik sitotoksik degerin etkin bir

sekilde kullanim yararli olacaktir.
Ayrica Kovarova ve arkadaslan (2002), tarafindan BOH uygulanan 16semi hiicre hatti

CEM ve akciger kanseri hiicre hatti A549 iizerinde yapilan proteomik calismalarda,

BOH in total protein diizeyinde azalmaya neden oldugu gosterilmistir. Bu calismada ise,
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metastaz yapma egilimi az ve metastaz yapma egilimi ¢ok sican prostat kanseri
hiicrelerine 15 uM BOH uygulanmasi sonucunda AT-2 ve MAT-Lylu hiicrelerinin total
protein miktarlar1 iizerinde uygulamadan 24 saat sonra yaklasik olarak % 30 ve % 59
oraninda azalma oldugu belirlenmistir. 48 saatlik uygulama sonucunda ise, kontrole
kiyasla AT-2 hiicrelerinde % 43, MAT-Lylu hiicrelerinde ise % 14 oraninda ket vuru

tespit edilmistir.

Yapilan caligmalara goére, PA biyosentez inhibitorleri ve PA analoglar1 hiicre
boliinmesinde asinkronizasyona neden olmaktadir. Hiicresel PA iceriginde meydana
gelen azalma bilylime inhibisyonunu ortaya koymaktadir ve bu durum eksojen PA
eklenmesi ile eski haline geri donebilmektedir. PA eksikligi nedeni ile hiicre devrinin
durmas1 esnasinda PA’lerin hiicre siklusunun degisik kisimlarinda etkili oldugu
gosterilmistir (Kramer ve ark., 1999; Kramer ve ark., 2001). PA eksikligi ¢cogunlukla
hiicrelerin G1 fazinda durmasina neden olmaktadir. Halen bu mekanizmanin molekiiler
temeli coziimlenememistir. MALME-3M melanoma hiicre hattinda, Nl,N“—
dietilnorspermin tarafindan tesvik edilen tiimor baskilayici gen p53, ve iki tane dogal
CDK inhibitorii olan p21 ve p27 hiicrelerin G1 fazinda kalmalarina neden olmaktadir.
Nl,N“—dietilnorspermin aym zamanda siklin D1, CDK2, siklin E, E2F-1 ve CDK
inhibitorii p27 ekspresyonu arttirict bir etken olarak meme kanseri hiicrelerinde
gosterilmistir. Siklin A ve PA diizeyleri arasindaki iliski ise halen bir¢ok kanser hiicre
hatt1 icin arastirilmaktadir (Oredsson, 2003). Nilsson ve arkadaslar1 (2005), ODC asir1
ekspresyonunun myc ile artan CDK baskilanmasint ortadan kaldirdigi ve hiicrelerin
ODC asir1 ekspresyonunu CDK inhibitorlerine karst duyarli hale getirdigini
gostermistir. Bu nedenle Odc, kritik myc transkripsiyonun hedefi olup, hiicre

dongiistinde kontrol noktalarini tiimorigeneze karsi etkin olarak korumaktadir.

Bu caligmada ise metastaz yapma egilimi az, AT-2 sican prostat kanseri hiicre
hatlarinda 24 saat 15 pM BOH’in hiicre i¢i Put diizeyi iizerinde 2 kat, buna karsin
metastaz yapma egilimi cok, MAT-Lylu sican prostat kanseri hiicre hatlarinda ise 7 kat
ve 48 saat sonunda 12 kat ket vuruya neden oldugu goriilmiistiir. Hiicrelerin Spd
diizeyleri incelendiginde, BOH’in 24. saatte MAT-Lylu hiicrelerine kiyasla AT-2
hiicrelerinde inhibisyon a¢isindan daha fazla etkili oldugu, buna karsin 48. saat BOH

uygulamasinin her iki hiicre hattinda da yaklasik % 90 oraninda azalmaya neden oldugu
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saptanmistir. Diger taraftan, 24 saat siiresi ile BOH uygulanmis AT-2 hiicre hatlarinin
Spm diizeylerinde MAT-Lylu hiicrelerine gore daha az oranda azalma meydana
gelmisken, 48. saatin sonunda heriki hiicre hattinin Spm diizeylerinde ayni oranda

azalma oldugu saptanmistir.

Schipper ve arkadaslar1 (2000), sican prostat kanserinde androjenin etkisi iizerine
yapmis olduklar calismalarda, ODC’1n androjen kontroliinde calistigini gostermislerdir.
Yani, ODC mRNA transkript olusumu androjenler tarafindan tesvik edilmektedir. Bu
nedenle, prostat bezinde yliksek PA miktarinin tespit edildigi diisiiniilmektedir. Cesitli
fare tiirlerinde yapilan calismalarda, ODC promoter bdlgesinde androjenden sorumlu
elementlerin (ARE) androjen reseptoriine (AR) baglandiklarimt gostermislerdir (Crozat
ve ark. 1992b). AR’niin bulundugu hiicrelerde yapilan in vitro calismalarda cevresel
faktorlerin anti-androjenik etkilesimlerinin ODC seviyesi ile iliskili oldugu
gosterilmistir. AR ekspresyon seviyesi ODC ile siki bir korelasyona sahiptir.
Dolayisiyla, ODC androjenite icin bir markir olarak kabul edilmektedir (Svechnikov ve

ark., 2000; Nelleman ve ark., 2005).

Metastaz yapmis prostat kanserli sicanlarda yapilan kastrasyon sonucunda androjen
miktarinin azaldigi ve kanserde gerileme oldugu gozlenmistir. Anti-androjen ortamin
prostat kanseri igin tedavi secenegi olmasi buna baghdir. Kastrasyon ile prostat
hiicrelerinde apoptoz oraninin arttigi, ODC aktivitesi ve PA seviyelerinde diisiis
meydana geldigi, buna karsin SSAT aktivitesinde pozitif yonde artis oldugu
saptanmistir (Fjosne ve ark, 1990; Fjosne ve ark,1992).

ODC, PA sentezinin diizenleyici enzimlerinden biridir ve ornitinin PA’lerin dnciisii olan
Put’e doniismesini katalizler. ODC ekspresyonu kanser hiicrelerinde pozitif yonde
diizenlenir. Boylece bircok tiimor ¢esidinde ODC ve buna baglh olarak da PA diizeyi
artar. Yapilan calismalarda, hiicresel transformasyon sirasinda onkogen ekspresyonlari
ile ODC’1n asir1 ekspresyonunun pozitif yonde korelasyon gosterdikleri saptanmistir
(Shantz ve Pegg, 1998). Saverio ve arkadaslari (2000), ODC transkripsiyonunun
kanserli hiicrelerde normal hiicrelere oranla ¢ok daha yiiksek oldugunu belirtmislerdir.
ODC-mRNA ve ODC aktivitesinin androjenler aracilifiyla arttigi ve 6zellikle prostat

epitel hiicrelerinde ODC ekspresyonu artirdigi belirlenmistir (Crozat ve ark., 1992b;
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Fjosne ve ark., 1992). ODC aktivitesinin DFMO ile inhibe edilmesi sonucunda prostat
bezinin biiyiikliigii azalmaktadir. Kastre edilmis siganlarda testosteronun kesilmesi ile
prostat biiyiimesi yavaslamasinin, ODC aktivitesinin azalis1 ile yakindan iligkili oldugu
ortaya konmustur. Bununla birlikte insiilin benzeri biiyiime faktorii 1’in (IGF-1)
arttirdi@i prostat gelisimi de inhibe olmaktadir. Eger ODC apoptozda aktif bir rol
oynuyorsa, ODC enzim aktivitesindeki azalma apoptozun meydana gelmesini inhibe
ediyor olmalidir. ODC aktivitesinin DFMO ile inhibe olmasi sonucunda hemen hemen

her sistemde apoptozu da inhibe ettigi saptanmistir (Penning ve ark., 1998).

Bu calismada, BOH’in hem metastaz yapma egilimi az (AT-2) ve hem de metastaz
yapma egilimi cok (MAT-Lylu) sican prostat kanseri hiicre hatlarinda ODC mRNA
ekspresyonunu baskiladigi saptanmistir. ODC mRNA seviyesindeki azalma, hiicre

Olumleri ve PA seviyeleri ile korelasyonu gostermektedir.

Belirli kanser tiirlerinde mutasyona ugramis veya negatif yonde diizenlenmis Bax geni
belirlenmistir. Bu genin ¢alismamasi sonucunda farelerde tiimor gelisimi artmaktadir.
Bax apoptozu tegvik eden pro-apoptotik bir gendir. Bax’in asir1 ekspresyonu apoptotik
hiicre 6liimiinii hizlandirir. Bax dogrudan mitokondrileri aktive eder, sitokrom c’nin
serbestlenmesini ve diger mitokondriyal olaylar1 (mitokondri membran potansiyelinin
kirilmas1) ve pro-apoptotik faktorlerin serbestlenmesini tetikler. Klinik veriler, pro-
apoptotik homolog kayiplarinin 6zellikle anti-kanser terapiye direngle uyumlu oldugunu
gostermistir. Pro-apoptotik Bax’in kaybi tiim kanserlerde degilse bile bazi kanserlere
secici bir sekilde diren¢ kazandirmaktadir. Bu durumda tiim kanser terapilerinin degil
ama bazilarinin Bax’a bagimhi hiicre oliimiine dayandigi ortaya ¢ikmis olmaktadir.
Kanserde Bax’in inaktive olmasi Bcl-2’nin hedef ajan oldugunu gostermektedir. p53
bir¢cok kolon kanserinde mutasyona ugradigindan ve Bax ekspresyonu p53 tarafindan
uyarildigl icin pro-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyesi Bax’it kodlayan gen, insan kolon
kanserlerinde hasarhidir. Verilere gore, Bax normal olarak kolondaki tiimérleri
baskilamaktadir. Meme kanserinde Bax ekspresyonu sitotoksik ilag terapisine karsi
hassasiyeti artirmaktadir ve Bax ekspresyonundaki azalmanin kemoterapiye olan zayif
cevap ile iliskide oldugu saptanmistir (Sturm ve ark., 2005). Bcl-2’nin asir
ekspresyonunun prostat kanseri hiicrelerini apoptozdan korudugu yapilan caligmalarda

gosterilmistir. Bcl-2 gen ailesi prostat kanserinin gelisiminde rol oynamaktadir ve anti-
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kanser tedavisine karg1 dayaniklidir. Bu durum dikkate alindiginda androjen reseptor-
pozitif timorler ve Bax ekspresyonu arasindaki onemli iliski de gosterilmistir
(Amirghofran ve ark., 2004). Insan prostat kanseri hiicre hatlari, LNCap, DU-145 ve
PC3 ile yapilan molekiiler profil analizlerinde, hormona duyarsiz olan DU-145
hiicrelerinde Bcl-2 normal seviyelerde ekspresyona sahipken, bir diger hormona
duyarsiz PC3 hiicrelerinde asir1 ekspresyona sahiptir. LNCap ise hormon direncine
sahip bir hiicre hatt1 olup, Bcl-2 asir1 ekpresyonuna sahiptir (Martel ve ark., 2003). Anti-
apoptotik ve pro-apoptotik genlerin birbirlerine oranlarinin, tedavi Oncesinde
belirlenmesinin, tedaviye verilebilecek cevabi Onceden belirleyebilecegi yoniinde
calismalar mevcuttur. Ozellikle, Bcl-2/Bax ekspresyon orani prostat kanseri tedavi
asamasinda hastaligin gelisimini goriintiileme amacl 6nerilen biyomarkirlardan birisidir
(Mackey ve ark., 1998). Bu calisma da, Bcl-2/Bax ekspresyon orani fazla olan kisilerde
radyoterapiye cevap azdir. Ayrica Bcl-2 antisens tedavisi ile diger sitotoksik ajanlarin
uygulanmasi tedaviye direncin indirgenmesi icin bir alternatif olarak diisiiniilmektedir
(Gleave ve ark., 1999). BOH uygulanan metastaz yapma egilimi az ve ¢ok sican prostat
kanseri hiicre hatlarinda Bax mRNA miktarindaki azalis, diger ¢alismalarla celigkilidir.
Sitotoksik ajan uygulandiginda pro-apoptotik gen miktarinda artis beklenmesine karsin,
BOH uygulamasi sonucunda AT-2 ve MAT-Lylu hiicrelerinde Bax cDNA miktarinda
azalma tespit edilmistir. Ancak yapilan insan prostat kanseri ile ilgili calismalarda Bcl-2
ve Bax’in ekspresyonunun kanser hiicresinin gelisim diizeyi ve evresi ile diizensizlige
ugradig da belirtilmektedir (Norris ve ark., 2001). Ancak diger sitotoksik tedavilerde
oldugu gibi BOH uygulanan hiicrelerde Bax mRNA seviyesinde azalma
gbzlenmemistir. Bu nedenle bu hiicreler i¢in hiicre 6liimleri icin baska bir yolagin etkin
oldugu diisiiniilebilir. Dolayisiyla, BOH’in apoptoz ile iliskisi diger apoptotik ve anti-

apoptotik genlerin veya proteinlerin arastirilmasi ile kesinlik kazanabilecektir.
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Bu arastirmada elde edilen verilerin Bax proteini disindaki apoptotik parametrelerle
desteklenmesi, bu ¢alismanin devaminda amaglanmaktadir. Boylelikle bu arastirma da

ortaya konan bulgular, farkli bakis agilari ile de desteklenmis olacaktir.

Sonug olarak, bu aragtirmada prostat kanseri hiicrelerinde yeni jenerasyon bir sitotoksik
ajan olan BOH tedavisine molekiiler cevabin potansiyel biyomarkiri olarak, yiiksek
oranda bulunan PA’lerin kullanilabilecekleri gosterilmek istenmistir. Yapilan bu
aragtirmanin prostat kanserinin teshis ve tedavisinde calisabilecek diger poliamin

metabolizmasi ile ilgili calismalara yeni bir basamak olusturmasi iimit edilmektedir.
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