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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

IN VITRO SARTLARDA BAZI ANESTEZIKLERIN PROSTAT KANSERI
UZERINE ETKILERI

Kiibra Nur BAYINDIRLI

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Elanur AYDIN KARATAS

Prostat kanseri, diinya genelinde erkekler arasinda akciger kanserinden sonra en sik goriilen
kanserdir ve her y1l yiiz binlerce 6liime sebep olmaktadir. Prostat kanseri tedavisinde radikal prostektomi,
radyoterapi, kemoterapi gibi yontemler kullanilmakta olup bu siirecler ¢ok sancilt siireglerdir. Bu agrili
stireci daha agrisiz bir hale getirmek i¢in yeni ¢dziimler aranirken kanser tedavisine yardimci olacak
maddelerin kullanimi da 6nemlidir. Bu amagla anestezik maddelerin kullanimi yeni bir alternatif olarak
diistiniilmektedir.. Bu nedenle ¢alismamizda insan prostat kanseri beyin metastazi DU145 ve kemik
metastazi PC3 hiicreleri iizerine intravendz bir anestezik olan propofoliin, kemoterapdtik bir ajan olan
gemsitabin ile ayr1 ayr1 ve es zamanli olarak uygulanmasi durumunda olusacak etkiler hem hiicresel hem
de molekiiler diizeyde arastirildi. Arastirmamizin ilk asamasinda hiicre proliferasyon testi CVDK-8 ve
laktat dehidrogenaz (LDH) salinim testi yardimiyla s6z konusu ajanlarin toksik olan dozlari belirlendi.
Devam eden sathalarda ise bu ajanlarin hiicre hatlari {izerine olan biyokimyasal etkilerini tespit etmek igin
Toplam Antioksidan Kapasite (TAK) ve Toplam Oksidan Kapasite (TOD) analizleri ve bu ajanlarla
muamele edilen hiicrelerde ki onkogenik proteinlerde ifade degisimlerini gostermek amaci ile de western
blot analizi gergeklestirildi. Hem DU145 hem de PC3 hiicrelerinde propofoliin gemsitabinin etkinligini
arttirdig1 tespit edildi. Ozellikle propofol ve gemsitabinin es zamanli olarak yiiksek konsantrasyonlarda
uygulandiklarinda hiicre canliligini azalttigi ve LDH aktivitesini arttirdigi gézlemlendi. Westen blot
analizinden elde edilen sonuglara gore, bu iki ajanin birlikte kullanimi PI3K/Akt/mTOR yolaginin
sinerjistik bir sekilde inhibe olmasina yol agtigr goriildii. S6z konusu c¢aligmadan elde edilen veriler
propofol ve Dbenzeri anestezik ajanlarin  kemoterapiye yardimci olmast amaciyla beraber
kullanilabileceginin 6n veri potansiyeli tagimaktadir.

2020, 73 sayfa

Anahtar Kelimeler: Gemsitabin, Propofol, Prostat kanseri, Sitotoksisite, Western Blot

analizi



ABSTRACT

MS. Thesis

EFFECTS OF SOME ANESTHETICS ON PROSTATE CANCER UNDER IN
VITRO CONDITIONS

Kiibra Nur BAYINDIRLI

Erzurum Technical University
Gradute School of Natural and Applied Sciences

Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assist. Prof. Dr. Elanur AYDIN KARATAS

In the present study, the effects of human prostate cancer brain metastasis DU145 and
bone metastasis PC3 cells with propofol which is an intravenous anesthetic on its own and
simultaneously with gemcitabine, were investigated at both cellular and molecular level. In the
first stage of our study, toxic doses of these agents was determined by using the CVDK-8 and
lactate dehydrogenase release (LDH) test. In the following phases, Total Antioxidan Status (TAS)
and Total Oxidan Status (TOS) analyzes were performed to determine the biochemical effects of
these agents on cell lines, and also western blot analysis was used to show the inhibition of
important oncogenic PI3K/Akt/mTOR pathway in cells treated with these agents. It was found
that propofol increased the effectiveness of gemcitabine in both cells. It was observed that
especially when propofol and gemcitabine were administered simultaneously at high
concentrations, they reduced cell viability and increased LDH activity. According to the results
obtained from the Western blot analysis, the combination of these two agents was found to lead
to synergistic inhibition of the PI3K / Akt / mTOR pathway. The data obtained from present study
reveals some preliminary data that propofol and similar anesthetic agents can be used together to
assist chemotherapy.

2020, 73 page
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1. GIRIS

1. GIRIS

1.1 Kanser

Kanser, sigara, alkol, besin degeri bakimindan yetersiz gidalarin tiiketimi, ¢esitli
viriisler ve obezite gibi risk faktdrlerinin sebep oldugu mutasyonlarin zamanla hiicrede
birikmesine ek olarak genetik yatkinligin da etkisi ile hiicre ¢ogalmasi ve oliimii
arasindaki dengenin bozulmasiyla meydana gelen, hiicrenin kontrolsiiz ve asir1 bir sekilde
boliinmesiyle karakterize olan 6nemli bir saglik sorunudur (Danaei et al. 2005; Hanahan
and Weinberg 2011). Amerika Birlesik Devletleri’nde erkeklerde en ¢ok akciger, bronsit,
trake ve prostat kanserleri goriiliir. Fakat en ¢cok dliime sebep olan kanser tipi akciger,
trake ve karaciger olarak siralanir (Torre et al. 2015; Siegel et al. 2020). Kadinlarda ise
en ¢ok meme, kolon ve rektum kanserleri goriilmesine ragmen en c¢ok O6liim meme,

akciger ve trake kanserlerinde meydana gelir (Torre et al. 2015; Siegel et al. 2020).

1.1.1 Kanser biyolojisi

Kanser olusumu yani karsinogenez, hiicrelerin gecirdigi mutasyonlarin etkisi ile
baslangig, olusum ve yayilim olmak {izere ii¢ asamali bir siirectir. Onkogen aktivasyonu
ve tiimor baskilayici genlerin inaktivasyonu gibi mutasyonlar genellikle hiicrelerin
mutasyona en hassas olduklar1 faz olan hiicre boéliinmesinde meydana gelerek
karsinogenezi baglatir. Bu sathada apoptozdan kagcis, biiylimeyi kisitlayan ve engelleyen
sinyallerin iistesinden gelme gibi 6zellikler kazanilir (Stetler-Stevenson and Yu 2001).
[leri mutasyonlarin da meydana gelmesi ve hiicrede birikmesi ile olusum safhasina gegen
hiicreler yavru hiicrelere aktarilabilen 6liimciil olmayan kalitimsal degisikliklere ugrarlar.
Son satha olan yayilim ise anjiyojenik yanit1 siireklilestirilmesi, yerel ve uzak dokularin
istilas1 (invazyon ve metastaz) olaylar1 sonucunda ortaya ¢ikar (Stetler-Stevenson and Yu
2001; Aydn et al. 2013).

Kanser olusumdaki hiicre bdliinmesi, farklilagmasi ve apoptoz ile ilgili
mekanizmalar normal hiicreler ile benzerlik gdostermesine ragmen bu mekanizmalarin
kontrolii ve diizenlenmesinde ¢esitli problemler mevcuttur.

Hiicre boliinmesi G, S, G2 ve M fazlarindan olusan bir dongiidiir. Bu fazlara ek

olarak kanser hiicresi gibi hiicre dongiisiinden kacan veya boliinmeyen hiicrelerin girdigi
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Go faz1 bulunmaktadir (Zetterberg and Larsson 1985). Hiicre dongiisii boyunca ilerleme,
serin/ treonin kKinazlarin sikline bagl kinaz (CDK) ailesi ve bunlarin diizenleyici ortaklari
olan siklinler tarafindan yonlendirilir (Malumbres and Barbacid 2006). Gi sathasinda
ilerleme Siklin D - CDKA4, siklin D - CDKG®6 ve siklin E - CDK2 kompleksleri vasitasiyla
gerceklesir (Planas-Silva and Weinberg 1997). S fazi siklin A - CDK2 ile baslatilirken G2
boyunca ilerlemeyi ve mitoza gegisi siklin B - CDKI1 diizenler (Nigg 2001). Hiicre
dongiisiinde bulunan bu fazlarin birinden digerine gegis hiicre dongiisii konrtol noktalari
denen sensor mekanizmalari tarafindan kontrol edilir (Hartwell and Weinert 1989). Bu
sensor mekanizmalar DNA hasar1 gibi hatali hiicre dongiisii olaylarindan birini tespit
ederse sorun c¢oziilene kadar hiicre dongiisiinii geri doniistimlii olarak durduracak
sinyalleri CDK inhibitorleri gibi efektor proteinlere iletir (Bartek et al. 2004; Musacchio
and Salmon 2007). Hiicre dongiisiinde bu kontrol noktalarinda olusabilecek herhangi bir
diizensizlik malign fenotip ile karakterize olan kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasinin temelini

olusturur (Williams and Stoeber 2012) (Sekil 1.1).

KARSINOGENEZ
Radyasyon
A ajanlar  viruslar UV, mineral lifler kimyasal ajanlar
P .
EQ.: \ b rakilasmadefeitei N4
- O~
=i _Onkogen aktivasyonu (@B o

7Om0 m

=
ik , b
g Biylime kontrolu defektleri ™5 00 Ayrilma
Tiimor baskilayici gen inaktivasyonu ;
| I Y
Radyasyon kimyasal ajanlar viruslar " 2 Se Invazyon
UV, mineral lifler MMP e
METASTAZ
223:?;;62 Intravazasyon
Ekstravazasyon *5
Adezyon Dolasimda
sagkalim

Agregasyon
Embolizasyon

MMP: matriksmetaloproteinaz, L: lenfosit, NK: natural killer hidcre, M: mekanik faktoder, T: trombosit A: adezyon molekdlleri

Sekile 1.1. Karsinogenezin sathalar1 (i¢li 2005°ten alinmustir).

Apoptozis, bir hiicrenin aldig1 belirli uyaranlarin etkisiyle ve aktif olarak 6liime

dogru programli olarak ilerledigi duruma denir (Wong 2011). Hiicre membraninda
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bulunan 6liim reseptorlerinin, mitokondriyal aktivitenin ve i¢sel endoplazmik retikulum
yolunun tetiklemesi ile baglayan apoptozis kaspazlarin aktivasyonu, DNA ve proteinlerin
yikilmasi, hiicre zariin morfolojik degisimi ve fagositik hiicreler tarafindan taninmasi ile
karakterizedir (Hengartner 2001). Sistein proteaz ailesine ait bir grup olan ve kesilerek
aktive olan kaspaz proteinleri hayati 6nemi olan proteinleri, niikleer iskeleyi ve hiicre
iskeletini yitkip DNAaz’1 aktive eder (Wong 2011). Daha sonra DNA 50 ile 300 kilobaz
biiyiikliigiinde fragmentler halinde pargalanir (Wong 2011). 50 ile 300 kilobazlik
fragmentler ise 180 ile 200 baz giftlik pargalara ayrilir (Wong 2011). Hiicre zarimin dis
yiizeyinde bulunan fosfotidilserinlerin hiicre zarinin disina dogru ¢evrilmesi apoptozisin
erken safhalarinda meydana gelir (Hengartner 2001). Bu degisim 6len hiicrelerin
enflamasyona sebep olmaksizin makrofajlar tarafindan fagosite edilmesini saglar
(Hengartner 2001). Hiicresel 6liim ile sag kalim arasindaki denge ise pro-apoptotik ve
anti-apoptotik proteinlerin dengeli isleyisi sayesinde saglanir.

Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinlerin bozulmus dengesi, azaltilmis kaspaz
fonksiyonu ve bozulmus 6liim reseptorii sinyali genel olarak apoptozdan kagma yollar
olarak tanimlanir ve karsinogenez ile yakindan iligkilidir (Wong 2011).

Yeni kan damarlarmin olusumunu ifade eden anjiyogenez, diger adiyla
neovaskiilarizasyon, erken embriyonik gelisim sirasinda plasentanin ve embriyo dist
zarlarin olusumu gibi fizyolojik, kanserli hiicrelerin yayilimi1 gibi patolojik siireglerde rol
alir (Risau 1993). Anjiyogeneze ek olarak invazyon, saglikli bireylerde goriilen
embriyonik gelisimdeki hiicre gocili, embriyonun uterus duvarmma implantasyonu,
monositlerin gé¢ etmesi olaylarinin diginda kanserli hiicrelerin yayiliminda komsu
dokular istila etme mekanizmasi olarak karsinogenezde rol alir (Moscatelli and Rifkin
1988).

1.1.2 Kanser ve oksidatif stres

Oksijenin normal metabolik siireclerde belirli molekiiller ile etkilesime girmesi
sonucunda olusan reaktif oksijen tiirevleri (ROS) (siiperoksit anyonu (O2 ™), hidroksil
radikali (@ OH) ve hidrojen peroksit (H202 ) vb.), son enerji katmanlarinda bir veya daha
fazla eslenmemis elektron bulunduran asir1 reaktif atomlar veya molekiillerdir (Birben et
al. 2012; Chandrasekaran et al. 2017). Hiicre i¢inde diisiik ile orta konsantrasyonlarda
bulunan serbest radikaller, fizyolojik hiicre siireclerinde iglev goriirken yliksek

konsantrasyonlar1 lipitler, proteinler ve DNA gibi hiicre bilesenlerine saldirarak zarar
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verir ( Siems et al. 1995; Wang et al. 1996; Marnett 1999; Stadtman 2004;Halliwell and
Gutteridge 2015; Valko et al. 2006;). Hiicreyi bu saldiridan korumak i¢in hiicre i¢inde
gelistirilen savunma sistemine ise antioksidan savunma sistemi denir (Burton and
Jauniaux 2011). Antioksidan savunma sistemi SOD (siiperoksit dismutas), katalaz ve
GSH-Px gibi enzimatik ve C ve E vitaminleri, 3-karoten ve glutatyon gibi non-enzimatik
bilesenlerden olusur (Birben et al. 2012). Hiicre i¢i antioksidan-oksidan dengesinin
bozulmasi ve oksidan miktarinin hiicre i¢inde artmasi sonucunda oksidatif stres adi
verilen zararli bir durum hiicre iginde meydana gelir (Burton and Jauniaux 2011).
Oksidatif stres, kanser, norolojik bozukluklar, ateroskleroz, hipertansiyon, iskemi /
perflizyon, diyabet, akut solunum sikintist sendromu, idiyopatik pulmoner fibroz, kronik
obstriiktif akciger hastaligi gibi birgok patolojik duruma yol agar ( Kukreja and Hess
1992; Toshniwal and Zarling 1992; Asami 1997; Kerr et al. 1999; Dhalla et al. 2000;
Sayre et al. 2001; Andreadis et al. 2003; Jenner 2003; Comhair et al. 2005a, 2005b;
Kasparova et al. 2005; Ercan et al. 2006; Dut et al. 2008; Fitzpatrick et al. 2009).

Uzun siireli ¢evresel stres kronik ROS {iretimine sebep olur ve meydana gelen
oksidatif stres inflamasyon ve enfeksiyon gibi ¢esitli patolojik durumlarla iliskilidir.
Hiicre i¢inde artan ROS’a tepki olarak sinyal yollar1 uyarilir. Hiicre yapisi ve
fonksiyonlarinda 6nemli hasarlar meydana gelerek somatik mutasyonlarda artig ve
neoplastik transformasyon meydana gelebilir (Khandrika et al. 2009). Baslica baslangig,
olusum ve yayilim olarak tanimlanan karsinogenezde oksidatif stresin de pay: biiytiktiir
(Ames and Gold 1992; Guyton and Kensler 1993). Baslangi¢ sathasinda ROS, DNA'da
gen mutasyonlar1 ve yapisal degisikliklere sebep olur (Klaunig et al. 1998). Olusum
sathasinda ROS anormal gen ekspresyonuna, hiicre-hiicre iletisiminin bloke edilmesine
ve ikinci mesajlagsma sistemlerinin modifikasyonuna yol acar (Klaunig et al. 1998).
Boylece hiicre populasyonunun proliferasyonunda artis meydana gelirken kontrollii hiicre
oliimii azalir (Klaunig et al. 1998). Oksidatif stres DNA'da ek mutasyonlarin olusumuna

sebep olarak yayilim sathasinda da rol oynar (Klaunig et al. 1998).



1. GIRIS

1.1.3 Kanserde rol alan sinyal yolaklari

1.1.3.1 Mitojenle aktive protein kinaz (MAPK) yolagi

Hiicre dis1 uyaranlarin hiicresel bir tepkiye doniistiiriilmesinde gorevli olmasinin
yani sira hiicre i¢i oksidatif ve endoplazmik retikulum (ER) stresi gibi olaylar sonucunda
tetiklenebilen yolaklardan biri olan mitojenle aktive protein kinaz (MAPK) yolu
proliferasyon, gog, farklilagma, hayatta kalma veya apoptoz, otofaji ve enflamatuar
reaksiyonlar gibi birgok hiicresel gorevden sorumludur (Kim and Choi 2015; Lake et al.
2016). Ayrica bu yolak ii¢ hiyerarsik asamaya sahiptir. MAPK yolaginin sahip oldugu
hiyerarsik katmanlar upstream kinazdan downstream kinaza dogru MAPK kinaz - kinaz
(MAPKKK), MAPK kinaz (MAPKK) ve MAPK olarak siralanir (De Luca et al. 2012).
MAPK yolaginda MAPKKK iiyelerinin aktive ettigi dort farkli ana MAPK ayag1 vardir.
Bunlardan birincisi Raf (A-Raf, B-Raf ve C-Raf(Raf 1) )> MEK1/2 - ERK1/2, ikincisi
MEKKI, MEKK2 /3 > MKK4/7 = INK, ti¢linciisit ASK1, TAK1, MEKKI 2 MKK3/6
- p38 ve dordiinciisit MEKK2/3 & MEKS5 - ERKS5’dir (Robinson and Cobb, 1997;
Delire and Starkel, 2015). Bu dort ayaga ek olarak ERK 3/4, ERK 7/8 ve Nemo benzeri
kinazlar (NLK) yolaklar1 bulunsa da tipik MAPK yolaklar1 olarak yukarida bahsettigimiz
diger dort yolak kabul gormektedir (Delire and Stérkel 2015).

MAPK yolaginin aktivasyonu hiicre ylizeyine yerlesmis spesifik bir reseptor
tirozin kinaza (RTK) spesifik bir ligandin baglanmasi ile baslar (Lake et al. 2016).
Ligand-reseptdr etkilesiminden sonra otofosforilasyon ile aktiflesen reseptoriin hiicre ici
uzantisina Src homolojisi 2 (SH2) domaini vasitasiyla baglanan Grb2 proteini SH3
domaini vasitasiyla da SOS proteinlerine baglanir (Lake et al. 2016). Bu baglanmay1
takiben SOS proteinleri RAS-guanozin difosfat kompleksini fosforilleyerek RAS-
guanozin trifosfat’a doniistiirme yetisine sahip ana guanin niikleotid degisim faktorii
(GEF) rolii vasitasiyla RAS aktivasyonunu saglar (Gureasko et al. 2008). Aktive olan
RAS-GTP kompleksi bu yolagin ilk ayagmin Raf iiyesinin zara taginmasi sonucunda
Raf’1 fosforilleyerek aktive eder (Chong et al. 2003; Lavoie and Therrien 2015). Bu
aktivasyonu takiben ardisik bir sekilde birbirini fosforilleyecek olan MAPKK ve MAPK
sinyal kaskadi1 Raf tarafindan baglatilmis olur. Fosforilasyon sonucu aktive olan MEK1/2,
ERK1/2’yi fosforilleyerek aktive eder (Lake et al. 2016). Aktif ERK 1/2 hiicre ¢ekirdegine

go¢ ederek cekirdek i¢inde veya sitoplazmada konuslanarak ¢ekirdek disinda bulunan
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hedeflerinin (kinazlar, fosfatazlar, transkripsiyon faktorleri, sitoskeletal proteinler vb.)
fosforilasyonunu saglayarak ¢esitli hiicresel yanitlar olusturmayi basarir (Yoon and Seger
2006; Dhillon et al. 2007).

MAPK yolagmin ikinci ayaginin ilk {iyesi olan RAC1 hiicre i¢ci ROS artmasi
durumunda MEKKI veya MEKK?2 / 3’1 fosforilleyerek aktive eder. Bu basamagi takiben
MEKKI veya MEKK2 / 3, MKK4/ 7’yi aktive eder. Aktive olan MKK4/7 ise
JNK1/2/3’lin fosforiilasyonunu gerceklestirir. Aktive olan JNK1/2/3 ¢ekirdege aldigi
sinyali iletir (Lu et al. 2019).

MAPK yolagmin {i¢iincii ayagi olan p38 sinyalizasyonu stres altinda olan hiicrede
ASKI1, TAKI1 veya MEKKI'in TNF reseptorii ile iliskili faktor (TRAF) tarafindan aktive
edilir. Aktif form kazanan ASK1, TAK1 veya MEKKI, MKK3 / 6’nin aktivasyonunu
saglar. MKK3/6 ise p38 izoformlarim1 fosforilleyerek cekirdek igine sinyal iletimini
saglar (Lu et al. 2019) (Sekil 1.2).

LPS

ssaulg

Proliferasyon
Farklilagma
Apoptozis
Hiicre dongis J

TGFB

Sekil 1.2. MAPK yolagmin molekiiler mekanizmasi (Lu 2019’dan degistirilerek
alimmustir).
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1.1.3.2 P53 yolag

DNA replikasyonunu, kromozom ayrismasini ve hiicre boliinmesini takip eden
hiicresel homeostatik mekanizmalar {izerinde etkili olan P53 yolu, iyonize radyasyon,
anormal biiylime sinyalleri, cok cesitli kemoterapdtik ilaglar, ultraviyole 1s1k, protein-
kinaz inhibitorleri gibi ¢esitli i¢ ve dis stres sinyallerine yanit vermeyi hedefleyen genler
agidan ve onlarin triinlerinden olusur (Vogelstein et al. 2000). P53 aginda yer alan bu
genler, hiicre dongiisiiniin durmas1 (G1 veya G2’de tutuklanma), hiicresel yaslanma veya

apoptoz ile sonuglanan ii¢ programdan birini baglatir (Harris and Levine 2005).

Gl fazindan S fazina gecis, hiicre dongiisiinde ilerlemeyi saglayan bir
transkripsiyon faktorii olan E2F1 tarafindan saglanir (Harris and Levine 2005). P53’{in
uyardigi p21’in Cdk2-siklinE kompleksini inhibe etmesi Rb proteininin E2F1 ile
kompleks olusturmasina sebep olarak S fazina gegiste gerekli olan genlerin okunmasini

engeller ve boylece G1°de tutuklanmaya sebep olur (Harris and Levine 2005).

Hiicre dongiisiiniin bir diger kontrol noktast olan G2-M’de DNA hasarinin tespit
edilmesi sonucunda P53’lin uyarmasi ile 14-3-36 proteini CDC25C’nin sitoplazmadan
¢ekirdege gociinii engellemek tizere CDC25C’ye baglanir (Harris and Levine 2005). Bu
baglanmanin sonucunda G2’den M’ye gecisinde gerekli olan siklinB-CDC2
defosforillenmesi gerceklesmedigi icin G2’de tutuklanma meydana gelir (Harris and
Levine 2005).

P53 tarafindan diizenlenen birkag gen (bax, noxa, puma) sitokrom c'nin,
mitokondriden sitoplazmaya gecisini kolaylastirir. Bu basamag: takiben sitokrom c,
APAFTI ile etkileserek sirasiyla pro-kaspaz 9 ve 3’iin kesilerek aktive olmasini saglayarak

hiicreyi i¢ uyaranlar vasitasiyla apoptoza gotiiriir (Harris and Levine 2005) (Sekil 1.3).
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Sekil 1.3. P53’iin asag1 akis efektorleri (Harris and Levine 2005°ten degistirilerek
alinmustir).

1.1.3.3 Wnt/B-katenin yolag:

Hayvanlar aleminde 6nemli gelisimsel ve homeostatik siire¢lerden sorumlu olan
Whnt proteinleri ¢ok sayida korunmus sistein rezidiisii igerir (Logan and Nusse 2004).
Sahip olduklar1 N-terminal sinyal peptitlerine ragmen hiicre igerisinde sentezlendikten
sonra aktif form kazanmalar1 icin Wnt proteinlerine endoplazmik retikulumda Porcupine
vasitasiyla palmitoleik asit eklenir (Clevers 2006; Takada et al. 2006). Bu modifikasyonu
takiben aktive olan Wnt proteininin yedi gecisli bir transmembran proteini olan Wntless
/ Evenness interrupted (WIs/Evi) yardimi ile hiicre disina taginimi gerceklesir (Coudreuse
2006). Bu asamadan sonra Wnt proteinleri kanonik Wnt / B-katenin kaskadi, kanonik
olmayan diizlemsel hiicre polaritesi yolu (PCP) ve Wnt/Ca?* yolu olmak iizere ii¢ farkl
yolagi aktive edebilirler (Clevers 2006). Bu yolaklardan en iyi anlasilani kanonik Wnt /
B-katenin kaskadidir.
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Hiicre disina ¢ikan Wnt proteinleri hiicre digina uzanan sistein bakimindan zengin
bir N-terminal domaine(CRD) sahip olan Frizzled (Fz) reseptorlerine CRD araciligi ile
baglanir (Bhanot et al. 1996). Wnt ile baglanan Fz proteinleri bir transmembran proteini
olarak calisan ve omurgalilarda LRP 5/6, Drosophila’da Arrow olarak bilinen LRP
proteinleri ile etkilesir (Pinson et al. 2000; Tamai et al. 2000; Wehrli et al. 2000). Bu
etkilesimin ardindan Axin molekiilii ve bu molekiille bagli bir sekilde APC ve GSK3
molekiilleri LRP’nin sitoplazmik uzantisina eklenir (Mao et al. 2001). Ardindan Fz
proteininin sitoplazmik uzantisi ile etkilesim halinde olan Disheveled (Dsh) molekiilii ve
LRP ile etkilesim halinde olan Axin molekiiliinin DIX domainleri birbirleri ile
kenetlenerek LRP-Fz dimerini olusturur (Clevers 2006; Fiedler et al. 2011). Herhangi bir
Whnt sinyalizasyonu olmadigi durumda B-katenin ile etkilesim halinde olan Axin, APC,
CK1 ve GSK3, p-katenin’in fosforilasyonunu ve bu fosforilasyonu takiben
ubikuitinasyon sonucu yikimini tesvik eder (Gordon and Nusse 2006). Axin, APC ve
GSK3’lin B-katenin ‘den ayrilip LRP’ye baglanmasi sonucunda serbest kalan -katenin
cekirdege go¢ eder. Cekirdekte transkripsiyon faktorii olarak TCF’nin gérev yapmasini
engelleyen Groucho’yu ortamdan uzaklastirarak TCF’ye baglanir. TCF iizerine Brgl,
CBP, Cdc47, Bcl9 ve Pygopus gibi histon modifikasyonunda gorevli molekiilleri gekerek
hiicresel olaylarin akisini diizenler (Clevers 2006; Gordon and Nusse 2006) (Sekil 1.4).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/histone
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Sekil 1.4. Wnt / B-katenin yolagimin molekiiler mekanizmasi1 (Clevers, 2006’dan

degistirilerek alinmistir).

Wnt inhibe edici protein (WIF) ve Salgilanmis Frizzled-iligkili proteinler (sFRP),

Wnt antagonistlerinin ilk ailesidir. Hiicre digina salgilanan Wnt proteinlerine dogrudan

baglanarak Wnt'nin Fz ile birlesimini engeller ve sinyal iletimini inhibe ederler

(Bovolenta et al. 2008). Ayrica sFRP'ler Fz'lere de baglanarak Wnt ile baglanmasini 6nler

(Bovolenta et al. 2008). LRP ve Fz etkilesimini dnlemek igin ise LRP5/6'ya baglanan

Dickkopf (DKK), SOST/WISE proteinleri Wnt antogonistlerinin ikinci ailesini olusturur

(Glinka et al. 1998; Mao et al. 2002). Ayrica Shiga proteinleri de Fz proteinlerini
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endoplazmik retikulumda hapsederek hiicre yiizeyine ¢ikmasini Onleyen bir diger

antogonisttir (Yamamoto et al. 2005).

Wnt/B-katenin yolaginda B-katenin’in yikiminda rolii olan ve tiimor supresor
isleve sahip olan Axin, APC ve WTX proteinlerinde fonksiyon kayb1 mutasyonlarinin, f3-
katenin de ise fonksiyon kazanimi mutasyonlarinin kansere sebep oldugu bilinmektedir

(Nishisho et al. 1991; Korinek 1997; Satoh et al. 2000; Major et al. 2007).

1.1.3.4 Janus kinaz / sinyal transdiiserleri ve transkripsiyon (JAK / STAT) yolu

Dort JAK (JAKL, JAK2, JAK3 ve TYK?2), yedi Stat (STAT 1-4, STAT 5A /B ve
STAT 6) ve yaklasik 40 sitokin reseptori iiyesi ile JAK/STAT yolu, memelilerde
hematopoez, immiin gelisim, meme bezi gelisimi ve laktasyon, adipogenez, eseysel
dimorfizm gibi durumlarda 6nem arzeden hiicre ¢cogalmasi, farklilagmasi, hiicre gocii ve
apoptoz olaylarini uyaran bir yolaktir (Rawlings 2004; Murray 2007; Ghoreschi et al.
2009; Harrison 2012). Bu yolagin aktivasyonunun ilk basamagi hiicre zari iizerinde
bulunan kinaz aktivitesinden yoksun reseptorlere eritropoitein, biiylime faktori,
interferon veya interlokin tiirevi ligandlarin baglanmasidir (Bousoik and Montazeri
Aliabadi 2018). Hiicre yiizey reseptorlerine eritropoiteinler veya biiylime faktorleri
baglanmasi durumunda reseptorler homodimer olustururken interferon veya
interlokinlerin baglanmasi durumunda heteromultimerler olustururlar (Villarino et al.
2015). Reseptor-ligand baglanmasini takiben kinaz aktivitesinden yoksun reseptdrlerin
sahip olduklar1 sitoplazmik alanlar ile zara yakin bulunan JAK baglanma bdlgeleri
yoluyla JAK'larla etkilesime gegcer ve JAK molekiilleri birbirine yakin bir sekilde
reseptoriin u¢ kisminda konumlanir (Murray 2007; Bousoik and Montazeri Aliabadi
2018). Bu yaklagmanin bir sonucu olarak JAK molekiilleri sahip olduklart JH1
domainleri ile birbirlerini fosforilleyerek STAT ile etkilesime ge¢mesi i¢in kenetlenme
bolgeleri olusturur (Ungureanu et al. 2011). STAT lar yapilarinda bulunan SH2 domaini
vasitastyla JAK molekiilleri ile etkilesime gectikten sonra JAK molekiilleri STAT
molekiillerini C terminal tirozin kalintilarindan fosforiller (Decker and Kovarik 2000;
Bousoik and Montazeri Aliabadi 2018). Fosforillenmenin bir sonucu olarak STAT
molekiilleri aktive olur ve SH2 domaini araciligr ile diger STAT ailesi iiyeleri ile

homodimer veya heterodimer yapilar olusturarak ¢ekirdege go¢ eder (Subramaniam et al.
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2001; Yu et al. 2009). Cekirdege go¢ eden STAT dimerleri genellikle transkripsiyon

faktorii olarak is gorerek hedef genleri aktiflestirir (Bousoik and Montazeri Aliabadi
2018) (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5. JAK/STAT yolagmin molekiiler mekanizmas: (Harrison 2012’den
degistirilerek alinmustir).

Bu yolagin stabilizasyonu ve inhibisyonu iizerine tanimli birka¢ durum vardir
(Kisseleva et al. 2002);
e Hiicre yiizeyindeki reseptdrlerin endositozu veya proteolizi ile uzun siireli hiicre
icine sinyal iletiminin engellenmesi,
e Sitokin sinyallemesinin 6niine ge¢mek igin sitokinlerin ubikuitin-proteozomal
bagimli bozunumu,
e Tirozin fosforilasyonuna bagli olarak aktive olan JAK molekiillerinin SHP

molekiilleri vasitasiyla defosforilasyonu ile inaktivasyonu,
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e SH2 domaini igeren sitokin sinyallemesi baskilayicilar1 (SOCs) tarafindan STAT
molekiillerinin fosforilasyonunu engelleyen negatif geri besleme mekanizmasinin

varligi.

1.1.3.5 Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI13K) /Akt/ rapamisinin memeli hedefi (NTOR)

sinyal yolu

Hiicrede transkripsiyon, translasyon, proliferasyon, biiyiime, gé¢, hiicre iskeleti
yeniden diizenlemesi ve hayatta kalma gibi temel fonksiyonlar1 diizenleyen; bir¢ok
hiicresel uyaran ve toksik madde tarafindan harekete gecirilebilen Fosfatidilinositol 3-
kinaz (PI3K) /Akt / rapamisinin Memeli Hedefi (mTOR) sinyal yolunda olusan
aksakliklar basta kanser olmak {izere diyabet ve otoimmiin rahatsizliklara sebep olur
(Datta et al. 1999; Vivanco and Sawyers 2002). Biiylime faktorlerinin hiicre zarinda
bulunan RTK veya G protein-bagl reseptorlerine (GPCR) baglanmasi sonucunda
uyarilan PI3K, hayatta kalma sinyali i¢in gereken bir haberci olan ve hiicre zariin i¢
kismindan zara tutunan PI(3,4,5)P3'li iiretmek ve insiiliin aktivasyonunu baglatmak igin
gene hiicre zarinin i¢ kismindan zar ile etkilesimde bulunan PI (4, 5) P2 inositol halkasinin
D-3 pozisyonunda fosforilleme islemi gergeklestirir (Fruman et al. 1998). P1(3,4,5)P3’iin
uretilmesinden sonra Akt hiicre zaria go¢ ederek PH domaini vasitasiyla PI(3,4,5)P3 ile
etkilesime gecerek iki ana fosforilasyon sahasinin (kinaz bolgesinde Thr308 ve C
terminal regiilatoriinde Ser473) ortaya ¢ikmasini saglayan konformasyonel bir
degisiklige ugrar (Alessi et al. 1996; Osaki et al. 2004). Bu iki ana fosforilasyon sahasinin
fosfoinositide bagimh kinaz (PDK1, PDK2) ve integrin bagh kinaz (ILK) tarafindan
fosforillenmesiyle Akt aktif hale gelerek hiicre cogalmasi ve sagkalimu ile ilgili yolaklarin
aktivasyonunu tetikler (Osaki et al. 2004). Ayrica Akt’de bulunan bu iki fosforilasyon
sahasinin her ikisinin fosforillenmesi Akt aktivasyonunun daha etkin olmasi i¢in bir 6n
kosuldur (Osaki et al. 2004).

PI3K / AKT / mTOR sinyal yolunun bir baska iiyesi olan rapamisinin memeli
hedefi (mTOR)’nin aktivitesinden mTORC1 ve mTORC?2 olarak adlandirilan iki farkli
kompleks sorumludur (Porta et al. 2014). mTOR ’un bu sekilde adlandirilmasinin sebebi
antifungal bir ajan olan rapamisinin memeli hiicrelerinde hedefledigi bir protein
kompleksi olmasidir (Lien et al. 2016). Bu proteinlerin mTORC1 kompleksi rapamisine

asir1 hassasiyet gosterirken mTORC2 kompleksi rapamisine karsi daha az hassasiyet
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gosterir (Hay 2004; Porta et al. 2014). mTOR, Raptor, mLST8, prolin bakimindan zengin
Akt substrat1 40 kDa (PRAS40)' tan olusan mTORC1 kompleksi protein translasyonu ve
hiicre biiylimesini saglamak icin S6 kinazi (S6K) aktive ederken 4EBP1'1 inaktive eder
(Hay 2004). mTOR, Rictor, Sinl ve mLST8'den olusan mTORC2 kompleksinin normal
hiicre fonksiyonunda ve onkogenezdeki rolii iyi agciklanamamig olmasinin yani sira Akt'yi
aktive ederek hiicre ¢ogalmasi ve sag kalimi lehine ¢alistig1 bilinmektedir (Porta et al.
2014).

Ayrica Akt, asag1 efektorii olan GSK3f'y1 dokuzuncu pozisyonda bulunan serin
amino asidinden fosforilleyerek inaktive eder ve G1 / S hiicre dongiisii ilerlemesini
pozitif olarak diizenleyen, artan siklin D1'e ve Forkhead ailesi transkripsiyon faktorleri
ile tiimor baskilayici tuberinin (TSC2) inhibisyonuna neden olan bir agi tetikler ( ter Haar
et al. 2001; Porta et al. 2014) (Sekil 1.6).

GPCR RTK
28006

Akt Subsratlar
|R-X-R-X-X-S/T-¥ |

Sekil 1.6. PI3K/Akt/mTOR yolaginin molekiiler mekanizmasi (Lien et al. 2016’dan
degistirilerek alinmistir).

PIBK/Akt/mTOR yolaginin asir1 hiicre ¢ogalmasi {izerine olan etkisini

dengelemek amaciyla bu yolak fiizerinde is goren birkag protein mevcuttur. Bu
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proteinlerden ilki PI(3,4,5)P3’iin {iretimi i¢in PI(4,5)P2’nin fosforilasyonunu ters yone
ceviren fosfataz ve tensin homologu (PTEN) iken ikincisi Akt’nin aktive edilmesi i¢in
fosforillenme islemini inhibe eden karboksi terminal modiile edici proteindir (CTMP)
(Osaki et al. 2004). Ayrica tiibiiler skleroz kompleksi (TSC) 1 (hamartin) ve TSC2
(tuberin) molekiillerinin Akt tarafindan fosforillenmesi sonucu mTOR {izerine olan
baskilayici etkisinin ortadan kalkmasi sonucunda mTOR’un upregiile edilmesi ile TSC1
ve TSC2 molekiilleri araciligr ile diisiik ATP konsantrasyonlarinda mTOR’un
inaktivasyonunu saglayan LKB1 literatiirde mTORun negatif diizenleyicisi olarak goze
carpmaktadir (Shaw et al. 2004; Porta et al. 2014).

PI3K/Akt/mTOR yolag: iizerinde is goren hiicre ylizeyi reseptorlerinin asiri
iretilmesi veya siirekli olarak sinyal akisina sebep olacak sekilde aktif olmasi, PTEN gen
bolgesinde heterozigotlugun kaybi1 veya anormal PTEN iiriinii olusumu, PI3K’1n alt
tinitelerinden olan pl110a’nin amplifikasyonu ve p85a’da mutasyon olusumu, Akt
izoformlarmin asir1 ekpresyonu, S6K’ nin amplifikasyonu cesitli kanserlerin olusumuna
sebep olmaktadir (Bellacosa et al. 1995; Wang et al. 1997; Teng et al. 1997; Chang et al.
1999; Shayesteh et al. 1999; Barlund et al. 2000a, 2000b; Saito et al. 2000; Philp et al.
2001; Ringel et al. 2001; Sun et al. 2001)

1.1.4 Prostat kanseri

Prostat bezi, pelvik diyafram ve periton boslugu arasinda bulunan subperitonal
bolgede yer alarak idrar yolunu mesanenin hemen altindan saran yapidir ve erkeklerde
bulunan en biiyiik bezdir (Abate-Shen and Shen 2000; Lee et al. 2011). Prostat bezinin
ana gorevi, kan plazmasinda bulunan yaklasik 0.2 mM sitrat ile zit olarak 40-150 mM
arasinda degisen sitrat konsantrasyonuna sahip prostat sivisinin iiretim ve sekresyonudur

(Costello and Franklin 2000, 2005, 2006) (Sekil 1.7).
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Bazal hiicreler

Néroendokrin hiicre Bazal membran
Sekil 1.7. Insan prostat kanalinda bulunan hiicrelerin sematik gdsterimi (Abate-Shen ve
Shen 2000’den degistirilerek alinmistir).

Prostat kanseri, Amerika’da yasayan erkeklerde goriilen en yaygin yedinci kanser
olmakla beraber kanser ile iliskili 6liimlerde akciger kanserinden sonra ikinci siray1 alir
(Greenlee et al. 2000; Debes and Tindall 2004; Siegel et al. 2020). Tiirkiye’de ise toplam
kanser vakalarinin %8,2’sini ve kansere bagli dliimlerin %4,4’tinli olusturmaktadir
(“WHO | Cancer country profiles 2020,” n.d.). Prostat kanseri i¢in belirlenen 6liim
oranlar1 hormon bagimsiz tiimorlerin gelisimi ve kanserli hiicrelerin kemige ve beyne
metastaz yapmasit ile iliskilidir (Klein et al. 1997). Metastaz yapma kapasitesi goz oniine
alinarak prostat kanserleri genel olarak, androjen-bagimli ve androjen-bagimsiz prostat
kanseri olmak iizere ikiye ayrilir (Feldman and Feldman 2001; Debes and Tindall 2004;
Heinlein and Chang 2004).

1.1.4.1 Androjen-bagimh prostat kanseri

Prostat kanseri vakalarinin %95°1 androjen bagimli olarak ortaya ¢ikar ve androjen
hormununun varliginda prostat bezi hiicrelerinin kontrolsiiz béliinmesi ile karakterize
edilir (Debes and Tindall 2004). 19 karbon atomuna sahip androjenler, kolesterolden
tiretilen pregnenolonun doniistiiriilmesi ile genellikle gonadlarda ve adrenal bezlerde
olmak {izere viicudun gesitli bolglerinde {iiretilen steroid sinifi bir hormondur (Wood
2011). Androjenler (testosteron, dihidrotestosteron, dehidroepiandrosteron ve
dehidroepiandrosteron siilfat), proliferasyonu uyarip apoptozisi baskilayarak bir¢ok

prostat kanserinin gelisim siirecinde kritik rol oynar ( Feldman and Feldman 2001; Debes
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and Tindall 2004; Wood 2011). Androjenler bu etkilerini steroit hormon reseptorii
ailesinden olan androjen reseptoriine baglanarak gosterirler (Heinlein and Chang 2004).
Dolasimdaki ana androjen olan testesteron testis tarafindan salgilanarak iiretilmesinin
yanisira, adrenal steroidlerin periferik dontisiimii ile de olusur (Griffin andWilson 1998).
Testesteron, kanda alblimin ve esey hormonu baglayici globiiline baglanarak, serum da
ise serbestce ¢oziinen kiiciik bir fraksiyon halinde dolasir (Feldman and Feldman 2001).
Serbest testosteron prostat hiicrelerine girdiginde, % 90’1 Sa-rediiktaz enzimi tarafindan
androjen reseptorii ile iliski kurabilen dihidrotestosterona doniistiiriilir (Feldman and
Feldman 2001). Dihidrotestosteron ile bag kurmus olan androjen reseptorii niikkleusa gog
eder, dimerize olarak androjen-tepki elementlerine baglanir ve bdylece hiicre biiylimesi
ve boliinmesinde rol oynayan genler aktive olur (Debes and Tindall 2004). Prostatin ve
yakininda bulunan lenf diiglimlerinin cerrahi miidahale ile alinmasi (prostatektomi)
androjen bagimli prostat kanserinde ilk bagvurulan yollardan biridir (‘“Prostate Cancer

Treatment (PDQ®)—Patient Version” 2019).

1.1.4.2 Androjen bagimsiz prostat kanseri

Prostat kanseri iizerine yapilan arastirmalar prostatin alinmasina ragmen kanserin
tekrar niiksettigini gostermistir. Testesteron iiretiminin ana kaynagi olan prostatin
alinmasindan sonra ortaya ¢ikma yetisine sahip kanserin bu evresine androjen bagimsiz
prostat kanseri denilmektedir (Feldman and Feldman 2001). Androjen bagimsiz prostat
kanserinin olusumunda bes farkli yolak oOngoriilmektedir: (I) Androjen reseptorii
amplifiye edilebilir ve bu nedenle diisiik dihidrotestosteron seviyeleri ile aktive edilebilir;
(I) Mutasyona ugramis bir androjen reseptdrii cesitli ligandlar tarafindan aktive
edilebilir; (IIT) Deregiile edilmemis biiyiime faktorleri ve sitokinler, androjen reseptdrii
koaktivatorlerinin yardimiyla androjen reseptoriinii aktive edebilirler; (IV) Androjen
reseptoriinii bypass eden yolaklarda, PTEN kaybi, fosfatidilinositol 3-kinaz (P13-K) -Akt
yolunun inhibisyonunu tersine ¢evirir ve aktive Akt'in Bad'i fosforile etmesine izin verir.
Bu aktivasyon, sonucta hiicre sag kalimina yol agan Bcl-2'nin salinmasiyla sonuglanir.
Ek olarak, androjenden bagimsiz hiicreler Bcl-2'yi asir1 ifade edebilir; (V) Prostat kanser
hiicreleri, néroendokrin benzeri bir davranis gelistirebilir. Noéroendokrin hiicreler, komsu
hiicrelerin bliylimesini indiikleyen ndropeptidleri salgilar ve bdylece prostat kanseri,

terapotik miidahalelerden kurtulabilir (Feldman and Feldman 2001) (Sekil 1.8).
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b.Karsik Yolak c. Alternatif Yolak
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Sekil 1.8. Androjen bagimsiz prostat kanseri i¢in Onerilen yolaklarin gematik gosterimi
(Feldman and Feldman 2001°den degistirilerek alinmistir).

1.1.4.3 Prostat kanserinde goriilen mutasyonlar

Primer prostat kanserinde tekrarlayan somatik mutasyonlar, kopya sayisi
degisiklikleri ve onkojenik yapisal DNA yeniden diizenlemeleri tanimlamistir ve bunlar
arasinda SPOP, FOXA1 ve TP53'teki nokta mutasyonlari; MYC, RB1, PTEN ve CHD1'
iceren bazi genlerin kopya sayisinda degisiklik ve transkripsiyon faktorii ailelerinden biri
olan E26 transformasyona 6zgii (ETS) fiizyonlar1 yer alir ( Barbieri et al. 2012; Baca et
al. 2013; Robinson et al. 2015; Liu et al. 2017).

Androjen bagimsiz prostat kanserinde 8q kopya sayisinda artis gézlenirken 8p,
13q, 16q ve 18q kopya sayilarinda azalis gozlenmistir. Ayrica androjen reseptorii
genlerinde artis, CHD1, PTEN, RB1, TP53’de de delesyon gozlenmistir ( Robinson et al.
2015; Belic et al. 2018) (Sekil 1.9).
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Sekil 1.9. flerlemis prostat kanserinde mutasyon gecirdigi diisiiniilen muhtemel genler ve
gorev aldig1 yolaklar (Robinson et al. 2015°ten degistirilerek alinmustir).

1.1.4.4 Prostat kanserinin tani ve tedavisi

Prostat kanseri tedavisinde kanserin evresi ve patolojik durumuna gore farkli
yaklagimlar mevcuttur. Bu yaklagimlar Cizelge 1.1° de listelenmistir.
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Cizelge 1.1. Prostat kanseri i¢in sirasiyla uygulanan standart tedaviler (National Cancer
Institute, Giincelleme: 1 Kasim 2018).

Bekleme veya aktif gézetim

Cerrahi

Radyasyon tedavisi ve radyofarmasotik tedavi

Hormon tedavisi

Kemoterapi

Biyolojik terapi

Bisfosfonat tedavisi

Kemoterapi, kanser hiicrelerinin biiylimesini ve istilasin1 inhibe etmek veya
kontrol etmek i¢in kullanilan tedavi yaklasimlarindan biridir ve kemoterapdtik ilaglarin
kullanimini i¢erir (Malmstrom Per-Uno et al. 1996; Steinberg et al. 2000). Kemoterapotik
ajanlar, kanser tedavisinde kullanilan genotoksik ve sitotoksik etkilere sahip bir ilag
grubudur (Demaria et al. 2017). Bu ajanlar, genel olarak prolifere olmak i¢in hiicre
dongiistine bagl farkli mekanizmalar kullanan anormal hiicreleri hedef alir (Dy and Adjei
2008).

1.2 Gemsitabin

Gemsitabin (2'2-difloro-2'-deoksisitidin, dFdC), deoksisidin (pirimidin) 2’
karbonundaki hidrojen atomlarinin iki florin atomu ile degistirildigi bir niikleosid
analogudur (Bergman et al. 2002; Rizzuto et al. 2017). Gemsitabin ilk olarak 1980-1990
yillart arasinda Avrupa lilkelerinde ve ABD'de klinik sahalarda ¢alisiimistir (Rizzuto et
al. 2017). Pankreas, kiiglik-olmayan hiicreli akciger, bas ve boyun, mesane, gogiis ve
yumurtalik kanserlerinin tedavisinde kullanilan bir kemoterapotiktir  (Pauwels et al.
2003).

Gemsitabin hiicreye aliminca deoksisitidin kinaz yardimi ile monofosfat
(dFACMP) formuna ¢evrilir (Pauwels et al. 2003). Miiteakip fosforilasyonlar sonucunda
DNA ve RNA'yi hedefleyen ve muhtemelen sitotoksik etkiden sorumlu olan aktif
metabolitler gemsitabin difosfat (dFdCDP) ve trifosfat (dFdCTP) olusmasini saglar
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(Pauwels et al. 2003). dFdCTP uzayan DNA zincirine katilir ve bu asamadan sonra sadece
bir deoksintikleotid zincire dahil edilir (Plunkett et al. 1995). Son niikleotidin zincire
eklenmesi ile gemsitabin maskelenmis olur. Bu duruma pol maskeli isaretleme denir ve
gemsitabinin DNA onarim enzimleri tarafindan uzaklastirilmasini engeller ve. DNA
polimerazlarin ilerlemesini durdurur (Huang et al. 1991). Ayrica gemsitabinin ek bir etki
mekanizmasi ile deoksiniikleotid metabolizmasina bagli enzimlerin inhibisyonu ile
kendini giiclendirir (de Sousa Cavalcante and Monteiro 2014). Bu enzimlerden biri
dCTD’dir ve dFdCTP tarafindan dogrudan, dFdCDP tarafindan ise dolayl olarak inhibe
edilir ~ (Heinemann et al. 1992). Dolayli inhibisyon riboniikleotitlerin
deoksiriboniikleotitlere doniisiimiinii katalizleyen riboniikleotit rediiktazin aktif
bolgesine dFACDP’in kovalent baglanmasiyla ortamdaki ANTP miktarinin azalmasi ve
dolayisiyla dCTD aktivitesini azalmasiyla gerceklesir (Heinemann et al. 1992). dNTP
havuzunun disiiriilmesi dFdC fosforilasyonunu tesvik eder, boylece dFdCTP seviyesini
ve dCTP oranim arttirir, bdylece dFdACTP'nin DNA'ya dahil edilmesi daha olas1 hale gelir
(de Sousa Cavalcante and Monteiro 2014). Kaspaz sinyallemesi yoluyla apoptozun
uyarilmasi da bir bagka 6nemli etki mekanizmasidir ( Ferreira et al. 2000; Chandler et al.
2004; Habiro et al. 2004). Buna ek olarak gemsitabin, normal hiicrelerden ziyade timor
hiicrelerinde hiicresel strese yanit olarak apoptozu tetiklemek icin p38, MAPK’1 aktive

eder ( Kummer et al. 1997; Habiro et al. 2004)

1.3 Anestezi

Geleneksel olarak anestezi, biling kaybi, zararli bir uyarana cevap olarak
hareketsizlik ve amnezi (biling kaybi) olarak tanimlanmistir (Hameroff 1998). 1845
yilinda, anestezik amagcla ilk olarak azot oksit denenmesine ragmen, William Morton adli
bir dis hekiminin 1846°da eteri kullanarak bir hastay1 uyutmasi ilk basarili deneme olarak
tarihe gecmistir (Urman and Desai 2012). Daha sonra 1847’ de Iskogyali Simpson
tarafindan kloroform anestezide denenmis ve hos kokulu olmasindan dolay1 kullanimi
hizla yayginlasmistir (Dunn 2002). Fakat kloroform, hepatotoksik ve siddetli
kardiyovaskiiler depresyona neden oldugu i¢in giinlimiizde pek kullanilmamaktadir.
Daha sonra yapilan ¢alismalar ile 1956 yilinda halotan gelistirilmistir ve giiniimiizde en
yaygin olarak kullanilan anestezik ajandir (Raventés 1956). Gilinlimiizde cerrahi

midahalelerde hastalarin uyutulmasi veya bolgesel olarak hissislestirilmesi gibi
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amaclarla kullanilan anestezikler preoperatif, intraoperatif ve postoperatif agri

yonetiminde de kullanilan ajanlar olarak literatiirde yer edinmistir.

1.3.1 Anestezikler ve kanser

Bircok kanserde primer tiimdriin cerrahi rezeksiyonu tedavinin temelini
olusturmasina ragmen anestezik madde uygulamasimin hasta bireylerde T lenfosit
apoptozisine neden olarak bagisikligi bastirmasindan dolay1 kanserin tekrarmni ve
metastazini arttirdigina dair kanitlar literatiirde mevcuttur (Neeman and Ben-Eliyahu
2013; Yang et al. 2017). Fakat yapilan bir dizi retrospektif ¢alisma, meme, prostat,
yumurtalik, melanom ve lokalize kolon kanserinde kullanilan lokal anesteziklerin, cerrahi
miidahale sonrasi kanser niiksiinii azalttigin1 gostermistir (Schlagenhauff et al. 2000;
Exadaktylos et al. 2006; Biki et al. 2008; Christopherson et al. 2008; de Oliveira et al.
2011; Lin et al. 2011). Yapilan diger ¢alismalar ise anestezik maddelerin kanser iizerine
olan etkilerinin hangi mekanizmalar lizerinden gergeklestigini géz oniine sermektedir. Bu
mekanizmalar voltaj kapili sodyum kanallarinin inhibisyonu, mitokondriyal inhibisyon,
kalsiyum akisinin azaltilmasi, kanser hiicrelerinde asirt metillenmis tiimor baskilayici
genlerin demetilasyonu gibi isleyisleri i¢erir (Grandhi and Perona 2019).

Saglikli bireylerde sinir hiicrelerinde ve uyarilabilir dokularda sentezi olan voltaj
kapili sodyum kanali (VGSC) proteinleri tiimorlii hiicrelerde de iiretilerek kanserin
invazyon ve metastazina sebep olur. Lokal anestezikler ise bu kanallar1 bloke ederek
kanserin yayilimini 6nler (Koltai 2015). Hiicre igin gerekli olan enerjinin {iretim merkezi
olan mitokondrilerin kanserli dokunun biiylimesinde, sag kaliminda ve goc¢iinde 6nemli
bir etkisi vardir (Gong et al. 2018). Bazi anesteziklerin mitokondriyal solunum
kompleksleri I ve II'yi baskilayarak mitokondriyal solunumu azaltip kanser hiicrelerinin
koloni olusturma yetenegini inhibe ettigi rapor edilmistir (Gong et al. 2018). Hiicre
hareketinde 6nem arz eden kasilma kuvvetleri hiicre i¢i kalsiyum tarafindan saglanir (Lee
et al. 1999). Gegici reseptor potansiyel alt familya V iiye 6 (TRVP6) kanali yoluyla
apoptozisi ve hiicre gociinii kontol eden kalsiyum sinyalinin bazi anestezikler tarafindan
bastirilmast hiicre bdliinmesinde, goclinde ve canlilifinda azalmaya sebep oldugu
distiniilmektedir (Jiang et al. 2016). Ayrica, insan kanserlerinin ortak bir 6zelligi olan
p16™NK4 hMLH1, BRCAI gibi tiimor baskilayici genlerin promotor bdlgelerinden asiri

metillenmesi hiicresel oliimii giiglestiren mekanizmalardan biridir (Esteller 2002).
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Yapilan arastirmalar, bazi anesteziklerin bu metilasyonu inhibe ettigi literatiirdeki mevcut
bilgilerdendir (Villar-Garea et al. 2003). Bu verilere ek olarak son yillarda yapilan
caligmalarda lokal anestezik uygulanmasinin kanser hiicrelerinin biiylimesi, istilas1 ve
goclinii onlendigi; MAPK’1, kaspazlari, Bcl-2’yi ve mitokondriyal apoptoz yolunu aktive
ettigi rapor edilmistir (Piegeler et al. 2012; Wang et al. 2016). Son 15 yilda yapilan
arastirmalarda kullanilan anestezikler ve etki ettikleri kanser tiirleri Cizelge 1.2°de

gosterilmektedir.

Cizelge 1.2. Kanser arastirmalarinda calisilmis bazi anestezikler ve c¢alisildigr kanser

tiirleri.
Anestezik Kanser Kaynak
Kolon kanseri
Akciger kanseri .
Halotan (Kvolik et al. 2005)
Larenks kanseri
Pankreas kanseri
Sevafluran Glioblastoma (Hurmath et al. 2016)
Kolorektal kanser (Deng et al. 2016)
Pankreas kanseri (Liu et al. 2016)
Propofol i
Glioblastoma (Xu et al. 2016)
Osteosarkom (Xu et al. 2016)
Tiopental Glioblastoma (Hurmath et al. 2016)
Akciger adenokarsinomu (Piegeler et al. 2012)
) ] Kucuk hucreli olmayan
Lidokain ) ) (Wang et al. 2015)
akciger kanseri
Hepatoselliiler kanser (Xing et al. 2017)
] ] Yumurtalik kanseri
Bupivakain i (Xuan et al. 2016)
Prostat kanseri
Ropivakain Akciger adenokarsinomu (Piegeler et al. 2012)
Desfluran Yumurtalik kanseri (Elias et al. 2015)
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1.3.2 Propofol

Genelde “anestezi siitii” olarak adlandirilan propofol (2,6-diizopropilfenol), ilk
olarak Birlesik Krallik'ta fenol tiirevlerinin hayvan modellerinde sakinlestirici etkisi
lizerine arastirmalar yapildiktan sonra Imperial Chemical Industries tarafindan
gelistirilmistir ve modern tipta en popiiler intravendz anestezik ajanlardan biri olarak
bilinir (Chidambaran et al. 2015). Propofol (2,6-diizopropilfenol) oda sicakliginda yag ve
sulu ¢ozelti i¢inde ¢oziinmeyen bir alkilfenoldiir (Desousa 2016) (Sekil 1.10).

% 1 (agirlik / hacim) propofol:
- % 10 soya yagi,
- 9% 2.25 gliserol,
- % 1.2 saflastirilmis yumurta fosfatit
- % 0.005 disodyum edetat igerir (Desousa 2016).

Bu formiilasyonda, propofoliin ¢ogunu olusturan yag damlaciklari, beyaz 15181
onemli Olgiide yansitacak ve kiracak kadar biiyiiktiir ve bu nedenle siit gibi goriiniir
(Desousa 2016). pH'1 7'dir ve sudaki pKa’st 11'dir (Desousa 2016). Propofol,
hipotansiyon ve solunum depresyonu gibi belirgin bir sekilde goriilen yan etkilere sahip
olmasimin yani sira hizli etki, kisa siireli etki ve postoperatif bulanti gibi daha az yan
etkilere sahip olmasi sebebiyle diger anestezik ajanlara gore birgok farmakolojik avantaja
sahiptir ( Mays 2011; Chidambaran et al. 2015). Lokal anestezi amaciyla ameliyat
esnasinda hastalar1 yatistirmak ve yogun bakimda hastalarin sedasyonunu saglamak i¢in
kullanilir (Langley and Heel 1988). Ayrica ileri kanser hastalarinda noropsikiyatrik
semptomlarin kontroliinii saglamas1 ve palyatif tedavide kullanilabilmesi i¢in literatiirde
bazi aragtirmalar mevcuttur ( Mercadante et al. 1995; Lundstrom et al. 2005) . Ayrica
prostat biyopsisi alimi sirasinda agr1 yonetimini saglamak i¢in de propofol kullanilir
(Awsare et al. 2007; Nazir 2014). Sahip oldugu anestezik avantajlara ek olarak propofol
antitimor etki de gosterir. Bir dizi ¢alisma propofoliin yardimci T hiicrelerini aktive
ederek kansere karsi bagisiklik sistemini olumlu yonde etkiledigini, kanser hiicrelerinin
yayilimini kolaylagtiran matriksmetalloproteaz seviyesini azalttigint ve programli hiicre
olimiini tetikledigini gostermistir (Tsuchiya et al. 2002; Wada et al. 2007; Miao et al.
2010).
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CH3 OH cH3

CH,

Sekil 1.10. Propofoliin molekiiler yapis1 (Chidambaran et al. 2015).

Literatiirde kayitli bulunan ve daha once yliriitiilmiis olan in vivo ve in vitro
calismalarda anestezik maddelerin insan kanserleri lizerinde olumlu etkilerinin oldugu
molekiiler diizeyde ortaya konulmustur. Ancak bu calismalar her kanser tiiriinde
yiirlitiilmemis olup prostat kanseri ile yapilan ¢alismalar alaninda bosluk bulunmaktadir.
Tim bu bilgiler 1s18inda ¢alismadaki amacimiz in vitro kosullarda prostat kanseri
hiicreleri olan DU145 ve PC3 iizerinde anestezik bir ajan olan propofoliin kemoterapik

bir ajan olan gemsitabin ile sinerjik etkisini karsilastirmali bir sekilde arastirmaktir.
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Mammoto et al. (2002), HeLa, HT1080, HOS ve RPMI-7951 insan kanser hiicre
hatlarini1 kullanarak propofoliin bu hiicrelerin metastaz yetenegini inhibe ettigini
gostererek kanserli bolgenin cerrahi miidahale ile alinmasinda ideal bir anestezik

olabilecegini rapor etmislerdir.

Werdehausen et al. (2012), bir¢ok lokal anestezigi (bupivakain ve enantiomeri,
ropivakain ve enantiomeri, lidokain, mepivakain, prilokain, prokain, artikain ve tetrakain)
kullanarak insan Jurkat T lenfoma hiicreleri lizerinde toksite degerlendirmesi yapmustir.
Sonug olarak toksisite potansiyellerine gore anestezik ajanlari tetrakain, bupivakain,
ropivakain, prilokain, prokain, lidokain, artikain ve mepivakain seklinde
siralandirmiglardir. Bu anesteziklerin diisilk konsantrasyonda apoptozise, yiiksek

konsantrasyonda ise nekroza sebep oldugunu bildirmislerdir.

Kobayashi et al. (2012), insan 16semi hiicre hattt HL-60, oral skuaméz hiicreli
karsinom hiicre hatlar1 (HSC-2, HSC-3, HSC-4, NA, Ca9-22), insan glioblastoma hiicre
hatlar1 (T98G, U87MG), normal insan oral hiicreleri, gingival fibroblast (HGF), pulpa
hiicreleri (HPC) ve periodontal ligament fibroblast (HPLF) hiicreleri iizerine lidokain,
dibucain, prokain, tetrakain, etil- 0- aminobenzoat lokal anesteziklerini uygulamislardir.
Sonug olarak tiim anesteziklerin normal hiicrelere nispeten kanserli hiicrelerde daha

yiiksek toksisite gosterdigini belirtmislerdir.

Liang et al. (2012), insan akciger adenokarsinomu A549 hiicre hattin1 kullanarak
sevofluoranin farmokokinetigini arastirmiglardir. Sonug olarak doza ve zaman bagl bir
sekilde sevofluoranin A549 hiicrelerinin canliligini, metastaz ile iligkili proteinler olan

MMP-2, MMP-9, faskin ve ezrinin ekpresyon seviyelerini azalttigin bulmuslardir.

Lirk et al. (2014), meme kanseri hiicre hatlart BT-20 [6strojen reseptorii (ER) -
negatif] ve MCF-7 (ER-pozitif) kullanarak lidokain, bupivakain ve ropivakainin
epigenetik mekanizmalara olan etkilerini arastirmistir. Lidokain ve ropivakain ile inkiibe
edilen timor hiicrelerde global DNA hipermetilasyonunda azalma go6zlenirken
bupivakain ile inkiibe edilen hiicrelerde hipermetilasyon ile ilgili bir degisiklik olmadig:

belirtilmistir. Ayrica kemoterapi ajanm1 5-aza-2'-deoksisitidin (DAC) ile kombine bir
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sekilde verilen anesteziklerden sadece lidokain ile muamele edilen tiimor hiicrelerinde

daha giiclii bir demetilasyon gozlenmistir.

Chang et al. (2014), lokal anestezik olan lidokain ve bupivakaini ayri ayri ve
kombine bir sekilde insan meme kanseri (MCF-7) ve meme epitel (MCF-10A) hiicre
hatlarina uygulamislardir. Bu anesteziklerin hiicre canliligini azalttig1, kesilmis kaspaz 7,
8 ve 9 proteinlerinin artis1 sonucunda hiicrelerin apoptozise yoneldigi gosterilmistir.
Anesteziklerin bu etkilerinin kanser hiicresi olan MCF-7"de daha belirgin oldugu da rapor

edilmistir.

Chang et al. (2014), lidokain ve bupivakainin etkilerini tiroit kanseri hiicreleri
(8505C ve K1) tizerinde arastirmistir. Her iki hiicre hattinda da artan doza ve zamana
bagli olarak canliligin azaldig1 gozlenmistir. Anestezikler ile muamele sonrast hiicre
biliylimesinin baskilandigi, apoptozun ve nekrozun indiiklendigi, koloni olusumunun
inhibe oldugu rapor edilmistir. Lidokain ve bupivakain ile inkiibasyon, tiroit kanseri
hiicrelerinde kaspaz 3 ve 7'nin aktivasyonu, PARP bdliinmesi ve daha yiiksek bir Bax /
Bcl-2 oraninin indiiklenmesi ile birlikte mitokondriyal membran potansiyelinin
bozulmasina ve sitokrom c'nin salinmasina neden oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu

anesteziklerin MAPK yollarinin uyarilmis aktivasyonunu bastirdigi rapor edilmistir.

Huang et al. (2014), malignite potansiyeli, hipoksi-indiiklenebilir faktor-1o'nin
(HIF-1a) ekspresyon diizeyinin ve bunun alt akis efektorlerinin, hiicre proliferasyonunun
ve migrasyonunun Yyani sira kemoterapiye direng gelisiminin degerlendirdikleri
caligmalarinda izofluran ve propofolun etkilerine insan prostat kanseri hiicre hattinda
(PC3) bakmuslardir. Izofluran, HIF1-a ekpresyonunu artirarak maligniteye sebep olurken

propofol bu etkiyi ortadan kaldirmistir.

Song et al. (2014), akciger kanseri hiicre hatti A549, insan kolon kanseri hiicre
hatt1 LoVo, ve insan meme kanseri hiicre hattt SK-BR-3’e propofol uygulamislardir.
Apoptoz biyobelirteci olan kaspaz-3 ekspresyon seviyesinin A549 hiicrelerinde 100 uM
propofol ile 24 saatlik stimiilasyondan sonra doza bagli bir sekilde anlamli sekilde
artifim1 ve LoVo hiicrelerinde biraz artarken SK-BR-3 hiicrelerinde kaspaz-3

ekspresyonunda bir degisiklik olmadigin1 gostermislerdir. Ayrica 24 uM propofol ile
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A549 hiicre hattina muamele sonrasinda proapoptotik bir protein olan BAX seviyesinde

azalma gozlenmistir

Malsy et al. (2015), klinik pratikte kullanilan en yaygin N-metil-Daspartat
(NMDA) reseptdr antagonistlerinden biri olan ve anestezide kullkanilan Ketamin’i
pankreas kanseri hiicre hatlarina (PaTu8988t ve Panc-1) uygulayarak hiicre cogalmasini

ve 6liimiinii inhibe ettigini géstermislerdir.

Wang et al. (2016), lidokain ve ropivakaini kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri
hiicre hatt1 A549’a ve H520’ye uygulamislardir. Sonug olarak bu anesteziklerin hiicre
canliligint azalttifi, ROS’a sebep oldugu, DNA fragmentasyonuna yol actigi, hiicre
invazyonu ve migrasyonunu baskiladigi, hiicre dongiisiinde GO/G1 fazinda tutuklanmay1

artirdigi ispatlanmustir.

Xuan et al. (2016), yumurtalik kanseri hiicre hattit SVOK3 ve prostat kanseri hiicre
hatt1 PC3’e lokal anestezik olan bupivakaini uygulamislardir. Sonug olarak tek basina ve
taxol ile kombine bir sekilde uygulanan bupivakainin hiicre proliferasyonunu azalttig1
gozlendi. Bupivakain ile muameleden sonra apoptozun biyobelirteci olan kesilmis kaspaz
3, 8 ve 9’un hiicre hatlarinda artis gdsterdigi rapor edilmistir. Bu anestezik her iki hiicre
hattinda da hiicre gociinii anlaml1 bir sekilde inhibe etmistir. Ayrica SVOK3 hiicre
hattinda ROS seviyesinde artis gozlenirken PC3 hiicre hattinda azalma oldugu
belirtilmistir.

Chen et al. (2017), insan pankreas kanseri hiicre hatlar1 Miapaca-2 ve Panc-1’ e
in vitro sartlarda; kemirgen pankreas kanseri hiicresi Panc02’ ye in vivo sartlarda
intravendz bir anestezik olan propofol ile muamele etmislerdir. Propofol’iin, hiicre
goclinli, VEGF ve HIF-la'nin ekspresyonunu, hiicre dis1 regiile edilmis protein
kinazlariin (ERK), AKT, Ca2 + / kalmodulin bagimli protein kinazlarinin II (CaMK II)
konsantrasyon bagimli bir sekilde fosforilasyonunu inhibe ettigini rapor etmislerdir.
Ayrica pankreas kanseri hiicrelerinin in vitro ve in vivo olarak propofol’iin muhtemelen
NMDA reseptoric VEGF ekspresyonunu inhibe ederek go¢ yetenegini baskiladigin

gostermislerdir.
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Li et al. (2018), lokal anestezikleri (lidokain, mepivakain, bupivakain,
levobupivacaine, ropivakain), meme kanseri MDA-MB-231, MCF-7 hiicre hatlari ile
saglikli meme epiteli MCF-10A hiicre hatt1 {izerinde test etmislerdir. Kullanilan tiim
anesteziklerin artan dozlarda kanserli hiicre hatlarinda saglikli hiicre hattina gore daha
ileri seviyede toksisiteye sebep oldugu, migrasyonu azalttigi, hiicre dongiisiinde G2

fazinda tutuklanmaya sebep oldugu rapor edilmistir.

Jose et al. (2018), insan prostat kanseri hiicrelerine (DU145) lokal anestezide
kullanilan Levobupivakain ile muamele ederek biyoenerjetik ve REDOX etkisini
incelemislerdir. Sonug olarak Levobupivakain, kanser hiicrelerinde glikoliz ve oksidatif
fosforilasyonu inhibe ederek hiicresel ATP {iretimini azaltip ROS olusumunu

indiikleyerek biyoenerjetik krize sebep olmustur.

Gong et al. (2018), MDA-MB-468 ve SkBr meme kanseri hiicrelerini kullanarak
Ropivakain’i test etmislerdir. Ropivakain, her iki insan meme kanseri hiicresinde de
biiyiime, hayatta kalma ve ankrajdan bagimsiz koloni olusumunu 6nemli 6lgiide inhibe
ettigini rapor etmislerdir. Ropivakain’in 5-FU ile sinerjik olarak etki ettigi
gozlenmistir. Ropivakainin, mitokondriyal solunum kompleksi | ve Il aktivitelerini
baskilayarak, enerji tiikenmesine, oksidatif stres ve hasara yol acan mitokondriyal
solunumu inhibe ettigi bulunmustur. = Mitokondriyal DNA'st olmayan ve
dolayistyla mitokondriyal solunum eksikligi olan pO hiicrelerinde Ropivakain’in inhibe
edici etkilerinin gozlenmemesi Ropivakain’in etki mekanizmasi i¢in mitokondriyal
solunumun gerekli oldugunu gostermistir. Ayrica Ropivakain, meme kanseri

hiicrelerinde Akt, mTOR, rS6 ve EBP1'in fosforilasyonunu inhibe ettigi rapor edilmistir.

Castelli et al. (2019), meme kanseri hiicre hattt MDA - MB - 231 ve malign
melanom hiicre hatti A375 {lizerinde Ropivakain ve Levobupivakain’in etkilerini
arastirmiglardir. Kullanilan anesteziklerin MDA - MB - 231 ve A375 hiicrelerinde
canliligr azalttig1 gézlenmistir. Western blot analizleri anestezikler ile muamele sonrasi
hiicre cogalmasini azaltic1 etkiye sebep olacak aktif Akt (p - Akt) formunda ve GSK3f3
(Ser9) 'un aktif olmayan formunda azalma saptamislardir. Ayrica anestezikler ile
muamele edilen her iki hiicrede de RhoA ve aktif FAK formu gibi hiicre go¢iine katilan

proteinlerin seviyelerinde anlamli azalma oldugu tespit edilmistir.
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3.1 Materyal

Tez aragtirmalarinda kullanilan DU145 ve PC3 insan prostat kanseri hiicre hatlar

ATCC" hiicre kiiltiirii koleksiyonundan temin edildi. Calismada kullanilan kitler ve diger

kimyasallar Cizelge 3.1°de, cihazlar ise Cizelge 3.2’de gosterilmektedir.

Cizelge 3.1. Arastirmada kullanilan kit ve kimyasal listesi.

Kitler ve Kimyasal Maddeler Alindigi Firma

RPMI 1640 Gibco® (USA)

FBS (Fetal Bovine Serum) Gibco® (USA)
L-Glutamine Sigma-Aldrich® (Germany)
PBS (Phosphate Buffered Salin) Sigma-Aldrich® (Germany)
Penisilin-Streptomisin Gibco® (USA)
Tripsin/EDTA Gibco® (USA)

Tripan Blue Sigma-Aldrich® (Germany)
DMSO (Dimetil siilfoksit) Sigma-Aldrich® (Germany)
Propofol Sigma-Aldrich® (Germany)
Gemsitabin MedChem Express®

Cell Viability Detection Kit-8

EcoTech Biotechnology ® (Turkey)

LDH Cytotoxicity Assay Kit

Thermo Scientific® (USA)

Total Oxidant Status Assay Kit

Rel Assay Diagnostics® (Turkey)

Total Antioxidant Status Assay Kit

Rel Assay Diagnostics® (Turkey)

PMSF

Roche®

Proteaz Inhibitér Kokteyl

Thermo Scientific®

RIPA Lysing Buffer

EcoTech Biotechnology ® (Turkey)

Amonyum Persiilfat BioShop

Glycine IsoLab

Izopropanol Sigma-Aldrich® (Germany)
Ethanol Merck

Nitroseliillos Membran

Sigma-Aldrich® (Germany)
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Cizelge 3.1(devam)

Whatman Kagidi Sigma-Aldrich® (Germany)

Laemli Sample Buffer 2x EcoTech Biotechnology ® (Turkey)
Siit Tozu EcoTech Biotechnology ® (Turkey)
Pierce ECL Western Blot Substrat EcoTech Biotechnology ® (Turkey)
Ponceau EcoTech Biotechnology ® (Turkey)
Trisma Base Sigma-Aldrich® (Germany)
Akrilamit BioShop

Bis-akrilamit Sigma-Aldrich® (Germany)
N,N,N’,N’-Tetramethyl-ethylendiamine )

(TEMED) Sigma-Aldrich® (Germany)
GangNam-STAINTM Prestained Protein

™ iNtRON Biotechnology® (Korea)
B-aktin Antikor Santa Cruz Biotechnology®

Akt Primer Antikor Santa Cruz Biotechnology®

p-Akt Primer Antikor Santa Cruz Biotechnology®
Sekonder Antikor Santa Cruz Biotechnology®

Cizelge 3.2. Arastirmada kullanilan cihaz listesi.

Cihazin Ad1 Modeli

Spektrofotometre Biotek EPOCH

Biyogiivenlik Kabini ESCO NordicSafe™

CO2’li Inkiibator ESCO Celculture

Santrifiij Hettich Zentrifugen Universal 320R
Invert Mikroskop Leica DFC450C Model: CH-9435
Vorteks Wisd Wisemix VM-10

Ultra Saf Su Cihaz1 Millipore, Q-3W

Masaiistii pH Metre Adwa, AD1000

Dijital Mikrobiyolojik Emniyet Kabini ESCO, AC2-4E8M

Sogutmali Santrifiij Hettich, Universal 320R
Isitici-sogutucu Kuru Blok Bioer, ch 202

Derin dondurucu — 86, biiyiik boy Esco, uus-439b
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Cizelge 3.2 (devam)

Derin Dondurucu (-20 °C)

Templow

UV-Visible Spektrofotometre

Mecasys, Optizen uv/vis

Vorteks

DAIHAN

Otoklav

JSR, JSAC-60

Analitik Terazi (0,0001)

Shimadzu ATX 224

Goruntuleme Cihazi

Bio-Rad ChemiDoc

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Buzdolabi (4°C) Edesa
Akim Sitometre Partec
Mikropipet Axypet
Mini Santrifiij WiseSpin

3.2 Yontem

3.2.1 Hiicre kiiltiiri

3.2.1.1 DU145 ve PC3 hiicre hatlarin kiiltiire edilerek ¢cogaltilmasi

Calismada insan prostat kanseri beyin metastazi DU145 hiicre hatt1 ve insan
prostat kanseri kemik metastazi PC3 hiicre hatt1 kullanildi. Her 1ki hiicre hatt1 da androjen
bagimsiz prostat kanseri hiicresidir ve kiiltlir ortamlarinda ayni besiyeri igerikleri
kullanilmistir.  Hiicreler steril flasklarda (25 cm?’lik) % 10 FBS, % 1
penisilin/streptomisin ve % 1 L-glutamin iceren RPMI1640 igerisinde (5 ml), 37 °C’de
% 5 CO: igeren ortamda hiicrelerin yaklasik ¢ogalma yiizdeleri dikkate alinarak 2-3

giinde bir pasajlandu.
3.2.1.2 Hiicre sayimi

T25 flasklarda %70-80 konfluensiye ulagsmis hiicreler tripsin yardimiyla kaldirildi
ve hiicre yogunluguna gore 1-2 ml taze besiyeri igerisinde ¢oziiliip tek tek hiicrelerden

olusan homojen bir karisim elde edildi. Hiicre sayimi i¢in hemositometre lam1 kullanildi.

Sayim oncesinde hemositometre lami1 ve lamel %70 alkolle temizlendi ve lamel
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hemositometrenin iizerine yerlestirildi. Hiicre sayimi i¢in 15 pl Trypan Blue ile 15 pl
hiicre soliisyonu karistirilip hemositometre lami iizerine yerlestirilen lamel arasinda
olusan bosluga 15 pl yiiklendi. Invert mikroskop kullanilarak sayim yapildi. 1 ml

besiyerinde bulunan canli hiicre sayisi1 3.1 numarali formiile gére hesaplandi;

Ortalama Hiicre Sayis1 x Seyreltme Faktorii x 10.000 (3.1)

3.2.1.3 Hiicrelerin 96 kuyucuklu platelere ekilmesi

Hiicre sayimi yapildiktan sonra hiicreler 96 kuyucuklu platelerin her bir
kuyucugunda 200 pl besi yeri ve 3000 hiicre olacak sekilde ekildikten sonra kuyu

tabanlarina tutunmalari icin 37 °C’de %5 CO; igeren etiivde 24 saat inkiibe edildi.

3.2.1.4 Gemsitabinin hazirlamsi

MedChem Express® firmasindan satin alinan gemsitabin, {iretici firmanimn
protokoliine gore hazirlandi. 6 mg tartilan gemsitabin, 1000 pl DMSO ile ¢oziilerek 6
mg/mL konsantrasyonunda stok ¢ozeltisi hazirlandi. Seri seyreltme yapilarak 3 mg/mL,
1,5 mg/mL, 1,5 mg/ml ve 0,75 mg/mL stok ¢ozeltileri hazirlanarak -80 °C’de saklandi.
Literatlirden elde edilen bilgiler 15181nda, gemsitabinin stok c¢ozeltileri RPMI1640 full
medium ile seyreltilerek 60 png/mL, 30 pg/mL, 15 pg/mL, 7,5 pg/mL ve 3,75 pg/mL
konsantrasyonlari elde edildi (Zhang et al. 2017).

3.2.1.5 Propofoliin hazirlanisi

Sigma Aldrich® firmasindan 2,6-Diisopropylphenol ticari adi ile temin edilen
propofoliin 0.962 g / mL olan yogunlugundan yola ¢ikilarak DMSO’da ¢oziildi. 10
mg/mL, 2,5 mg/mL, 1 mg/mL, 0,5 mg/mL ve 0,1 mg/mL konsantrasyonlarinda stok
cozeltiler hazirlandi. Daha once yiiriitillen ¢aligmalar dikkate alinarak propofoliin stok
¢ozeltileri, RPMI11640 medium ile seyreltilerek 100 pg/mL ,75 pg/mL, 50 pg/mL, 25
pug/mL, 10 pg/mL, 5 pg/mL ve 1 ng/mL konsantrasyonlarina ulasildi (Chen et al. 2017).
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3.2.2 Gemsitabin ve propofoliin hiicrelere uygulanmasi

DU145 ve PC3 hiicre hatlarina uygulanan gemsitabin ve propofoliin
konsantrasyonlar1 Cizelge 3.3’te gosterilmistir. Calismanin ilk ayaginda kullanilan
konsantrasyonlara yapilan literatiir taramasi1 sonucunda karar verilmistir. TAK, TOD ve
Western blot deneyleri i¢in segilen konsantrasyonlar, CVDK-8 testi sonucunda ulasilan
ICso ve lizeri konsantrasyonlardir. DU145 hiicreleri igin ileri deneylerde kullanilmak
lizere gemsitabinin 30 ve 60 pg/mL konsantrasyonlar1 ve propofoliin 25, 50, 75 ve 100
ug/mL konsantrasyonlar1 segildi. PC3 hiicreleri ise ileri deneylerde gemsitabinin 15 ve
30 pg/mL konsantrasyonlar1 ve propofoliin 50, 75 ve 100 ug/mL konsantrasyonlari ile

muamele edildi.

Cizelge 3.3. Gemsitabin ve propofolin DU145 ve PC3 hiicrelerine uygulanan

konsantrasyonlari.
Gemsitabin (ng/mL) Propofol (ng/mL)
DU145 3,75, 7,5, 15, 30, 60 1,5, 10, 25, 50, 100
PC3 3,75, 7,5, 15, 30 1,5, 10, 25, 50, 75, 100

3.2.3 Sitotoksisite analizleri

96 kuyucuklu platelere ekilen DU145 ve PC3 hiicreleri 24 saat inkiibatorde
bekletilerek kuyu diplerine adezyon molekiilleri ile adhere olmasi saglandi. 24 saat
sonunda kuyularda bulunan besiyeri ¢ekildi. Yukarida bahsedildigi sekilde ¢ozeltileri
hazirlanan gemsitabin ve propofoliin tiim konsantrasyonlar1 beser tekrar halinde hiicre
hatlarina ayr1 ayr1 uygulandi. Gemsitabin ve propofol icermeyen besiyeri ile muamele
edilen grup negatif kontrolii, %20 DMSO igeren besiyeri ile muamele edilen grup pozitif
kontrolii olusturdu. Optimum siirelerde inkiibasyon sonunda test maddelerinin hiicre
canlilig1 iizerine olan etkileri EcoTech Biotechnology firmasindan temin edilen Cell
Viability Detection Kit-8 (CVDK-8), kullanilarak ve iiretici firma protokolii takip
edilerek arastirildi.

Bu yontemde test bilesenleri ile muamele edilen ve canli kalmayi bagaran
hiicrelerin  mitokondriyal dehidrogenaz enzimlerinin sergiledikleri aktiviteden
yararlanilir (Bahuguna et al., 2017). Canli hiicrelerdeki dehidrogenaz enzimleri kitin

iceriginde mevcut olan suda ¢oziinebilen tetrazolyum tuzunu formazan kristaline indirger
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(Kabakov and Gabai, 2018). Bu reaksiyonun sonucunda olusan rengin kolorimetrik
olarak degerlendirilmesi ortamda canlili§in1 koruyan hiicrelerin sayis1 hakkinda goreceli
olarak bilgi verir.

Test bilesenleri ile muamele edilen hiicrelerin kiiltir medyumlar1 ortamdan
uzaklastirildi ve %10 oraninda CVDK-8 soliisyonu igeren besiyeri kuyulara eklendi. Ug
saat boyunca inkiibatorde bekletilen 96 kuyulu platelerden her saat baginda 590 nm’de
Olclim alinarak hiicrelerin degisen canlilik yiizdeleri hesaplandi. Bu asamada elde edilen
sonuglar yardimiyla belirlenen konsantrasyonlar ile gemsitabin ve propofol, hiicre

hatlarina birlikte uygulanarak hiicre canlilig1 tizerine sinerjistik olan etkisi belirlenmistir.

3.2.4 LDH sitotoksisite yontemi

Gemsitabin ve propofoliin prostat kanseri hiicreleri lizerinde gosterebilecegi
toksik etkiler laktat dehidrogenaz salinim (LDH) deneyi de arastirildi. LDH analizi, hasar
goren veya Olen hiicrelerden kiiltiir ortamina salinan laktat dehidrogenaz enzimi
yardimiyla sitotoksisitenin arastirildigi bir metottur. Laktat dehidrogenaz enzimi NADH'
nin NAD™ ya oksidasyonuna paralel bir sekilde piruvatin laktata doniistiiriildiigii ortak
bir reaksiyonu katalize eder (Kumar et al. 2018). LDH analizi ise hayati fonksiyonlarini
yitiren hiicrelerden ortama salinan laktat dehidrogenaz enziminin sar1 tetrazolyum tuzunu
suda ¢oziinen formazan simifi kirmizi bir boyaya indirgenmesi temeline dayanan bir
yontemdir (Kabakov and Gabai 2018). Olusan formazan miktari, kiiltiir ortamina salinan
LDH miktart ile dogru orantilidir (Kumar et al. 2018). Bu ise 6len hiicre miktarinin bir
Olciisii olarak kabul edilir.

96 kuyucuklu platelere ekilen DU145 ve PC3 hiicreleri kiiltiir kosullarinda 24 saat
bekletildikten sonra gemsitabin ve propofol ile muamele edildi. Herhangi bir kimyasal
icermeyen RPMI1640 full medium ile muamele edilen hiicreler ile negatif kontrol grubu
olusturuldu. Triton-X ile muamele edilen hiicreler ise pozitif kontrol grubunu olusturdu.
Optimum siirelerde gemsitabin ve propofol ile ayr1 ayr1 ve kombine bir sekilde inkiibe
edilen hiicrelerin mediumlar1 alinarak baska platelere aktarildi. Thermo Scientific®
firmasindan ticari olarak elde edilen Pierce LDH Cytotoxicity Assay Kit kullanildi. Kit
soliisyonlar iiretici firma talimatlar1 dikkate alinarak hazirlandi. Reaksiyon soliisyonu
eklenen hiicre vasatlar1 30 dk boyunca karanlik bir ortamda bekletildi. Bu siire sonunda
sonlandirma soliisyonu ile muamele edilen hiicre vasatlarindan 490 ve 680 nm’lerde

spektrofotometre cihazi kullanilarak absorbans degerleri alindi.
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3.2.4 Toplam antioksidan kapasite (TAK) analizi

Gemsitabin ve propofol ile muamacle edilen DU145 ve PC3 hiicrelerinde olusan
oksidatif stresi degerlendirmek amaci ile Toplam Antioksidan Kapasite (TAK) analizi
gerceklestirildi.

TAK analizi, kiiltiir ortamindaki antioksidanlarin kiiltiir ortamina eklenen koyu
mavi-yesil renkli ABTS radikalini renksiz ABTS formuna indirgemesi sonucu olusan
absorbans farki ile tespiti esasina dayanir (Erel, 2004).

Rel Assay Diagnostics® firmasinda temin edilen Total Antioxidant Status Assay
Kit kullanilark TAK analizleri gergeklestirildi. Kit bilesenleri Cizelge 3.3’de
belirtilmistir.

Cizelge 3.4. TAK bilesenleri ve miktarlari.

Kit Bilesenleri Miktarlar
Reaktif 2 Soliisyonu 10 mi
Standard 2 Soliisyonu 10 ml
Reaktif 1 Soliisyonu 50 ml
Standard 1 Soliisyonu 10 mi

Test bilesenleri ile muamele edilen hiicrelerden 30 pl besiyeri alindi ve 96
kuyucuklu platelere aktarildi. Uzerine 500 ul Reaktif 1 soliisyonu eklenip 660 nm’de
absorbans Ol¢iimii yapildi ve her kuyuya 75 pl Reaktif 2 soliisyonu eklendi. 10 dk
beklendikten sonra 660 nm’de ikinci kez absorbans dl¢timii yapildi. Elde edilen ¢iktilar

formiil 3.2°de belirtildigi gibi hesaplanarak TAK diizeyleri belirlendi.

[(AStandart 1'in degeri)- (AOrnegin degeri)]

TAK (mmOI Trolox EQUIV./L) - [(aStandart 1'in degeri)- (AStandart 2'nin absorbanst)]

x20 (3.2

3.2.5 Total oxidan durum (TOD) analizi

Gemsitabin ve propofol ile muamele edilen hiicrelerde degisen oksidan miktarini
tespit etmek i¢in Total Oxidan Durum (TOD) analizi gerceklestirildi. TOD analizi
hidrojen peroksit ile kalibre edilir ve kiiltlir ortamindaki ferroz iyon kompleksinin ferrik

iyona okside edilmesi esasina dayanir (Erel, 2005). Olusan ferrik iyon asidik ortamda
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kromojen ile spektrofotometrik olarak oOlgiilebilen renkli bir kompleks olusturur (Erel,
2005).
Rel Assay Diagnostics® firmasindan temin edilen Total Oxidant Status Assay

Kit yardimi ile TOD analizleri yapildi. Kit bilesenleri Cizelge 3.4’te gosterildi.

Cizelge 3.5. TOD bilesenleri ve miktarlari.

Kit Bilesenleri Miktarlar
Reaktif 2 Soliisyonu 10 ml
Standard 2 Soliisyonu 10ml
Reaktif 1 Sollisyonu 50 ml
Standard 1 Soliisyonu 10 ml

96 kuyucuklu platelerde bulunan 75 ul plazma 6rneklerinin tizerine 500 pl Reaktif
1 soliisyonu eklenerek 530 nm’de ilk absorbans 6l¢timii yapildi. Ardindan tiim kuyulara
25 pl Reaktif 2 soliisyonu eklendi ve 10 dk beklendikten sonra 530 nm’de ikinci
absorbans ol¢timii gergeklestirildi. Elde edilen veriler formiil 3.3’te belirtildigi sekilde
hesaplanarak TOD diizeyleri belirlendi.

(AOrnegin degeri)
2a(AStandart 2’'nin degeri)

TOD (umol H202 Equiv./L) = x (Standart 2 degeri) (3.3)

3.2.6 Western blot analizi

6 kuyucuklu platelere her kuyuda 1.5x10° hiicre olacak sekilde ekilen DU145 ve
PC3 hiicre hatlarina optimum siirelerde propofol ve/veya gemsitabin ile muamele edildi.
Muamele sonrasi buz lizerinde besiyeri uzaklastirilan hiicreler PBS ile yikandi. Sirasiyla
100:1:1 oraninda karistirilan RIPA Lysing Buffer, PMSF ve proteaz inhibitor kokteyli
kuyulara eklenerek hiicre kaziyici yardimiyla kazindi. Kuyulardaki hiicre ve liziz
bufferindan olusan vasat ependorf tiiplere alinarak tiger defa sivi azotta dondur-¢6z islemi
yapildi. Ugiincii dondur-¢dz isleminden sonra 5 dk buz iizerinde bekletilen ependorf
tiipler 4 °C’de 13000 rpm ‘de 10 dk santrifiij edildi ve slipernatan bagka bir ependorfa
aktarildi. Siipernatant ile esit miktarda Leamni Buffer ependorfa eklendi ve 100 °C’de 5
dk kaynatilarak kullanilacagi zamana dek -80 °C’de muhafaza edildi.

Hiicrelerden izole edilen proteinleri ayirmak amaci ile yapilan SDS-PAGE’de
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%4’lik ve %10’luk yogunluga sahip olan iki fazli bir jel kullanildi. Jel hazirlama i¢in

kullanilan malzemeler ve miktarlar1 Cizelge 3.5 ve Cizelge 3.6’te belirtilmistir.

Cizelge 3.6. SDS-PAGE igin %4’liik yiirtitme jelinin hazirlanisi.

Yiiriitme jeli (%4’lik) Hacim
Akrilamid+bis akrilamid(%29+%1) 397,5 ul
Saf su 2,175 ml
Tris-HCI (pH:6.8) 375wl
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) 30 ul
Amonyum persiilfat (%10) 30 ul
TEMED 7,5 ul

Cizelge 3.7. SDS-PAGE i¢in %10’luk ayirma jelinin hazirlanisi.

Ayirma jeli (%10’luk) Hacim
Akrilamid+bis akrilamid(%29+%1) 1,65 ml
Saf su 1,4 mi
Tris-HCI (pH:8.8) 1,875 ml
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) 50 pl
Amonyum persiilfat (%10) 50 ul
TEMED 2 ul

Yukarda belirtilen miktarlara gére hazirlanan %10’luk ayirma jeli iki cam plaka
arasima dokiildiikten sonra {izerine izopropanol eklendi ve 25-30 dk polimerize olmasi
beklendi. Polimerize olan jelin iizerinden izopropanol uzaklastirildi ve kurutma kagidi ile
izopropanoliin kalan kismi alindi. %4’liikk hazirlanan yiiriitme jeli ise ayirma jelinin
tizerine dokiildi ve jel taragi heniiz polimerize olmamis jel {izerine 6zen gdstererek
yerlestirildi. 30-45 dk 4°C’de polimerize olmasi i¢in beklenildi. Polimerize olan jelden
tarak cikartildi ve jel kuyularina esit miktarda protein 6rnekleri yiiklendi. Proteinlerin
bulunduklar1 kDa’u tayin edebilmek igin yiikleme tamponu (GangNam-STAIN™
Prestained Protein Ladder, iNtRON Biotechnology, Korea) kullanildi. Protein 6rnekleri
1 X Running Buffer ortaminda yiikleme jelini geginceye dek 80 voltta yiiriitiildiikten sonra
ayirma jelinde 120 voltta yaklasik 100 dk yiiriitiildii.
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SDS-PAGE yardimi ile ayrilan proteinler nitroseliiloz membrana tarnsfer edilmek
tizere jel sisteminden ¢ikartildi. 1X Transfer Buffer ile nemlendirilen iki whatman kagidi
arasina jel ve yine 1X Transfer Buffer ile aktiflestirilen nitroseliilloz membran konularak
sandvi¢ modeli olusturuldu. Trans-Blot® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad, Hercules,
CA, USA) cihazina yerlestirildi ve 25 voltta 1,3 amperde 21 dk transfer islemi
gerceklestirildi. Proteinlerin membrana gegip gecmedigini kontrol etmek i¢in Ponceau S
(EcoTech Biotechnology, Erzurum, Tiirkiye) sollisyonu ile yatay calkayayicida 5 dakika
calkalandi. PBST ile 5’er dk 3 kez membran yikanarak %1°lik siit tozu ile 1 saat yatay
calkalayicida calkalandi. Bu iglemi takiben tekrar PBST ile 5’er dk 3 kez yikanan
membran uygun antikor ile bir gece 4 °C’de bir gece inkiibe edildi. Antikor ortamdan
uzaklastirildi ve tekrar PBST ile yukarda bahsedildigi gibi yikandi. Sekonder antikor ile
oda sicakliginda bir saat ¢alkalanan membran tekrar yikandi. Son olarak 1:1 oraninda
karistirilan Pierce Enhanced Chemiluminescence (ECL) ve Western Blot Substrat
(Thermo Scientific, Waltham, MA, ABD) membran iizerine eklenip 3 dk beklendikten

sonra goriintiilemem islemi gerceklestirildi. Internal kontrol olarak ise B-aktin kullanild.
3.2.7 istatistiki analiz

Elde edilen veriler en az ii¢ deney tekrarinin ortalamasindan olusmaktadir.
Deneyler vasitasiyla elde edilen tiim sayisal ¢iktilar Student’s T-Test’i yardimi ile

istatistiki olarak degerlendirilmistir. Anlamli degisimler i¢in *p<0,05, **p<0,01,

***p<0,001 ve ****p<0,0001 olarak kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1 Arastirma Bulgular

4.1.1 Gemsitabin ve propofoliin prostat kanseri hiicreleri iizerine olan sitotoksik

etkilerinin degerlendirilmesi

DU145 ve PC3 hiicrelerinde gemsitabin, propofol ve her ikisinin es zamanli olarak
uygulanmasinin sitotoksik etkileri CVDK-8 ve LDH testleri kullanilarak arastirildi.
Sekil 4.1°de gosterilen, DU145 hiicreleri iizerinde yliriitiilen deneylerin sonucuna gore
gemsitabin 30 ve 60 pg/ml’lik konsantrasyonlarinda, propofol ise 50 ve 100 pg/mi
konsantrasyonlarinda hiicre canliligini azaltmistir. Her ikisi es zamanli uygulandiginda
ise propofol 25 pg/ml konsantrasyonundan itibaren hiicre canliligini istatistiki ag¢idan

onemli bir sekilde azaltmistir.
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Sekil 4.1. Gemsitabin ve propofol maruziyeti sonrast DU145 hiicrelerinde gézlenen hiicre
canlilik yiizdeleri. (A: Gemsitabin ile muamele edilen DU145 hiicrelerinde
degisen canlilik yiizdesi. B: Propofol ile muamele edilen DU145 hiicrelerinde
degisen canlilik ylizdesi. C: DU145 hiicrelerine gemsitabin ve propofoliin es
zamanli muamlesi sonucu degisen hiicre canlilik yiizdesi).

DU145 hiicrelerinde LDH yonteminden elde edilen sonucglara gore gemsitabin
yalniz uygulandiginda, tiim konsantrasyonlarda LDH aktivitesinin arttig1 ancak en yiiksek
LDH aktivitesinin 60 pg/ml’lik konsantrasyonda oldugu gozlenirken; propofol yalniz
uygulandiginda 50 ve 100 pg/ml’lik konsantrasyonlarda artan bir LDH aktivitesi
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gozlemlendi. Her iki ajan beraber uygulandiginda ise propofoliin 25 pg/ml’lik
konsantrasyonundan itibaren LDH aktivitesini artirdig belirlendi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. DU145 hiicrelerinde gemsitabin ve propofol inkiibasyonu sonrasi gozlenen
sitotoksisite degerleri. (A: Gemsitabin ile muamele edilen DU145
hiicrelerinde gozlenen sitotoksiste degerleri. B: Propofol ile muamele edilen
DU145 hiicrelerinde gozlenen sitotoksiste degerleri. C: DU145 hiicrelerine
gemsitabin ve propofoliin es zamanli muamlesi sonucu gozlenen sitotoksiste
degerleri).

PC3 hiicrelerinin CVDK-8 analizine gore, gemsitabinin 15 ve 30 pg/ml

konsantrasyonlarinda hiicre canliliginin azaldig1 gézlenirken propofoliin 75 ve 100 pg/ml
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konsantrasyonlart PC3 hiicre hattinda canliligi azaltmistir. Her iki ajanin birlikte
muamelesinde tim muamele gruplarinda konsantrasyona bagli olarak canlilik oraninda

azalma gozlenmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Gemsitabin ve propofol maruziyeti sonrasit PC3 hiicrelerinde gézlenen hiicre
canlilik yiizdeleri. (A: Gemsitabin ile muamele edilen PC3 hiicrelerinde
degisen canlilik yiizdesi. B: Propofol ile muamele edilen PC3 hiicrelerinde
degisen canlilik yiizdesi. C: PC3 hiicrelerine gemsitabin ve propofoliin es
zamanlt muamlesi sonucu degisen hiicre canlilik yiizdesi).

PC3 hiicreleri i¢in gergeklestirilen LDH analizinde ise uygulanan tiim gemsitabin

konsantrasyonlarinda ve propofoliin 75 ve 100 pg/ml konsantrasyonlarinda hiicre dis1
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ortama salinan LDH miktarinda istatistiki olarak anlamli artig gozlendi. Es zamanh
muamele sonucunda ise uygulanan tiim konsantrasyonlarda LDH aktivitesi artisi

gozlenmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. PC3 hiicrelerinde gemsitabin ve propofol inkiibasyonu sonrasi gozlenen
sitotoksisite degerleri. (A: Gemsitabin ile muamele edilen PC3 hiicrelerinde
gbzlenen sitotoksisite degerleri. B: Propofol ile muamele edilen PC3
hiicrelerinde gozlenen sitotoksisite degerleri. C: PC3 hiicrelerine gemsitabin ve
propofoliin es zamanli muamlesi sonucu gozlenen sitotoksisite degerleri).
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4.1.2 Gemsitabin ve propofoliin prostat kanseri hiicrelerinde olusturdugu

biyokimyasal yamitlar

Gemsitabin ve propofoliin hiicrelerde olustrudugu oksidatif stres yanitlar1 TAK ve
TOD yontemleri ile belirlenmistir.

DU14S5 hiicrelerine gemsitabinin 30 ve 60 pg/ml konsantrasyonlart ile propofoliin
25, 50, 75 ve 100 pg/ml konsantrasyonlar1 ayr1 ayr1 ve birlikte uygulanmistir. TAK ve
TOD degerlerinde istatistiki agidan anlamli bir degisim olmamustir (Sekil 4.5-4.6).
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Sekil 4.5. In vitro kosullar altinda, gemsitabin ve propofoliin DU145 hiicrelerinde neden
oldugu TAK degerleri. (A: Gemsitabin ile muamele edilen DU145
hiicrelerinde tespit edilen TAK degerleri. B: Propofol ile muamele edilen
DU145 hiicrelerinde tespit edilen TAK degerleri. C: DU145 hiicrelerine
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gemsitabin ve propofoliin es zamanli muamlesi sonucu tespit edilen TAK
degerleri).
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Sekil 4.6. /n vitro kosullar altinda, gemsitabin ve propofoliin DU145 hiicrelerinde neden
oldugu TOD degerleri. (A: Gemsitabin ile muamele edilen DU145
hiicrelerinde tespit edilen TOD degerleri. B: Propofol ile muamele edilen
DU145 hiicrelerinde tespit edilen TOD degerleri. C: DU145 hiicrelerine
gemsitabin ve propofoliin es zamanli muamlesi sonucu tespit edilen TOD
degerleri).

TAK degerlerine gore PC3 hiicrelerinde gemsitabin uygulandigi her iki
konsantrasyonda da TAK degerini azaltirken, propofol 75 ve 100 pg/ml’lik

konsantrasyonlarda TAK degerini azaltmistir. Her iki ajan es zamanl olarak

46



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

uygulandiginda ise gemsitabinin 30 pg/ml’lik konsantrasyonu ile beraber uygulanan
propofolin 50 pg/ml ve iizeri konsantrasyonlarinin TAK degerini azalttigi

gozlemlenmistir (Sekil 4.7).
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Sekik 4.7. In vitro kosullar altinda, gemsitabin ve propofoliin PC3 hiicrelerinde neden
oldugu TAK degerleri. (A: Gemsitabin ile muamele edilen PC3 hiicrelerinde
tespit edilen TAK degerleri. B: Propofol ile muamele edilen PC3 hiicrelerinde
tespit edilen TAK degerleri. C: PC3 hiicrelerine gemsitabin ve propofoliin es
zamanli muamlesi sonucu tespit edilen TAK degerleri)

PC3 hiicre kiiltiirlerinde gemsitabin uygulanan higbir konsantrasyonda TOD

degerlerini degistirmezken, propofol 50 ug/ml ve lizeri konsantrasyonlarda TOD degerini
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istatistiksel acidan anlamli bir sekilde artirmigtir. Her ikisi es zamanli olarak
uygulandiginda ise propofol 50 pg/ml ve iizeri konsantrasyonlarda TOD degerini

artirmastir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. /n vitro kosullar altinda, gemsitabin ve propofoliin PC3 hiicrelerinde neden
oldugu TOD degerleri. (A: Gemsitabin ile muamele edilen PC3 hiicrelerinde
gozlenen TOD degerleri. B: Propofol ile muamele edilen PC3 hiicrelerinde
gozlenen TOD degerleri. C: PC3 hiicrelerine gemsitabin ve propofoliin es
zamanli muamlesi sonucu gézlenen TOD degerleri).
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4.1.3 Gemsitabin ve propofoliin etkilerinin molekiiler diizeyde degerlendirilmesi

Gemsitabin ve propofoliin kanserle ilgili hiicresel 6zellikler lizerindeki etkilerinin
hangi potansiyel yolaklar iizerinden gergeklestiginin incelenmesi i¢in oncelikle prostat
kanserinde etkin oldugu bir¢ok calismada gosterilmis olan PI3K/Akt/mTOR yolaginin en
son basamaklarinda yer alan GSK3’nin fosforillenmis (aktif) versiyonu Western blot ile
degerlendirilmistir. Hem DU145 hem de PC3 hiicrelerinde gemsitabin uygulanmis
hiicrelerde kontrolle kiyaslandiginda pGSK3p miktar1 azalmistir. Propofol ise DU145
hiicrelerinde pGSK3f miktarinda Onemli bir degisiklie neden olmazken PC3
hiicrelerinde azalmasina yol agmistir. Bu durum hem gemsitabin hem de propofoliin
PIBK/AKt/mTOR yolagini inhibe ederek prostat kanseri hiicrelerini 6ldirdiigii seklinde
yorumlanabilir. Daha da onemlisi her iki ajanla muamele edilen DU145 ve PC3
hiicrelerinde seviyesi bu ajanlarin tek basina verildigi durumlara gore ¢ok daha kuvvetli
bir sekilde inhibe olmustur. Bu iki ajanin birlikte kullanim1 PI3K/Akt/mTOR yolaginin
sinerjistik bir sekilde inhibe olmasina yol agcmustir. (Sekil 4.9)
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Sekil 4.9. Gemsitabin ve propofol maruziyeti sonrast A: DU145 ve B: PC3 hiicrelerinin
pGSK3p seviyesi.
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4.2 Tartisma

Prostat kanseri, gelismis iilkeler basta olmak iizere diinya genelinde 50 yasin
tizerindeki erkeklerde goriilen en yaygin malignite tiplerinden biridir (Hariharan and
Padmanabha 2016). Her yi1l ortalama 1,6 milyon erkege prostat kanseri tanis1 konulurken;
yaklagik 366.000 erkek bu hastaliktan 6lmektedir (Pernar et al. 2018). Prostat kanserini
tedavi etmek i¢in cerrahi, kemoterapi, radyasyon tedavisi, kemo-hormonal tedavi gibi
cesitli terapotik yaklasimlar olmasina ragmen prostat kanseri i¢in tamamen etkili bir
tedavi yontemi heniiz yoktur (Song et al. 2014; Markowski and Carducci 2017; Lavery
and Cooperberg 2017). Kemoterapdotiklerin en biiyiik dezavantaji, sadece kanserli doku
icin degil ayn1 zamanda normal dokular i¢in de toksik etkiye sahip olmalaridir (Juri¢ et
al. 2020). Bu dezavantaj, toksik maddelerin daha diisiik konsantrasyonlarmin tercih
edildigi cesitli kemoterapotik kombinasyonlarla elemine edilebilir ve toksik etkisi
olmayan bir maddenin farkli bir etki modeline sahip ek kullanimi ile tedavi potansiyeli
artirtlir (Du et al. 2013). Bu nedenle, kemoterapétiklerin farkli aktif maddelerle
kombinasyonlari, prostat kanseri tedavisinde yeni bir yaklasim olarak kabul edilir.

Kanser hastalarinda, ameliyat dncesinde ve sonrasinda ¢esitli anestezik ajanlar
kullanilir. Ancak, s6z konusu anesteziklerin kanser hiicreleri tizerindeki detayli etkileri
heniiz bilinmemektedir (Fodale et al. 2014). intravendz bir anestezik olan propofol
0zellikle ameliyat edilen hastalarin agrisin1 hafifletmek icin kullanilir (Marik 2004; Xu et
al. 2018). Son yillarda yapilan deneysel ¢alismalarda, propofoliin glioma, skuamoz
hiicreli karsinom ve meme kanseri hiicreleri dahil olmak tizere farkl: hiicreler iizerinde
anti-kanser aktivite gosterdigi bildirilmistir (Li et al. 2012; Guo et al. 2015; Xu et al.
2018).

Mevcut ¢alismada, propofoliin yaygin olarak kullanilan, degerli bir kemoterapi
ilact olan gemsitabin ile kombinasyon halinde kullanimini arastirildi ve prostat kanseri
hiicre hatlar1 olan DU145 ve PC3’e kars1 etki potansiyelini degerlendirildi. Bu deneysel
calismada kanser hiicrelerinin propofol araciligiyla kemoterapiye kars1 hassaslagtirildigt
gemsitabinin tek basma verildigi hiicrelere kiyasla propofol ve gemsitabinin birlikte
verildigi hiicrelerde hiicre canliliginda daha belirgin bir azalma tespit edilmesi ile
gosterildi. Ek propofol ilavesinin, her iki ajannin tek basina uygulanmasina kiyasla timor
hiicre 6limiinii 6nemli 6l¢iide artirdigi gosterildi. DU145 hiicrelerinde, gemsitabinin 30
pg/ml ve 60 pg/ml konsantrasyonlar: yaklagik %17 hiicre Oliimiine neden olurken,

propofoliin 50 pg/ml ve 100 pg/ml konsantrasyonlar1 yaklasik %98 hiicre 6liime neden
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oldu. Ayrica DUI145 hiicrelerinde propofoliin 25 pg/ml konsantrasyonunun toksik
olmadigi gozlendi. Bu gozlem oldukga 6nemlidir, ¢linkii gemsitabinin 30 pg/ml ve 60
ng/ml konsantrasyonlari ve propofoliin 25 pg/ml konsantrasyonu es zamanli olarak
uygulandiginda, hiicre mortalite oranm1 yaklasik %42'ye ulasdi. Benzer sekilde, PC3
hiicrelerinde, gemsitabinin 15 ve 30 pg/ml konsantrasyonlari yaklasik %50 hiicre
6limiine neden olurken, propofoliin 75 ve 100 pg/ml konsantrasyonlar1 yaklasik %97
hiicre 6liimiine neden oldu. Bunun yani1 sira propofoliin 50 pg/ml konsantrasyonu PC3
hiicrelerinde toksik degildi. Bu veri olduk¢a 6nemlidir, ¢linkii gemsitabinnin 15 ve 30
ng/ml konsantrasyonlari ve propofoliin 50 pg/ml konsantrasyonu es zamanli olarak
uygulandiginda, hiicre 6liim orani yaklasik %50'ye ulagmistir. Bu sonuglardan da
goriilebilecegi gibi, propofol her iki hiicre hattinda hiicre dliimiinii arttirmistir. Onceki
calismalardan elde edilen propofoliin proliferasyonu azaltici etkisine sahip olmasina
paralel olarak biz de CVDK-8 ve LDH yontemleriyle propofoliin tek basina sadece
DU145 ve PC3 hiicre proliferasyonunu énemli 6l¢iide inhibe etmedigini, ayn1 zamanda
gemsitabinin neden oldugu hiicre Oliimiinii arttirdig1 da tespit edildi. Bu ¢alismanin
sonuglarina benzer sekilde, Xu et al. (2020), disiik propofol konsantrasyonlarinin hiicre
canliligii arttirdigin1 fakat yiiksek propofol konsantrasyonlarinin sican hipokampal
noron kiiltiiriine ait hiicrelerin canliligimi azalttigin1 bulmuslardir. Du et al. (2013),
propofoliin tek basina ve gemcitabine ile kombinasyon halinde pankreas kanseri MIA-
PaCa-2 hiicreleri lizerindeki etkisini MTT analizi ile arastirdi. Propofol, doza ve zamana
bagli olarak hiicre proliferasyonunu inhibe ederken, gemsitabinin propofol ile
kombinasyon halinde uygulanmasi, hem propofol hem de gemsitabine tek basina
uygulanmasina kiyasla hiicre canliligini daha etkili bir sekilde azaltti. Insan 6zofagus
yasst epitel hiicreli karsinomu (ESCC) EC-1 hiicreleri {izerinde yiiriitiilen bir arastirmada
propofoliin hiicre proliferasyonu iizerinde inhibisyon etkisinin doza bagli oldugunu
destekleyen kanitlar saglandi (Guo et al. 2015). Xu et al. (2018), CCK-8 yontemiyle
propofole maruz kalan glioma hiicrelerinin (LN299) hiicre canliligin1 doza bagli olarak
inhibe ettigini bildirdi. Yine fare melanom B16F10 hiicreleri {izerinde yiiriitiilen bir
caligmada, kontrole kiyasla propofoliin doza ve zamana bagli bir sekilde melanom hiicre
bliyiimesini 6nemli Ol¢iide inhibe ettigini gosterdi (Shang et al. 2018). Farkh
arastirmacilar, propofoliin, kiiglik hiicreli olmayan akciger kanseri (Xing et al. 2018),
glioblastom ve astrosit hiicrelerinin proliferasyonunda azalmaya neden oldugunu bildirdi

(Hsu et al. 2017).
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Oksidatif stres, serbest radikallerin ve reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi ve yikimi
arasindaki denge bozuldugunda ortaya ¢ikan bir durum olup kanserin baslamasi,
ilerlemesi, istilas1 ve metastazi dahil olmak {izere kanser patogenezindeki en 6nemli
faktorlerden biridir (Reuter et al. 2010; Lei et al. 2016; Rojas et al. 2016). Saglikli bir
hiicre kanser hiicresine doniistiigiinde, ROS miktar1 artigina paralel olarak oksidatif stres
de artig gosterir. Fakat ironik olarak, kemoterapi, radyoterapi ve fotodinamik terapi dahil
olmak tlizere hemen hemen tiim cerrahi olmayan kanser tedavi yontemlerinde, hiicrelerde
ROS iiretimi artirtlarak hiicre 6liimiinii tetiklemek ¢ok sik tercih edilen bir yoldur (Wang
and Yi 2008). Nitekim, calismamizda propofoliin 50 pg/ml 'nin tizerindeki
konsantrasyonlarda PC3 hiicrelerinde TOD seviyelerini artirdigin1  belirlerken,
gemsitabin ile birlikte uygulandiginda TOD seviyelerini daha etkili bir sekilde artirdigini
tespit ettik. Ayni konsantrasyonlarda propofoliin PC3 hiicrelerinde TAK diizeylerini
diisiirdiigii de gozlenmistir. Ote yandan, iki biiyiik alt birimi olan laktat dehidrogenaz
enzimi de hiicre dliimiinii tetikleyen oksidatif strese neden olur (Le et al. 2010). Artan
hiicre 6liimiine bagl olarak ortamdaki LDH seviyesi de artar. Biyokimyasal testler, her
iki hiicre hattinda da propofoliin gemsitabin ile es zamanli olarak muamelesinin LDH
enzim aktivitesini ayri ayri muamemelelere kiyasla daha etkili bir sekilde arttirdigini
gosterdi. PANC-1 pankreas kanseri hiicreleri lizerinde yiirlitiilen bir ¢alismada, doza
bagimli propofol maruziyetinin LDH salinimini arttirdigi tespit edilmistir. Aym
calismada, propofol muamelesinin artan doza bagli olarak hiicre canliligini azalttig1 da
belirlenmistir (Liu et al. 2016). Liang and Dong 2020, insan kolon kanseri hiicre hatti
SW480'deki LDH aktivitesinin propofol muamele gruplarinda arttigini ve bu artisin
propofole maruz birakilmamis kontrol ile karsilastirildiginda istatiksel agidan 6nemli
oldugunu belirtti.

PI3BK-AKT-mTOR sinyal yolu, prostat kanseri hastalarinda nispeten yiiksek bir
frekansta anormal sekilde aktive edilir ve bu yolun inhibitdrleri prostat kanserine karsi
potansiyel terapotik ajanlar olarak degerlendirilmektedir (Carver et al. 2011; Bitting and
Armstrong 2013; Hsieh and Edlind 2014; Toren and Zoubeidi 2014; Carver et al. 2011,
Crumbaker et al. 2017; Pearson et al. 2018; Pearson et al. 2018; Yang et al. 2019).
Gemsitabinin, kanser hiicrelerinde anti-tlimorjenik potansiyelini ve terapotik etkisini
zayiflatan ROS {iretimini tetikleyerek PI3K-AKT-mTOR sinyal yolunda degisiklige
neden olmadigi hatta aktive edebildigi bulunmustur (Wang et al. 2020). Bu ¢alismada,
prostat kanseri hiicrelerine gemsitabin ile propofoliin es zamanli uygulamasinin,

gemsitabinin tek basina kullanimiyla karsilastirildiginda anti-proliferatif potansiyelini
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arttirarak PI3K-AKT-mTOR sinyal yolunun asag: akis efektorii olan GSK3p’y1 dnemli
o6l¢iide inhibe ettigini gosterildi.
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5. SONUC ve ONERILER

Calisma, propofoliin iki farkli prostat kanseri hiicresi (DU145 ve PC3) tizerindeki
antikanser etkileri hakkinda yeni bilgiler vermektedir. Calismanin sonuglar1 propofoliin
DU145 ve PC3 hiicrelerinde hiicre canliligin1 6nemli 6l¢iide azalttigini ve bazi oksidatif
stres belirteclerinde artisa neden oldugunu gosterdi. Bunun yanisira, prostat kanseri
hiicrelerinde propofolle gemsitabinin es zamanli olarak uygulanmasi, gemsitabinin neden
oldugu hiicre 6liimiinii artirarak PI3K-AKT-mTOR sinyal yolunu 6énemli dlgiide inhibe
etti. Elde edilen tiim sonugclar birlikte degerlendirildiginde, propofoliin gemsitabin gibi
bir kemoterapdtik ajanin etkinligini arttirdigina dair kanitlar vardir. Fakat bu ¢alismalarin
in vitro olarak yiiriitiildiigli géz ardi edilmemelidir. Propofol, in vitro kosullarda bu
ozelliklere sahip olmasina ragmen in vivo sartlar altinda farkli etkilere yol agabilir. Bu
nedenle, kanser hastalarinda propofoliin klinik uygunlugunu dogrulamak i¢in, 6zellikle

in vivo daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir.
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