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Prostat kanseri diinyada erkeklerde en sik rastlanan ikinci kanser tiirtidiir. Kemoterapi tedavisine
kars1 gelisen direng bu kansere bagli dliimlerin ana nedenlerinin basinda gelmektedir. Bu
nedenle prostat kanseri tedavisine yonelik olarak yeni terapétik hedeflerin arastirilmasi halen
arastirmacilarin ilgi odagi olup, bu hedeflerin etkilesime girdikleri hiicresel sinyal yolaklar
aydinlatilmaya c¢alisilmaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, kanser tedavisinde kullanilan
metal bilesiklerin umut verici etkilerinden dolay1 ila¢ olarak kullaniminin yayginlastigini
gostermektedir. Cogunlukla bir stres yanit1 ve hayatta kalma mekanizmasi olarak isleyen otofaji,
kanser gelisimi ve tedavisi siirecinde onemli bir role sahiptir. Prostat kanseri tizerinde yapilan
arastirmalar otofajinin genellikle bir hayatta kalma mekanizmasi olarak rol aldigimni
gostermektedir.  Dolayisiyla  bu  tez  c¢alismasinda,  Palladyum  (II)  bilesigi
[[Pd(bpma)(barb)]CI.H,QO] ile otofaji inhbitorleri (3-Metiladenin ve klorokin) kombinasyonunun
insan prostat kanseri hiicre soylart (LNCaP, PC-3) ve saglikli prostat hiicre soyu (PNT1A)
tizerine Sitotoksik etkileri arastirilmigtir. Pd (I) bilesiginin ve otofaji inhibitorlerinin hiicre
canliligi iizerine olan etkileri MTT canlilik testi ile belirlenmistir. Kombinasyon tedavisi (Pd (11)
bilesigi ve otofaji inhibitorleri) i¢in belirlenen dozlarin bu hiicre soylari {izerine olan etkileri
O6nce MTT testi ile belirlenmistir. Daha sonra da bu etkiler ATP canlilik testi ile dogrulanmustir.
Kombinasyon tedavisinin sitotoksik etkilerinden sorumlu hiicre olimi
(apoptozis/nekrozis/otofaji) mekanizmasinin belirlenmesi amaciyla akim sitometri sistemi ve
M30 antijen yontemi kullanilmistir. Hiicrelerde apoptoz varligi Hoechst 33342/Anneksin-
V/Propidyum lyodiir ii¢lii boyama yontemi ile asidik vezikiiler organellerin varlig: ise akridin
boyamasi ile floresan mikroskopta goriintiilenerek desteklenmistir. Son olarak otofaji ve hiicre
olimii ile iliskili proteinlerin ekspresyon seviyeleri Lumineks uygulamasi ve immunoblotlama
yontemi ile gosterilmistir. Sonu¢ olarak, Pd (II) bilesigi ve otofaji inhibitorleri
kombinasyonunun o6zellikle metastatik prostat kanseri hiicre soyunda (PC-3) sitotoksik
aktivitenin artisgina ve apoptozise neden oldugu bulunmustur. Pd (Il) bilesiginin otofaji
inhibitérleri ile kullaniminin yeni umut verici bir tedavi segenegi olarak kullanilabilecegi
Ongoriisiiyle ileri in vivo deneylerin yapilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Prostat kanseri, Apoptoz, Otofaji, Palladyum (II) bilesigi
2016, xii + 150 sayfa.



ABSTRACT

Master's Thesis

CYTOTOXIC EFFECTS OF COMBINATION
WITH NOVEL SYNTHESIS PALLADIUM COMPLEX
WITH AUTOPHAGY INHIBITORS ON PROSTATE CANCER CELL LINES

Merve ERKISA

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ferda ARI
Second Supervisor: Prof. Dr. Engin ULUKAYA

Prostate cancer is the second most common cancer in men worldwide. The development of
resistance to chemotherapy is one of the main causes of cancer death. Therefore, the search for
new therapeutic agents for the treatment of cancer is still the focus of researchers with an aim to
understand cellular signaling pathways. Studies in recent years have shown the widespread use
of metal complexes as it has promising potential in cancer treatment. Autophagy has an
important role in cancer development and treatment often as a stress response and survival
mechanism. Studies on prostate cancer have shown that autophagy usually works as a survival
mechanism. In this research, the cytotoxic effects of combination of palladium (II)
complex [[Pd(bpma)(barb)]CI.LH,O] and autophagy inhibitors (3-methyladenine  and
chloroquine) are investigated on human prostate cancer cell lines (LNCaP, PC-3) and healthy
prostate cell line (PNT1A). Effects of Pd(Il) complex and autophagy inhibitors on cell viability
were determined separately by MTT viability assay. For the combinatorial treatment (Pd (1)
complex and autophagy inhibitors), effects at indicated doses on cell lines were firstly
determined by MTT viability assay. Then ATP viability assay was used to confirm MTT results.
Flow cytometry and M30 antigen method was used to determine the mode of cell death
(apoptosis/necrosis/autophagy) responsible for the cytotoxicity in combinatorial treatments.
Apoptosis is supported by fluorescence images using triple staining method (Hoechst 33343,
Annexin V, and Propidium iodide). Formation of acidic vesicular organelles was observed by
fluorescence microscopy using acridine orange staining. Finally, protein expression levels
associated to autophagy and cell death were determined by immunoblotting method and
Luminex assay. As a conclusion, the combination of Pd (1I) complex and autophagy inhibitors
results to increased cytotoxic activity especially in metastatic prostate cancer cell line by
inducing apoptosis. This combination may be a promising new treatment option. It was
concluded that it is necessary to carry out further in vivo experiments.

Keywords: Prostate Cancer, Apoptosis, Autophagy, Palladium (I1) Complex

2016, xii + 150 pages.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

(A-diol-g): Androstenidol glukuronide

3-MA:3-Metiladenin

5-FU:5-Flurourasil

7-AAD : 7-Aminoaktinomisin D

AIF : Apoptozis indiikleyici faktor (Apoptosis inducing factor)
Apaf-1 :Apoptotik proteaz aktive eden faktor

AR:Androjen reseptorii

ASAP: Atipik kiigiik asiner proliferasyon

ATP :Adenozin trifosfat (Adenosine triphosphate)
ATP:Adenozin Trifosfat

BCA:Biginkoninik asit

BH:Bcl-2 homoloji bolgeleri

BSA:Sigir serum albiimin

CAD :Kaspaz aktive edici DNaz

CK18:Sitokeratin 18

DAPK:Oliim iliskili protein kinaz

DD :Oliim alan1 (Death domain)
DHEA:Dehidroepiandrosteron

DHT:Dihidrotestosteron

DISC :Oliim indiikleyici sinyal kompleksi (Death inducing signalling complex)
DMSO:Dimetilsulfoksit

DNA :Deoksi riboniikleik asit (Deoxyribonucleic acid)
DNA-PK :DNA bagiml protein kinaz (DNA-dependent Protein Kinase)
EDTA :Etilen Diamin Tetraasetik Asit

EGFR :Epidermal biiyiime faktor reseptorii(Epidermal growth factor receptor)
ER:Endoplazmik retikulum

FADD :Fas iligkili 6liim alan1 (Fas associated death domain)
FBS :Fetal sigir serumu (Fetal bovine serum)

FITC : Fluoresin izotiyosiyanat

GST:Glutatyon S-transferaz

GTP :Guanozin trifosfat

ICAD :Kaspazla aktive edilmis
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IGF :Insiilin benzeri biiyiime faktorii

Kbp:Klikobaz ¢ifti

kDa:KiloDalton

MOMP:Mitokondri dig membran permeabilizasyonu
mTOR:Rapamisin hedefi (Target of rapamycin)
MTT:Metilltiazoldifeniltetrazolyum bromiir
NAC:N-asetil-L-sistein

PARP :Poli(ADP-riboz)polimeraz (Poly ADP-ribose polymerase)
PBS :Fosfat tuz tamponu (Phosphate buffered saline)
PBS:Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi

PCR :Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR; polymerase chain reaction)
Pd :Palladyum

PerCP: Peridinin klorofil

Pl :Propidyum iyodiir (Propdium iodide)
PIN:Prostatik epitelyal neoplazi

PS :Fosfatidil serin (phosphatidylserine)
PSA:Prostat spesifik antijen

Pt :Platin

PTEN:Fosfataz ve tensin homolog proteini

Rb :Retinoblastoma

RNA :Ribo niikleik asit (Ribonucleic acid)
ROCKZ1:Rho iligkili sarmal olusturan kinaz 1
ROS:Reaktif oksijen tiirleri

RPMI :Roswell Park Memorial Institute Medium
SDS :Sodyum dodesil siilfat (Sodium dodecyl sulfate)
SDS-PAGE:SDS- Poliakrilamid Jel Elektroforezi
SHBG:Seks hormon baglayici globiilin

SRB :Sulforhodamine B

TCA :Trikloroasetik asit

TdT :Terminal deoksiniikleotidil transferaz

TNF :Timor nekrozis faktor

TRAIL :TNF-iliskili apoptozis indiikleyici ligand
VEGF:Vaskiiler endotelyal biliylime faktorii
z-VAD-FMK: Genel kaspaz inhibitorii
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GIRIS

Giiniimiizde, mevcut ilaglar ile kanser kemoterapisi yetersiz kalmakta ve bir¢ok kanser
tirtinde tam bir tedavi saglanamamaktadir. Bu nedenle kanseri Onleyici yeni ilag
gelistirme galismalar1 heyecan ve umut vaad eden bir alan olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Bu yeni yaklasimlar, kanser tedavisinin gelismesi, yeni hedeflerin ve yaklagimlarin
cogalmasi icin yeni bir kap1 agmustir.

Prostat kanseri tedavilerindeki temel amag sag kalimi1 uzatmak ve hastalarin sagligi i¢in
yiksek yan etki oranlarin1 en aza indirgemektir. Bu durum nedeniyle yeni
kemoterapoétik ajanlar ve hedefe yonelik tedaviler biiyiik bir merak ve arastirma konusu
haline gelmektedir. Cesitli kemoterapi tedavilerinin hormon direngli prostat kanserinde
sag kalima etkisinin gosterilmesiyle bir ¢ok yeni kemoterapotik ajanin tek baslarina
veya kombine olarak kullanimlar1 arastirilmaya baglanmistir.

Son yillarda kanser tedavisinde kullanilan metal bilesiklerin gesitli kanser tiirlerine kars1
umut verici etkilerinden dolay1 ilag olarak kullanimi yayginlasmistir (Abu-Surrah ve
ark. 2008, Ferraz ve ark. 2009, Garoufis ve ark. 2009, Ulukaya ve ark. 2011b). Platin
(Pt) ve palladyum (Pd) gibi metal bilesigi iceren antikanser ajanlarin DNA’da iplikler
aras1 ¢apraz baglarin, DNA adductlarinin olusumuna yol agarak sitotoksik ve apoptotik
aktiviteyi modiile ettigi bildirilmektedir (Zhu ve ark. 2009). Bu metal bilesiklerden olan
Pd; antifungal, antiviral, antitimor ve antibakteriyal etkilere sahiptir. Bu yapidaki
kimyasallarin suda kolay coziinebilmeleri, membranlardan kolayca gecip ve hiicre
icerisine DNA’ya baglanabilmeleri, ayrica yan etkilerinin daha az olmasi tercih
edilmelerine neden olmaktadir (Abu-Suurah ve ark. 2008). Yapilan ¢alismalarda Pd (IT)
bilesiklerinin kanser hiicrelerinde hiicre 6liimiinii arttirarak apoptozise neden olduklari
gosterilmistir (Keter ve ark. 2008, Miklasova ve ark. 2009, Guney ve ark. 2011b, Ferraz
ve ark. 2011). Pd (Il) bilesiklerinin bu sitotoksik etkiyi DNA’da yiiksek diizeyde
hasarlar olusturarak yaptiklari da belirtilmistir (Miklasova ve ark. 2009).

Otofajinin genellikle hiicrenin hayatta kalim ile ilgili bir mekanizma oldugu diisiiniilse
de son yillardaki caligmalar otofajinin, hiicre hayatta kalimi ve Olimi arasindaki
karmasik dengede onemli bir rol oynadigin1 gostermektedir. Prostat kanseri hiicreleri
lizerinde yapilan arastirmalar otofajinin genellikle bir hayatta kalma mekanizmasi
olarak rol aldigimi gostermektedir (Hallgren ve ark. 2008). Otofaji tetikleyici veya

inhibitorlerinin kemoterapdtik ajanlarla birlikte kombine edildigi durumlarda kanser



tedavisinde daha etkili bir yaklasimin gergeklestigi yapilan c¢alismalarla gosterilmistir
(Bauvy ve ark. 2001, Cao ve ark. 2006, Herman- Antosiewicz ve ark. 2006, Li ve ark.
2009). HT-29 kolon kanser hiicre soylarinda otofaji inhibitorii olan 3-Metiladenin (3-
MA)’nin 5-Florourasil (5-FU)’in tek basina olan etkisini arttirarak hiicreleri apoptoza
tesvik ettigi gosterilmistir (Li ve ark. 2009). Baska bir ¢alismada kolorektal kanser
hiicrelerinde otofaji inhibitér kullanimi ya da onemli otofaji proteinlerinin (BECNL,
Atg5) susturulmasi ile oksaliplatinin sitotoksik aktivititesinin arttigi gézlemlenmistir
(Selvakumaran ve ark. 2013). Metastatik prostat kanser hiicrelerinde tirozin kinaz
inhibitorlerini etkilerinin otofaji inhibitorii kullanilarak ya da genetik olarak onemli
otofaji proteinlerin baskilanmasi ile arttigi bulunmustur (Wu ve ark. 2010). Enzalutamid
direncli prostat kanser hiicrelerinde otofajinin bloke edilmesinin hiicre canliligini
azalttig1 ve apoptotik hiicre 6liimiine neden oldugu goriilmiistiir (Nguyen ve ark. 2014).

Elde edilen bilgiler dogrultusunda bu tez calismasinda, Uludag Universitesi Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Kimya Bolimii Anorganik Arastirma Grubu tarafindan sentezlenmis
Palladyum (Il) bilesiginin [[Pd(bpma)(barb)]CI.H,O] otofaji inhibitorleri ile olan
kombinasyonunun LNCaP ve PC-3 insan prostat kanseri ve PNT1A saglikli prostat

hiicre soylari iizerindeki olas1 sitotoksik ve apoptotik etkileri arastirilmistir.



1. KAYNAK OZETLERI
1.1. Prostat Kanseri

Prostat, erkeklerde mesanenin hemen alt kisminda bulunan 18-20 gr agirligindaki kiiciik
bir salg1 bezidir. Erkek iiretrasini saran ve mesane boynu ile devam eden prostat bezi,

2.5 cm uzunlugunda, sikistirilmis ve ters yiliz edilmis konik bir yapidadir (Sekil 1.1)

(Anafarta 2007). Prostatin temel islevi semen tiretimine yardimci olmaktir.

Sekil 1.1. Prostat bezinin sematik goriintiisii (Anonim 2016b).

Prostat kanseri ise, prostat bezindeki hiicre proliferasyonu ve hiicre 6limii arasindaki
dengenin bozularak, organ hacminin malign (koti huylu) biiylimesi olarak
tanimlanabilir. Erkeklerin sagligin1 6nemli derecede etkileyen prostat kanseri diinyada
goriilen en yaygin altinci kanser tiiriidiir. Prostat kanseri insidansi yas ile artabilen ve
erkekler arasinda akciger kanserinden sonra kansere bagli 6liimler arasinda ikinci sirada
yer almaktadir (Sekil 1.2) (Gronberg 2003, Nahleh 2006). Tiirkiye’de saglikli bir
istatistik sonucu bulunmamakla birlikte Saglik Bakanligi’nin yaptig1 arastirmaya gore

prostat kanserinin {ilkemizde goriilme siklig1 6-7. Siradadir (Kaygusuz ve ark. 2007).
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Sekil 1.2. Erkekler arasinda yila bagl kanser 6liim oranlari, Amerika Birlesik
Devletleri, 1930-2007 (Desantis ve ark. 2011).

Prostat kanseri pek ¢ok tip gostermektedir. Bunlar, adenokarsinoma, musindz
adenokarsinoma, prostatik duktal adenokarsinoma, saf kiiciik hiicreli adenokarsinoma,
skuamoz ve adenoskuamoz kanserler, sarkomatid karsinoma (karsinosarkom),
transizyonel hiicreli kanserler, malign mezensimal tiimorler, prostatik epitelyal neoplazi
(PIN), atipik kiigiik asiner proliferasyon (ASAP)’dir. Bunlardan en sik goriileni %98
goriilme sikhigr ile adenokarsinomlardir (Baltaci 2007).
Epidemiyolojik gozlemlere dayanarak prostat kanserinde en azindan 3 etiyolojik
faktorden s6z edilmektedir. Bunlar;

e Hormonal etkiler,

e Diyet ve cevresel faktorler,

e Genetik faktorler.
Prostat kanserinin neden ortaya ciktig1 kesin olarak bilinmemekle beraber erkeklerde
ileri yaslarda goriilen bir hastalik olup 40 yasin altinda nadiren goriilmektedir. Yas
arttikca prostat kanseri gelisme riski artmakta, % 85’1 65 yasin lizerindeki erkeklerde
saptanmaktadir. Prostat kanserinin kiiresel insidansina bakilacak olunursa siyah irklarda
beyaz irklara gore prostat kanseri goriilme olasiligi daha yiiksektir (Dirican 2005).
Sigara ve alkol kullaniminin prostat kanseri iizerindeki etkisi agisindan tam bir goriis

birligi bulunmamaktadir. Ancak sigaranin tiim kanserler ile dogrudan %80 oraninda



iliskisinin oldugu bilinmektedir. Bu konu ile ilgili pozitif ve negatif etkilerini bildiren
prospektif caligmalar bulunmaktadir (Reiter ve Dekernion 2005).

Fazla alkol tiiketiminin testosteron diizeyini azalttig1 bilinmektedir. Bu yiizden alkoliin
prostat kanseri riskini azaltabilecegi one siiriilmektedir (Breslow ve ark. 1999).

Prostat kanseri hiicrelerinin ¢ogu hormonlara karsi: duyarlidir ve erkek hormonlarinin
bulundugu ortamda hizla cogalir. 2004 yilinda siganlarda yapilan bir g¢alismada
testosteron hormonun kanser olusumunu tesvik ettigi de gosterilmistir (Emil ve ark.

2004).

1.1.1. Hormonal Etkiler
1.1.1.1. Androjen

Prostat kanserinin gelisimi ve ilerlemesi androjenler tarafindan etkilenmektedir.
Androjenler; testosteron, androstenedion, dihidrotestosteron (DHT),
dehidroepiandrosteron (DHEA) gibi erkek cinsiyet hormon toplulugudur (Jonsson ve
ark. 2009).

Testosteron (T), testislerden sentezlendikten sonra pasif difiizyon yolu ile hedef doku
hiicresine girer. Hiicre i¢indeki testosteron, steroid So-rediiktaz enzimi ile ya DHT ye
doniisiir ya da ekstradiole aromatize olur. Ortamdaki testosteron ve DHT hiicre
¢ekirdegindeki transkripsiyon diizenleyici faktorlerinden steroid-tiroid-retinoid ailesinin
liyesi olan reseptore baglanmak icin bir yarisa girerler ve bunlarin reseptore olan ilgisi
aymdir. Bu reseptor hormon kompleksi genin diizenleyici bolgesine baglanarak
transkripsiyonun diizenlenmesini saglamaktadir. Testosteron ve DHT ayni reseptore
baglanmasina ragmen bunlarin fizyolojik etkileri farklidir (Miyamoto ve ark.1993).
Yapilan bir arastirmada, Afroamerikanlarda prostat kanseri insidansinin yiiksek
olmasinin, dolasimdaki androjen seviyesi ile iligkili oldugunu ileri siiriilmiistiir Ayrica
gen¢ Afroamerikalilarin Japon erkeklere gore 3a, 17p- androstenoidol glukuronide ve
androstenidol glukuronide (A-diol-g) gibi androjen metabolitlerinin serumda daha
yiiksek diizeyde oldugu gosterilmistir. Bu metabolitlerin, testosteronun 5a-rediiktaz ile
dihidrotestosteron (DHT)’a doniisiim diizeyini yansittigint inanilir ve total testosterona
gore intraprostatik androjen aktivitesini gostermede daha iyi bir markir olabilecekleri
diistiniilmektedir (Ross ve ark. 1986).

Prostat kanseri riskinin yiiksek androjen seviyesi ile iliskili olup olmadigi1 hakkinda ¢ok

sayida calisma yapilmistir. Prostat kanser riski ile androjen seviyeleri iizerine prospektif



calismalar diizenlemis ve testosteron, seks hormon baglayici globulin (SHBG) ya da 5a-
rediiktaz ile prostat kanseri arasinda bir iligki bulunamamistir (Barrett-Cannor ve ark.
1990, Guess ve ark. 1997). Bunun aksine, Gann ve ark. (1996), calismalarinda
testosteron seviyesindeki artis ile prostat kanserinde anlamli bir artis gézlemlemislerdir.
Ayrica bu arastirmacilar, prostat kanser riski ile SHBG arasinda ciddi bir ters iligki
bulmuslardir. Yine ayni c¢alismacilar testosteron/DHT oran1i ve androstenodiol
glukuronide diizeyleri ile artmis 5So-rediiktaz aktivitesine sahip erkeklerde, prostat
kanseri riskinde ciddi bir artis egilimi oldugunu bildirilmislerdir. Prostat kanserinin
hormonal habercileri hakkinda 6nceden yayinlanmis c¢alismalarin meta-analizi, total
testosteron seviyesinin yiiksek oldugu erkeklerde prostat kanseri gelisme olasiliginin
2.34 misli yiiksek oldugu sonucunu ortaya koymaktadir (Reiter ve Dekernion 2005).
Fakat androjen ve androjen metabolitlerinin prostat kanser riskine katkisinin derecesi
halen tartismahdir. Bu c¢alismalar, ¢ok sayida teknik ve teorik sorulardan
etkilenmektedir. Birincil olarak, tiim androjen diizeyinin Ol¢imii, dolasimda olan
testosteron diizeyindeki ciddi degisikliklerle etkilenmektedir. ikincil olarak, prostatin
kars1 karsiya kaldigi androjen hormonlarm giivenilir sekilde dlgiilmesi giictiir. Ugiinciil
olarak, bir erkegin hayat1 boyunca androjenlere erken ya da ge¢ maruz kalmasinin kritik
olup olmadigi ya da konsantrasyonunda zamanla olusan degisikliklerin 6nemi
bilinmemektedir (Reiter ve Dekernion 2005). Prehn (1999) yaptig1 ¢alismada prostat
kanserinin, diisiik androjen seviyesi nedeni ile ya da yaslanmaya bagli androjen
seviyesinde azalma sonucu ortaya c¢ikabilecegini ileri siirerken diger g¢alismacilar,
androjen Ostrojen dengesinin prostat karsinogenezi i¢in Onemli oldugunu ileri

stirmuslerdir.

1.1.1.2. Prostat Spesifik Antijen (PSA)

PSA, prostat hiicreleri tarafindan salgilanan 33.000 dalton molekiil agirhginda bir
glikoproteindir. Bir serin proteazdir ve semenin sivilasmasina yardimci olmaktadir. PSA
prostat kanseri tanisinda, evrelemesinde ve hastalarin izleminde kullanilan en 6nemli
timor belirleyicisidir (Gsur ve ark. 2003). Geng yetiskinlerde, PSA’nin normal degerleri
0-4 ng/ml arasindadir. Prostat kanserinde PSA tiretimi degiskendir ve farklilasmanin
derecesine baghdir. Iyi farklilasmis kanser dokusu daha fazla, farklilasmamis kanser
dokusunda ise daha az miktarlarda PSA iiretilmektedir (Emil ve ark. 2004). PSA her ne



kadar prostat organina Ozellesmis olsa da tiim prostat epitel hiicreleri, normal-
hiperplastik veya infekte, PSA salgilayabilir. Bu nedenlerle, prostat kanseri ile ilgili

yeni bio-belirteglerin bulunmasi ve gegerliliklerinin kanitlanmasi gerekmektedir.

1.1.2. Diyet ve Cevresel Faktorler

50 yas ustii erkeklerde siklikla karsilasilan prostat kanseri nedenleri arasinda diyet
onemli bir yer tutmaktadir. Ornegin, yiiksek oranda yag ahminin prostat kanseri
insidansini arttirdigr diisiiniilmektedir. Yiiksek yag tiiketimi hem in vitro hem de in vivo
olarak prostat kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu uyarabilmektedir. Clinton ve ark.
(1988) prostat kanserinde, yagsiz diyetin androjene bagimli timér hiicrelerinin
biliylimesini azaltabilecegini gostermistir. Yapilan baska bir ¢alismada ise yiiksek yag
iceren diyetin prostat kanser hiicrelerinin biliylimesine neden oldugunu ortaya
koymustur. Fakat tiim bu calismalara karsin yagin kansere yol acan asil ajan oldugu
kesin degildir. Baz1 ¢alismalarda yiiksek kalsiyum tiikketiminin prostat kanseri riskinde
artigla iliskili oldugu bulunmustur. Fakat kalsiyumun prostat kanserine nasil yol agtigi
bilinmemekle beraber, yiiksek kalsiyumun, vitamin-D {iiretimini azaltabilecegi ve
bdylece hiicre proliferasyonunu uyarabilecegi hipotezi ortaya atilmistir (Chan ve ark.
1998). Likopen, selenyum ve E vitamininin antioksidan etkileriyle kanserde potansiyel
bir negatif faktor olduklarina dair gesitli ¢alismalar yapilmistir (Schaid 2004; Gann
2002). In vitro galigmalarda, vitamin E’nin, prostat kanseri hiicreleri iizerinde apoptotik
ve antiproliferatif etkilerinin oldugu gosterilmistir. Finlandiya’da yapilan ve vitamin
E’nin, sigara igenlerdeki kanser insidansina olan etkisini inceleyen bir calismada,
plasebo (yalanci ilag) ile karsilagtirildiginda, prostat kanseri insidansinda %32 ve

mortalitesinde ise %41°lik bir azalma gosterilmistir (Heinonen ve ark. 1998).

1.1.3. Genetik Faktorler

Prostat kanseri goriilme sikligin1 etkileyen Onemli faktorlerden biri de genetik
yatkinliktir. Prostat kanserinin ailevi yatkinligt oldugu yapilan c¢alismalarla
gosterilmistir. Babalarinda ya da erkek kardeslerinde prostat kanseri olan erkeklerin bu

kansere yakalanma risklerinin oldukca fazla oldugu, meme ya da kolon kanserine



yakalanmis olan kisilerin aile yakinlarinda da prostat kanseri riskinin yine daha fazla
oldugu belirlenmistir (Gsur ve ark. 2003).

Yapilan bazi calismalarda, bazi ailelerde prostat kanseri vakalarinin daha fazla
gorildiigl bilinmektedir. Prostat kanserine neden olan kuvvetli aday gen ya da genlerin
(PTEN, AKT, P53, Bcl-2, E-Kaderin) hastaligin goriilmesini %63-89 oraninda artirdig:
tespit edilmistir (Gsur ve ark. 2003).

1.2. Prostat Kanseri Tedavi Yontemleri

Erken evre prostat kanseri tedavisinde; cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi tedaviye
yanit veren onemli tedavi yontemleridir. Hasta i¢in uygun olan tedavinin sec¢iminde;
hastanin yasam beklentisi, baska bir hastaliga sahip olup olmadigi, tiimoriin
karakteristigi ve hastanin yagam kalitesi gibi etmenler baslica 6nemli rol oynamaktadir.
Prostat disina invazyonu gerceklesmis olan kanserler de ise en Oncelikli olan lokal
tedavi yontemi radyoterapidir. Tiim bunlarin disinda prostat kanseri tedavisinde
hormonal tedavilerin 6nemli bir rolii bulunmaktadir. Buradaki amag, prostat kanserini
tetikleyen hormonlar1 baskilayarak, kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini 6nlemektir. Ancak
bu tedavi yonteminin bir takim dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bu tedaviler tek baglarina
kullanildiklarinda, kanser hiicreleri bunlara kars1 zaman icinde direng gelistirerek
yeniden c¢ogalmaya baslayabilmektedir. Bu nedenle, bu tedavi yontemi, genellikle
radyoterapi Oncesi ve sirasinda, tiimdriin kiigiiltiilmesini saglamak amaciyla, metastaz
gibi durumlarda tercih edilmektedir. Hormona direngli metastatik hastalarda kemoterapi
ve hedefe yonelik tedaviler 6nem arz etmektedir (De Bono ve ark. 2010). Yapilan bir
faz III ¢alismasinda dosetaksel iceren kemoterapi rejiminin sag kalimi uzatabilecegi
gosterilmistir (Tannock ve ark. 2004). Bir diger faz II ¢alismasinda kapasitabin ve
dosetaksel kombinasyonunun hastalarda sag kalimi 6nemli dlglide uzattigr goriilmiistiir
(Vaishampayan ve ark. 2009). Etki mekanizmasi tam anlasilmamis olsa da DNA ile
interkalasyona girerek DNA’nin biyosentezini engelledigi diisiiniilen doksorubisin ile
bir alkile edici ajan olan siklofosfamid ile kombinasyonunda basarili sonuglar verdigi
belirtilmektedir (Fornari ve ark. 1994). Etoposid, pirarubisin ve sisplatin
kombinasyonlarimin da PSA yanitin1 %70’lere ¢ektigi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir

(Hudes ve ark. 1995, Small ve ark. 1996). Ozellikle hormon direngli prostat kanseri



vakalarinda kemoterapotik ilaglarla yeni kombinasyonlar1 igeren tedavi rejimleri

giintimiizde gittikce onem kazanmaktadir.

1.3. Prostat Kanseri Molekiiler Biyolojisi

Prostat kanserli hastalarin yaklasik %10’unun genetik gecisli, %90’ mndan fazlasinin
sporadik olduguna inanilmaktadir. Yiiksek riskli bazi genlerin varligi ile cevresel
faktorler kombine edildiginde prostat kanserine olan yatkinlik degismektedir.

Prostat karsinogenezini ile iliskili genetik degisiklikler, normal hiicre biiylimesi
kontroliinii saglayan mekanizmalardan, timor baskilayic1 ve apoptozisi saglayan
mekanizmalara kadar genis bir alanda etki gostermektedir.

Normal hiicresel yaslanma siireci kromozomlarin uglarindaki telomer bdlgelerinden
progresif genetik materyal kaybiyla karakterizedir. Kok hiicreler telomer kisalmasini bir
revers transkriptaz olan telomeraz enzimi ile 6nler ve kayip telomerik tinitin yerini alir.
Prostat kanserlerinin g¢ogunun telomerazi asir1 eksprese ettigi rapor edilmistir
(Sommerfeld ve ark. 1996).

Normal metabolizma sirasinda, gevresel ya da diger etkenler sonucu olusan reaktif
oksijen tiirleri (6rn, serbest radikaller) olduk¢a mutajenik ve karsinojenik olabilirler.
Reaktif oksijen tiirleri, glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon peroksidaz ve
siiperoksit dismutaz gibi koruyucu enzimler tarafindan inaktive edilirler. Bu
enzimlerden biri olan GST-pi’nin ekspresyonunun, hemen hemen tiim prostat kanseri
olgularin kayboldugu bildirilmistir. Bu kayip yeni mutasyonlarin gelismesine neden
olmakta ve bu durumun kanser gelisimine neden olabilmektedir. Bu genomik degisiklik
prostat kanserinde en sik goriilen ve hastaligi baslatici olaylardan biri olarak
bildirilmistir (Reiter ve Dekernion 2005).

Fosfataz ve tensin homolog proteini (PTEN)’deki degisiklikler hem lokalize hem de
metastatik prostat kanserinde saptanmustir. Ileri evre tiimérlerin yaklasik yarisinda
PTEN allellerinde kayip ya da mutasyon bulunmaktadir. Baz1 c¢alismalar, PTEN’in,
Fosfatidilinositol 3 kinaz/ Protein Kinaz B (P13 kinaz/AKT) sinyal yolunda negatif bir
diizenleyici oldugunu gostermistir (Stambolic ve ark. 1998). PI3 kinaz, epidermal
biiyiime faktorii diizenleyicisi (EGFR), Insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF) reseptorii
ve her-2/neu gibi prostat kanserinin gelisimi ve ilerlemesinde rol oynayan bazi biiyiime

faktorlerinin  “downstream” hedefidir. PTEN’in normal fonksiyonu PI3 kinaz



defosforile ve inaktive etmektir. Prostat kanserinde, PTEN’in kaybi, PI3 kinaz ve
sonrasinda Akt ve onun “downstream” sinyallerinin aktivasyonuna bu durumda prostat
kanserinin gelisimine yol agmaktadir (Reiter ve Dekernion 2005).

MY C onkogeni kromozom 8q24°de bulunur ve prostat kanserinin ilerlemesinde yer alan
genlerden biridir. Bir cok metastatik prostat kanseri tiimorlerinde fazla eksprese edildigi
goriilmiistiir (Linja ve ark. 2001).

Bcl-2 apoptozisi 6nleyen bir onkogendir. Bcl-2 normal prostatda kok hiicreler
tarafindan eksprese edilir. Ayn1 zamanda, 6zellikle androjen bagimsiz tiimorlerde
oldukca fazla eksprese edildikleri gozlemlenmistir (Raffo ve ark 1995). Bcl-2’nin
inhibisyonunun prostat kanserinin potansiyel bir tedavi sekli olmasi agisindan da
arastirtlmistir (Reiter ve Dekernion 2005).

Onemli tiimér siipresér genlerden biri olan p53 kayb1 veya mutasyonu lokal ileri ve
metastatik tiimorlerde gosterilmistir. Prostat kanserinde p53 protein ekspresyonu ile
tanimlanan p53 mutasyonu, radyoterapi goren hastalarda kotii prognoz ile iliskili
bulunmustur (Reiter ve Dekernion 2005). Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii
(VEGF), kanserler tarafindan salinan en aktif proangiogenik gendir. VEGF prostat
kanserlerinin ¢ogunda eksprese edilmektedir ve ekspresyonunda artig, tiimoriin klinik
yayginligi ile korelasyon gosterir. VEGF, androjen tarafindan diizenlenmektedir; bu da
androjenlerin prostat kanserinin etkilemeleri acisindan potansiyel bir yol oldugu
belirtilmektedir (Latil ve ark. 2001). Metalloproteinazlar, prostat kanserinin invaziv bir
duruma doniisiim siirecinde hiicresel matriksin pargalanmasinda ve anjiogenezin
uyarilmasinda rol oynamaktadirlar. Reiter ve Dekernion (2005) ¢alismalarinda insan
prostat kanseri orneklerinde bir¢ok metalloproteinaz tipinin asir1 eksprese edildigini
saptamiglardir. Adhezyon molekiillerinden biri olan E-kaderin ekspresyonu, o6zellikle
kotii diferansiye tiimorlerde olmak iizere prostat kanserlerinin ciddi bir boliimiinde
azalmigstir. Metastatik prostat kanserinde E-kaderin ekspresyonunun diizeltilmesi, timor

olusumunun engellenmesi ile iliskili bulunmustur (Reiter ve Dekernion 2005)

1.4. Apoptozis

Okaryotik organizma hiicreleri dogarlar, belirli bir siire yasamlarina devam edetler ve
daha sonra Oliirler (Bowen 1988). Bu yasam siiresi hiicre tipine gore degisim

gostermektedir. Ornegin, bagirsak hiicreleri 3-5 giinliik bir yasam siiresinden sonra
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Olurlerken, deri hiicreleri 20-25 giinliik bir siireden sonra 6lmektedirler. Bunun aksine,
miyokard kas1 hiicreleri veya néronlar dmiir boyunca yasarlar. Noronlarin 6lmesi ancak
sinapslarin tam olarak olusmadigi donemden 6nce olur ve dogumda asir1 sayida goriilen
noronlarin sayis1 uygun sinaptik agin saglanabilmesi i¢in azalir. Bahsedilen bu hiicre
Olumleri apoptozisle gergeklesir. Apoptozis terimi ilk olarak 1972’de nekrozdan farkl
olarak gergeklesen diger bir 6liim sekli igin tanimlanmistir ve fizyolojik hiicre 6liimiinii
ifade etmektedir. Ayni zamanda zamani gelince Olen hiicreler daha Onceden
proglamlanmis bir sekilde o6ldiiklerinden dolayi, apoptozis programli hiicre oliimi
olarak da adlandirilir. Eski bir yunan terimi olan apoptozis, kelime anlami olarak da
yapraklarin agactan, petallerin ¢igcekten dogal olarak diigmesi anlamina gelmektedir
(Kerr ve ark. 1972).

Her saniye yaklasik bir milyon hiicre apoptozisle viicuttan uzaklastirilmaktadir.
Bunlarin yerine yenileri yapilmaktadir. Yapim (mitozis) ile yikim (apoptozis) arasinda
kontrollii bir denge vardir. Iste bu dengenin apoptozisin lehine veya aleyhine bozulmasi
bircok 6nemli hastaligin patogenezine katkida bulunmaktadir. Apoptozisin gereksiz
yere olustugu veya hizlandigi hastaliklara 6rnek olarak AIDS, noérodejeneratif
hastaliklar, insiiline bagimli tip diyabet, hepatit C infeksiyonu, miyokard enfarktiisii,
ateroskleroz gibi hastaliklar verilebilirken apoptozisin yavasladigi hastaliklara 6rnek
olarak ise otoimmiin hastaliklar ve kanser verilebilir (Fadeel ve ark. 1999, Evan ve
Vousden 2001, Gewis 2003).

1.4.1. Apoptozis-Nekrozis

Apoptozis nekrozisden farkli bir 6lim sekli olup morfolojik olarak 6zgiindiir (Sekil
1.3). Nekrozis fizyolojik bir 6lim sekli olmamasina ragmen apoptozis hem fizyolojik

hem de patolojik sartlar altinda meydana gelmektedir.
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10 pm Fagosite edilmis apoptotik hicre I
Apoptotik hiicre Nekrotik hiicre

Sekil 1.3. Apoptotik hiicre ile nekrotik hiicrenin morfolojik agidan farki (Fuchs ve ark.
2007).

Nekrozisde hiicre i¢ine asir1 sivi girmesi sonucu hiicre siserken “cell swelling”,
apoptotik hiicre tam tersine kiigiiliir “cell shrinkage”. Nekrozisde kromatin patterni
hemen hemen normal hiicredeki goriintiiye benzerdir ama apoptotik hiicrenin kromatini
niikleus membraninin g¢evresinde toplanir “chromatin aggregation” ve kondanse olur
“chromatin condensation”. Nekrotik hiicrenin plazma membrani biitiinligiinii kaybeder
ve hiicre i¢inden disina hiicre i¢i materyallerinin ¢ikis1 gerceklesir. Oysa apoptotik hiicre
membrani intaktir ve {lizerinde kiigiik cepcikler “membran blebs” olusur (Sekil 1.4)

(Ulukaya 2003).
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Sekil 1.4. Apoptozis ve Nekrozun sematik karsilastirilmasi (Anonim 2016a)

Nekrotik hiicreler lizise ugrarken apoptotik hiicreler kiiciik cisimciklere “apoptotik
bodies” pargalanir. Apoptotik cisimcikler membranla kaplidir degisen miktarlarda
nukleus veya diger hiicre i¢i yapilar igerirler. Nekrozisde hiicre igerigi dis ortama
salindigindan dolayr inflamasyon uyarilir ama apoptozisde apoptotik hiicre veya
cisimcikler komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite edildiklerinden
inflamasyon olusmaz. Apoptozisin en énemli 6zgiin yonii DNA’nin internukleozomal
bolgelerden yaklasik 180-200 baz cifti veya bunun katlar1 boyutunda DNA parcalari
olusturacak sekilde parcalanmasidir. Bu durum agaroz jel elektroforezinde merdiven
goriintiisii imajinin “ladder pattern” ortaya ¢ikmasina neden olur. Ama bu durum hiicre
tipine bagh olarak degisebilir ya da sadece yaklasik 50 kilo baz ¢ifti (kbp) boyutunda
bir DNA fragmentasyonu da goriilebilir. DNA’y1 parcalayan bir Ca/Mg-bagiml
endoniikleazdir. Ayrica, DNase I ve II’de DNA parcalanmasindan sorumludur. Hangi
parcalayict enzimin rol alacagi hiicre tipine ya da uyaranin 6zelligine gore degisebilir.
Apoptotik hiicrede goriilen 6nemli degisikliklerden biri normalde plazma membraninin

i¢ yliziinde bulunan fosfatidilserin (PS)’in erken evrede membranin dis yiiziine dogru
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transloke olmasidir. Bu mekanizma apoptotik hiicrelerin komsu hiicreler ve makrofajlar

tarafindan taninmasini saglamaktadir (Ulukaya 2003).

1.4.2. Kaspazlarin Apoptozis Siirecindeki Rolii

Kaspazlar, hiicrede inaktif (zimojen) olarak bulunan sistein proteazlardir ve aspartik
asitten sonraki peptid bagimi kirarak proteolitik olarak birbirlerini aktiflestirirler.
Memelilerde su ana kadar en az 14 kaspaz tanimlanmistir. Filogenetik analiz sonucunda
gen ailesinin ICE (Kaspaz-1) ile iligkili ve Ced-3 benzeri olmak {iizere iki alt grubu
oldugu goriilmektedir. Proenzimlerin kisa (Kaspaz 3, 6, 7) veya uzun prodomain
barindirmalarina gore de kaspazlari daha alt gruplara ayirmak miimkiindiir.
Aktivasyonlari ise zimojenlerin proteolitik kesimi sonucu biiyiik ve kiigiik alt birimlerin
ayrilmast ve “prodomain”lerin uzaklastirilmasi ile olur (Sekil 1.5). Kaspazlar,
subtratlarinda birbirini takip eden en az dort amino asit (P4-P3-P2—P1) yapisin1 tanirlar
ve C-terminal rezidiisiinden (P1) sonra kirarlar. Bu ise genellikle Asp (aspartik asit)

rezidistidiir (Fuentes-Prior ve ark. 2004, Timmer ve Salvasen 2007).

Q. Q.
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Prodomain
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T plo |

. oyl —

Aktif kaspaz

Sekil 1.5. Kaspazlarin aktiflesme mekanizmasi (Clarke 2009 degistirilerek alinmistir).

Kaspazlarin bir¢gogu apoptozis siirecinde dnemli roller listlenmektedir. Bazilar1 baglatici
kaspazlar (2, 8, 9, 10) olarak bilinirken, bazilar1 da ilerletici (efektor) kaspazlar (3, 6, 7)
olarak bilinir (Thornberry ve Lazebnik 1998 ).

Baglatici  kaspazlar, protein-protein etkilesim motiflerini barindiran uzun bir

“prodomain” igerir. Bu motifler, ya Oliim etkileyici alan (DED; “death effector
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domain”) ya da kaspaz takviye alanidir (CARD; “caspase recruitment domain”) (Sekil
1.6). Kaspazlar bu motifler sayesinde adaptér molekiillerle etkilesimlerini saglarlar.
Ilerletici kaspazlar, kisa bir “prodomain” icerirler ve apoptozisin ilerlemesini saglamak

icin ¢ok c¢esitli hiicresel substratlar1 kirarlar (Lamkanfi 2011).

-~
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—i—.
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Sekil 1.6. Baslatic1 ve efektor kaspazlar (Forro 2012 degistirilerek alinmistir).

Kaspazlar birbirlerini aktiflestirerek proteolitik bir selaleyi olustururlar. Baglatict
kaspazlar, 6liim sinyalini ilerletici kaspazlara iletirler. Ilerletici kaspazlarin bazilari
lamin, hiicre i¢i iskelet ve cekirdek zari1 proteinlerini pargalar. Kaspaz 3, DNA
onariminda gorevli olan PARP’1 kirarak inaktive eder ve DNA onarimini engeller.
Bazilari ise bir dizi DNaz’1 aktive ederek DNA’nin pargalanmasina yol acar (Ulukaya
2001, Oliver ve Valette 2005). IAP’lar (apoptozis inhibitdrleri) sitozolde bulunur ve
kaspazlarin inaktif veya aktif formlarma baglanarak fonksiyonlarmi baskilar.
Smac/DIABLO ise mitokondrinin i¢ zarinda bulunur ve IAP baglanma motifi icerir.
Apoptozis siirecinde sitokrom-c ile beraber salinarak IAP’lar1 baskilar ve boylece

kaspaz aktivasyonunu saglar (Zimmermann ve ark. 2001, Zhang ve ark. 2003).
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1.4.3. Mitokondrinin Apoptozis Siirecindeki Rolii

Hiicre olimiiniin diizenlenmesinde mitokondrinin, apoptotik yollarin kesistigi 6nemli
bir kavsak noktasi oldugu goriilmiistiir. Bu ylizden mitokondrinin aktivasyonu
(sitokrom c¢’nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasi) apoptotik siirecte geri
doniisiimsiiz noktay1 gosterir (Kumar ve ark. 2005). Mitokondri, Apoptozis Indiikleyici
Faktor (AIF), Smac/DIABLO ve sitokrom c gibi birgok pro-apoptotik proteini
icermektedir. Sitokrom c, elektron transport zincirine ve oksidatif fosforilasyona katilir.
Saglikl hiicrelerde sitokrom c, mitokondride membranlar arast boslukta yer almaktadir
(Hu 2003). Sitotoksik ilaclar, bliylime faktorii eksikligi, reaktif oksijen tiirleri ve DNA
hasar1 gibi degisik hiicresel stresler sitokrom c’nin salinmasini harekete gegirir.

Sitokrom c’nin salinmasi, Bcl-2 ailesi iiyeleri ile diizenlenir (Chang ve Yang 2000).
1.4.4. Bcl-2 Ailesinin Apoptozisdeki Rolii

Bcl-2 ailesi, antiapoptotik ve proapoptotik iiyelerden olusan ve apoptozu diizenlemede
en 6nemli role sahip olan onkoprotein grubudur (Altunkaynak ve Ozbek 2008). Bcl-2
ailesi birbirine zit etkili iki gruptan olusur. Bu gruplarin biri anti-apoptotik (Bcl-2 ve
Bcl-XL gibi), digeri ise pro-apoptotiktir (Bax, Bid gibi) (Sekil 1.7). Anti-apoptotik grup
apoptozisi baskilayici, pro-apoptotik grup ise apoptozisi indiikleyici etkiye sahiptir.
Anti-apoptotik olanlar, sitokrom ¢’nin salinmasini engeller; pro-apoptotik olanlar ise
sitokrom c’nin sitoplazmaya salinmasi indiikler (Kumar ve ark. 2005). Hiicrelerin
apoptotik uyariya hassaslhigi pro-apoptotik ve anti-apoptotik Bcl-2 proteinleri arasindaki
dengeye baglidir (Burlacu 2003). Anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerin asir1 ekspresyonu
apoptozisi baskilarken, pro-apoptotik {iyelerin asir1 ekspresyonu apoptozise neden olur

(Kumar ve ark. 2005).
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Sekil 1.7. Apoptozisin mitokondri yolunda yer alan Bcl-2 ailesi iiyeleri (Anvekar ve
ark. 2011°den degistirilerek alinmistir).

Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler arasindaki etkilesim, anti-apoptotik Bcl-2
proteinlerinin normal fonksiyonunu bozar ve mitokondride porlarin olusumuna,
sitokrom ¢ ve diger pro-apoptotik molekiillerin zarlar aras1 bolgeden salinimina neden
olur (Sekil 1.8). Bu da apoptozom olusumu ve kaspaz kaskadi aktivasyonuna yol

acmaktadir (Robertson ve Orrenius 2000, Fan ve ark. 2005).
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Sekil 1.8. Apoptozom olusumu ve kaspaz aktivasyonu (Anvekar ve ark. 2011°den
degistirilerek alinmistir).

1.4.5. Apoptozisin Mekanizmalari

Apoptozisin aktivasyonunda ii¢ sinyal yolunun rol aldig: bilinmektedir;

1. Hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanan 6liim aktivatorleri ile
tetiklenme/ Ekstrinsik (digsal) yolak

2. Mitokondri/Sitokrom-C aracil1 apoptozis olusturulmasy/Intrinsik (i¢sel) yolak

3. Endoplazmik retikulum aracili apoptozis olusturulmasi

1.4.5.1. Ekstrinsik (Dissal) Yolak

Bu yolak da, 6liim reseptorleri (DR) olarak bilinen ve Tiimdr Nekroz Faktorii Reseptorii
(TNFR) geni ailesinin iiyesi olan; TNFR-1, Fas/CD95/APO-1 ve TNF-Iliskili Apoptozis
Indiikleyici Ligand (TRAIL) reseptérleri olan DR-3 (TRAMP), DR-4 (TRAIL-R1) ve
DR-5 (TRAIL-R2)‘in ilgili ligandlarla etkilesime girmesi sonucunda apoptozis
indiiklenir. TNFR siiper ailesi liyeleri, tip I transmembran proteinleri olup hepsi sistein

bakimindan zengin ekstraselliiler bolgeler (subdomainler) igermektedir ve bu 6zellik
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TNEFR siiper ailesi iiyelerinin kendilerine 6zgii ligandlar1 tarafindan tek tek taninmasini
saglamaktadir. Oliim reseptorleri ayrica apoptotik sinyalin transdiiksiyonu icin gerekli
olan 80 aminoasit uzunlugunda intraseliller Oliim Boélgesi (DD) igerir. Oliim
reseptorlerine baglanan ligandlar (FasL, TNFa, VE TRAIL) yapisal olarak reseptorler
ile iligkili proteinler olup TNF siiper ailesine aittirler. Bu o6liim ligandlart tip II
transmembran proteinleri gibi eksprese edilirler. Bazi durumlarda, bu proteinler
proteolitik kirilabilir ve serbest kalabilirler (Ghobrial ve ark. 2005, Guicciardi ve ark.
2009). Oliim  reseptorlerinin  ligandlar1  yani  aktivatdrleri  reseptdrlerin
oligomerizasyonuna yol acgarak aktiflesmelerine neden olmaktadir. Reseptorlerin
aktivasyonu, Oliim Indiikleyici Sinyal Kompleksi (DISC) denilen ve proteinlerden
meydana gelen bir kompleks olusumuna sebep olur. DISC, adaptor protein Fas iliskili
6lim alanin1 (FADD) ve TNFR-1 iliskili 6liim bdlgesi proteinini (TRADD) igerir. Bu
olim bolgeleri prokaspaz-8’i aktiflestirmektedir. DISC yapisinda yer alan prokaspaz
8’in aktivasyonunu takiben kaspaz 8 sirastyla kaspaz 3, 6 ve 7’nin aktive oldugu bir
kaspaz kaskatin1 harekete gecirir. Kaspaz 8’in aktif hale gecmesi ayrica Bid’in aktive
olmasina neden olur. Kirilmis Bid (tBid) sonrasinda mitokondriye gecer ve sitokrom c,
SMAC (ikinci mitokondri tiirevli kaspaz aktivatdrii) ve kalsiyum salmimini uyarir

(Sekil 1.9) (Elmore 2007, Solakoglu 2009, Dickens ve ark. 2012).

19



4__, Anti-Kanser sjanlar

l FLIP
sitokrom-c

A Apaf-1

AP _‘| Kaspaz 9

- B /

AIlF
[ kaspaz 3 ]
CAD/ICAD *
DNA
fragmentasyonu > I

Sekil 1.9. Reseptor aracili kaspaz aktivasyonu (Fulda ve Debatin 2006’dan
degistirilerek alinmistir).

1.4.5.2. Intrinsik (i¢sel) Yolak

I¢sel/mitokondriyal yolak, pro-apoptotik ve anti-apoptotik iiyeleri olan Bcl-2/Bax gen
ailesi ile diizenlenmekte olup uyarildiginda mitokondriden sitokrom-c salinimina ve
boylece 6liim sinyaline sebep olur. Iki yolak da (dissal ve i¢sel), diizenleyici ve yapisal
molekiilleri kiran ve bunun sonucunda hiicrenin 6liimiine sebep olan kaspaz denilen
proteaz kaskadinin aktivasyonunu igeren ortak bir yolda birlesir (Ghobrial ve ark.
2005). Anti-apoptotik iiyeler olan Bcl-2 ve Bcl-XL, kaspazlarin oncii formlarini
durdurarak ya da apoptogenik faktorlerin mitokondriden salinimini engelleyerek
hiicrenin yagamasini tesvik ederken; Bax, Bad, Bim, Bid gibi pro-apoptotik iiyeler
hiicreyi apoptozise tesvik ederler. Normal durumda Bax ve Bak proteinleri Bcl-2
tarafindan inaktif halde tutulur. Apoptotik sinyal olustugunda Bcl-2 inaktif hale
gecerken aktiflesen Bax ve Bak mitokondri dis membraninda porlarin olugsmasina ve zar
potansiyelinde degisime neden olurlar. Mitokondriyal yolun kilit olayr mitokondri dis
membran permeabilizasyonudur (MOMP) ve sonucunda; sitokrom c, mitokondri tiirevli
kaspaz aktivatori/IAP baglayict protein Smac/DIABLO, HtrA2/Omi, AIF ve
endoniikleaz D (EndoG) gibi mitokondri membran proteinleri sitozole salinir.
Mitokondri i¢ membran yiizeyinden sitokrom c’nin sitozole salinmasi ile sitokrom c,
sitoplazmik protein olan Apoptotik Proteaz Aktive Edici Faktor-1 (Apaf-1)’e baglanir
ve onu aktive eder, dATP/ATP’nin de ortamda bulunmasi ile Apaf-1/sitokrom c
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kompleksi heptamerik bir yapiya oligomerize olur. Bu yapinin olusmasi, prokaspaz
9’un Apaf-1 ile etkilesimini miimkiin kilar ve apoptozom kompleksi olusur (Sekil 1.10).
Apoptozomun gorevi, baglatici kaspaz olan kaspaz 9’u aktive etmektir ve aktif kaspaz 9,

kaspaz-3’ii veya diger ilerletici kazpazlar1 aktive ederek kaspaz kaskadina aracilik eder.
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Sekil 1.10. Mitokondri/Sitokrom-C aracili apoptozis olusturulmasi (Zimmermann ve
ark. 2001).

Aktif kaspaz 3, kaspazla aktive edilmis DNaz inhibitorii (ICAD; “inhibitor of caspase-
activated DNase”) poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP, DNA tamir enzimi), Rho iliskili
sarmal olusturan kinaz I (ROCKI; “Rho-associated coiledcoil forming kinase I”’), aktin,
fodrin ve lamin gibi hiicresel substratlar1 kirarak apoptotik morfolojinin olusumunu
saglar. CAD normal hiicrelerde ICAD’iline bagl ve inaktif halde bulunur ve aktif hale
gectiginde kromatin yogunlagmasina ve DNA’nin nilikleozamal fragmentlere
kesilmesine neden olur. Ayrica kaspaz aktivitesini inhibe eden ve aktiviteleri Smac veya
Omi/HtrA2 gibi fonksiyonel analoglar ile engellenmis bircok IAP’lar (apoptozis
inhibitorleri) vardir. Olen hiicrelerde Smac ve Omi/HtrA2 (mitokondriyel proteinler,
pro-apoptotik proteinler) mitokondriden salindiginda IAP’lar inaktive olmakta ve

boylece ilerletici kaspazlarin inhibisyonu engellenip hiicrelerin apoptozise gitmeleri
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saglanmaktadir (Ulukaya 2001, Zhang ve ark. 2003, Riedl ve ark. 2007, Li ve Yuan
2008, Aksit ve Bildik 2008, Duprez ve ark. 2009).

Bu igsel ve dissal yol mekanizmalar1 kaspaz-bagimli apoptozisi gostermektedir. Ayrica
kaspazlardan bagimsiz olarak apoptozise neden oldugu diisliniilen kaspaz
aktivasyonunun gerceklesmedigi bir mekanizma da bulunmaktadir. Bu mekanizmada
AIF mitokondriden salinip niikleusa ge¢cmekte ve niikleazlari aktiflestirerek DNA
hasaria yol agmaktadir. AIF, steroidler, granzyme B ve endonukleaz G kaspazlardan

bagimsiz olarak apoptozise neden olmaktadir (Ulukaya 2003, Dash 2007).

1.4.5.3. Endoplazmik Retikulum Aracili Apoptozis Olusturulmasi

Son zamanlarda amiloid B norotoksisitesine katkida bulunan kaspaz 12’ye bagimlh
Endoplazmik Retikulum (ER) aracili apoptotik yol tarif edilmistir (Nakamura ve ark.
2000, Keane ve ark. 2001). Bu yol mitokondrial/sitokrom-c ve 6liim reseptor aracili
apoptozisten farkli bir yol olup kaspaz 12, ER membraninda lokalize halde bulunur ve
ER aracili apoptozis icin gerekli bir kaspazdir. Son calismalar gdstermistir ki Ca™"
seviyelerinin yiikselmesi ve kalpainin endoplazmik retikulumu etkilemesi ile prokaspaz
12 aktiflesir. Aktiflesen kaspaz 12 sitoplazmaya yonelerek kaspaz 9 ile etkilesir ve
sitozolik kaspaz kaskadini aktive eder (Rao ve ark. 2001).

1.5. Apoptozis-Karsinogenez Iliskisi

Karsinogenez siireci, homeostatik “feedback” mekanizmalara yanit veren normal
hiicrelerin bu mekanizmalarin kontrolundan ¢ikip, kontrolsuz ve spontan olarak
bliyliyebilen ve komsu dokulara invazyon yapabilen hiicre sekillerine doniismelerini
kapsayan siire¢ olarak tanimlanabilmektedir. Bu siirecte rol alan kanser hiicrelerinin;
kendi kendine yeterli olan biliylime sinyalleri iiretme, biiylime baskilayici sinyallere
duyarsiz olma, hiicre oliimiine direng, sinirsiz replikasyon potansiyeline sahip olma,
anjiogenezi uyarma, invazyon ve metastazi uyarma gibi one ¢ikan alt1 farkli biyolojik
yetenegi vardir. Son yillarda, enerji metabolizmasini yeniden programlama ve bagisiklik
tahribinden kaginma ozellikleri de bu listeye eklenmistir (Sekil 1.11) (Hanahan ve
Weinberg 2011).
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Sinirsiz replikasyon
yetenegi

Sekil 1.11. Kanser hiicresinin 6zellikleri (Hanahan ve Weinberg 2011°den degistirilerek
alinmustir).

Apoptozisin gerceklesmesi karsinogenez silirecinde kritik bir 6neme sahiptir (Letai
2008). Timor hiicreleri 6rnegin DNA hasarina cevap olarak bircok sinyal iiretir ve
onkojenik aktivasyon meydana gelir ve bu durumda da apoptozis uyarilmaktadir.
Bununla birlikte mutasyona ugrayan timor hiicreleri apoptotik cevaptan kacabilir,
sonugta sagkalim olur ve hiicreler cogalirlar. Apoptozisden kagma mutasyonlarin
birikimine yol agar. Tiimor hiicreleri, normal hiicrelere kiyasla birgok apoptozisi uyaran
sinyal (Ornegin oksidatif stres ve onkogen aktivasyonu) alir ve bu ylizden tlimor
hiicreleri normal hiicrelere oranla apoptotik cevabi tetiklemeye ¢ok daha yatkindir.
Bununla birlikte, apoptotik yol tiimdr hiicrelerinde ¢ogu kez hatalidir. Bu hatalar, tiimiir
hiicrelerine hipoksik kosullardan ve oksidatif stresten korunma saglamis olur. Bu
yiizden tiimor hiicrelerinde Ornegin; p53’i hedef alarak apoptotik yolun onarimi
hedefleyen ¢alismalar yeni kanser terapétiklerinin tasarimi agisindan énemli bir degere
sahiptir. Bunun yani sira Bcel-2” yi hedef alan yeni inhibitorlerin gelistirilmesi, PKB/Akt
(Protein kinaz B) sinyalinin inhibisyonu ve fotodinamik tedavi gibi yeni stratejiler

apoptozis ve hiicre sagkalimmin molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmas1 kanser
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tedavisinde yeni stratejilerinin gelismesine olanak saglamistir (Anderson ve ark. 2016,
Silva ve ark. 2016).
1.6. Otofaji

Kerr, Wyllie ve Currie 1972’de yayinladiklar1 makalede iki farkli hiicre 6liim modundan
bahsederler; apoptoz, genetik olarak kontrol edilen programli hiicre 6limi ve nekroz,
programlanmamis ve kazara olan hiicre oliimi (Kerr ve ark. 1972). 1990 tarihinde
Clarke makalesinde dogal gelisimsel hiicre 6liimii ve toksin uygulanmasi sonrasi olusan
3 temel hiicre morfolojisinden bahsetmistir (Clarke 1990). Hiicre kii¢lilmesi, kromatin
yogunlasmasi, ¢ekirdek i¢inde bulunan DNA'nin bozulmasi ve “apoptotik cisimlerin”
pargalara ayrilmasi Ozellikleriyle ayirt edilen apoptozis tip I hiicre oliimii olarak
tanimlamistir. Clarke'in tanimina gore Tip III hiicre 6liimi, lizozomal olmayan hiicre
olim seklidir. Otofajik hiicre olimii Clarke tarafindan tip II hiicre oliimii olarak
siiflandirilmistir. Tip II hiicre 6liimii otofaji, evrimsel olarak korunmus fizyolojik bir
siire¢ olup protein yikimi1 ve organel geri doniisiimiinii saglayarak hiicre igindeki
homeostazinin dengede kalmasini saglamaktadir (Ohsumi 2001). Hiicre icerisinde uzun
Omiirli ve kisa dmiirlii proteinlerin par¢alanma mekanizmalar1 degismektedir; 6rnegin
kisa Omiirlii proteinler ubikuitin ile isaretlenerek parcalanirken, uzun omiirlii proteinler
ve organeller lizozomlar tarafindan otofaji mekanizmasi ile pargalanirlar, olusan yapi
taglar1 tekrar kullanilmak iizere hiicre metabolizmasina katilir. Cesitli hiicresel stres
kosullar1 altinda Ornegin; aclik ve biliylime faktorii eksikligi gibi durumlarda otofaji
hizlica aktive olur ve hiicreye yasamini devam ettirebilmesi i¢in gerekli yapitaslarini
saglar. Otofajik hiicre Oliimiinde gozlenen en belirgin morfolojik degisiklik,
sitoplazmada olusan iki veya daha fazla katmanli zarla cevrili, sitoplazma parcalari
ve/veya mitokondri, endoplazmik retikulum (ER) gibi organelleri igeren vezikiillerin
varhigidir. Bu vezikiiller lizozoma kaynasip, i¢lerinde tasidiklar1 ytiklerinin lizozomal
enzimler tarafindan parcalamasini saglarlar (Sekil 1.12). Bu biyolojik olay, kendini

icten ice yemek anlaminda, "otofaji" olarak adlandirilmigtir.
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Sekil 1.12. Otofajinin ger¢eklesme mekanizmasi (Rabinowitz ve White (2010)
degistirilerek alinmistir).

Otofajik hiicre 6liimii, kaspaz etkinliginden bagimsiz olarak gergeklesir ve apoptozisde
gbzlenen apoptotik cisim olusumu ve DNA merdivenleri goriintiisii gozlenmemektedir.
Ayrica ¢ekirdege 6zgii degisikliklerden olan kromatin kondensasyonu otofajik hiicre
olimiinde apoptozisten ¢ok daha sonra goriilmektedir (Goziiagik ve Kimchi 2007).
Otofajide olii hiicrelerin fagositoz tarafindan temizlenmesi apoptozda goriildiigiinden
cok daha sonra ve cok daha rastgele bir bicimde olmaktadir (Goziiagik ve Kimchi
2004).

Otofaji; makrootofaji, mikrootofaji, saperon aracilikli otofaji ve kanonikal olmayan-
alternatif (Atg5/7 bagimsiz) makrootofaji seklinde dort farkli mekanizma ile
gerceklesmektedir (Klionsky ve Emr 2000). Metabolik stres sirasinda aktif hale gelen
saperon araciligi otofajide; KFERQ (Lys-Phe-Glu-Arg-Gln) motifli proteinler,
lizozomal reseptor molekiilii ve lizozomal saperonlar ile lizozom liimenine segici olarak
taginmaktadir (Xie ve Klionsky 2007). Mikrootofaji, lizozomal zarlarin sitoplazmanin
kiiciikk pargalarini iglerine alarak sindirdigi hiicre igi yapisal bir siirectir. Kanonikal
olmayan-alternatif makrootofaji otofaji iliskili proteinlerden olan Atg5 ve Atg7’den

bagimsiz olarak gerceklesmektedir. Uzerinde en ¢ok ¢alisilan ve gdzlenen makrootofaji,
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bircok hiicrede bazal diizeyde gozlenmekte protein pargalarinin ve hasar gormiis
organellerin ¢ift katli zarli kesecikler (otofagazom) i¢ine hapsedilmesi bu vezikiillerin
lizozomla birlesmesi sonucunda lizozomal enzimlerce yikilmasi ile ortaya ¢ikmaktadir
(Kuma ve Mizushima 2010). Boylelikle hiicre kendisi i¢in gerekli olan yapitaglarini
kullanarak enerji kaynagi olarak kullanilabilecek mollekiilleri saglamaktadir (Sekil

1.13) (Goziiagik ve Kimchi 2004).

Endozomal

Mikrootofaji Gec

Saperon Kompleksi
O Endozom

2 !
Lizozom o

AP T,
O ] u,"ull', ;', "}»'
|
O \\\"t B
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Sekil 1.13. Otofaji Mekanizmalar1 (Makrootofaji, mikrootofaji ve saperon-aracili otofaji
(Schneider ve Cuervo 2014 degistirilerek alinmistir).

1.6.1. Otofajinin Fizyolojik ve Patolojik Gorevleri

Son yillarda artan ¢aligmalar otofajinin bir¢ok fizyolojik ve patolojik olayda énemli rol
oynadigin1 gdstermektedir. Hasar gormiis ya da katlanmasi bozuk proteinlerin ve
organellerin yok edilmesi otofaji yoluyla gergeklesmektedir. Oksidatif strese karsi
diren¢ saglama, bazi1 enfeksiyon ve tiimorlerin olusumunu baskilama gibi fizyoloji ve
patolojik yanitlarda otofajinin rol oynadig: yapilan calismalarla gosterilmistir (Komatsu

ve ark. 2007, Mathew ve ark. 2009, Hara ve ark. 2006, Komatsu ve ark. 2006). Aglik
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(Scott ve ark. 2004), hipoksi (Bellot ve ark. 2009) ve stres (Chen ve ark. 2008) gibi
cevresel etmenler karsisinda otofaji hiicresel dengeyi korur ve stres altindaki hiicrelerin
hayatta kalmasini1 saglar. Otofajinin bu islevlerini yerine getirememesi Alzheimer ve
Huntington hastaligi (Martinez-Vicente ve ark. 2010, Matsuda ve Tanaka 2010) gibi
norodejeneratif hastaliklara, ateroskleroz (damar sertligi) (Martinet ve De Meyer 2009)
ve yagliliga bagli dejenerasyon (Melendez ve ark. 2003, Wang ve ark. 2009) gibi ¢esitli
rahatsizliklar neden olmaktadir. Son yillarda yapilan c¢alismalar otofaji ve kanser

arasindaki iliski hakkinda da 6nemli bilgiler saglamistir (Mathew ve ark. 2007).

1.6.2. Otofajinin Molekiiler Mekanizmasi

Otofaji siirecinde rol oynayan proteinlerin ¢ogu “otofaji baglantili proteinler” ya da
kisaca Atg proteinleri seklinde tanimlanmis olup, mayada yapilan ¢aligmalar sonucunda
giinimiizde 30°dan fazla Atg geni tamimlanmistir (Xie ve Klionsky 2007). Bu
proteinler, otofaji sirasinda otofajik kese (otofagozom) cekirdeklenmesi, kese zari
uzamasi-kapanmasi, tasinmasi, lizozomla kaynasmasi, i¢ zar ve kargonun lizozomda
yikilmas1 ve yapitaglarinin sitoplazmaya tasinmasit gibi degisik asamalarda rol
oynamaktadir (Sekil 1.14a). Otofagozom olusumunun en O&nemli diizenleyicileri
Atgl/Ulk1-2 (Mayada Atgl3 ve memelilerde Ulk1-2) ve Atgl3 proteinleridir. Otofajik
aktivitenin kontroliinde Tor protein kompleksi 6nemli bir rol oynamaktadir. Tor, ilk
olarak mayada mantara kars1 kullanilmak iizere gelistirilmis bir ilag olan rapamisinin
hedefi olarak ortaya ¢ikarilmis ve tinlenmistir. Tor, hiicrede protein sentezi ve hiicresel
biiylimeyi kontrol eden bir kinazdir. Memeli mTor ya da maya TOR protein kiimesi bir
hiicrenin besin ve biiylime faktorii varligini kontrol ederek otofajinin hiicre igin gerekli
olup olmadiginm1 kontrol eder. Memeli mTor ya da maya TOR protein kiimesi mTor’a
baglanan raptor, mLST8, PRAS40 ve DEPTOR adli ve mTOR etkinliginin
diizenlenmesinde rol oynayan proteinlerden olusur. Hiicrede aglik durumunda mTORC1
baskilanir ve Ulkl kompleksinden ayrilir; boylece otofagozomlarin olusumu tetiklenir
(Sekil 1.14b). Otofagozomlarin olusumunda rol oynayan Onemli bir diger protein
kompleksi III. simif phosphoinositol 3 fosfo (PI3P) kinaz Vps34’i iceren kiimedir. Bu
protein kiimesinin aktivitesini diizenleyen en 6nemli protein memelilerde Beclinl/Atg6
proteinidir. PI3P, otofajik kese olusumu icin gerekli olan proteinlerin otofajik vezikiil

filizlenme bolgelerinde 6beklenmesinde rol oynar ve bir¢ok protein i¢in bir birlesme
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platformu olusturur (Obara ve Ohsumi 2008). Otofajik keseler (otofagazom) ¢ift zarl
membrandan olusur. Otofajik zarlarin ER, golgi, mitokondri dig zar1 ve hatta hiicre
zarindan koken alabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Otofajik kese uzamasi ise iibikitinlenme
benzeri iki ayr1 protein-protein kovalent eklenme tepkimesi ile gerceklesmektedir.
Bunlardan birincisinde, Atgl2 proteininin Atg5 proteinine kovalent olarak baglanmasi
katalize edilir. Ardindan Atgl2’ye baglanmis AtgS, Atgl6 ile de birleserek izolasyon
membraninin dis yiizeyine baglanir. Ikinci {ibikitin benzeri sistemde Atg8 (memelilerde
MAP-LC3 ya da kisaca LC3) proteininin, bir fosfotidiletanolamin (FE) yag molekiiliine
kovalent olarak baglanmasidir. Atgl2-Atg5-Atglé kompleksi, Atg8/LC3’lin FE’ye
baglanmasi i¢in gereklidir. Atg8/LC3’lin FE’ye baglanmasi, zar uzamasi i¢in gerekli bir
olaydir (Sekil 1.14d). Ayrica Atg4, kesecik olusumu sonrasinda gorevi tamamlanan
LC3 proteinlerini yagdan kopararak yeniden kullanilmalarina yol agmaktadir (Ohsumi
2001, Mehrpour ve ark. 2010). Atg9 ve dongili sistemi otofajik zardan otofagozom
olusumda rol oynamaktadir (Mehrpour ve ark. 2010). Olusan otofagozom daha sonraki
asamada ge¢ endozom veya lizozomla birleserek tasidigi kargonun pargalanmasina yol
acar. Lizozomal enzimler tarafindan kargonun yikimi sonrasinda, kargo (proteinler,
organeller vb.) ortaya c¢ikan yapitaslart (6rn. aminoasitler, yag asitleri, vb.) tekrar
kullanilmak tizere hiicreye kazandirilir (Sekil 1.14) (Ohsumi 2001, Mehrpour ve ark.
2010).
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Sekil 1.14. Otofajinin diizenlenmesi (Kang ve ark. 2011 degistirilerek alinmigtir).
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1.7. Otofaji-Apoptozis iliskisi

Otofajinin genellikle hiicrenin hayatta kalim ile ilgili bir mekanizma oldugu diisiiniilse
de son yillardaki ¢alismalar otofajinin, hiicre hayatta kalimi ve Olimi arasindaki
karmasik dengede 6nemli bir rol oynadigini géstermektedir. Alternatif programli hiicre
0lim mekanizmalarindan biri olan otofajik hiicre Oliimiine olan ilgi, maya otofaji
genlerinin memeli karsiliklarin1 bulmasi ve ¢alismalarinin morfolojik tanimlardan ¢ok
molekiiler diizeye inmesiyle artmig; sonug olarak, otofaji, apoptoza ek veya alternatif
olarak diisiinlilen temel 6liim yollarindan birisi haline gelmistir. Son yillarda yapilan
calismalarda ise bu iki hiicre Olimiiniin farkli mekanizmalar tarafindan kontrol
edilmesine ragmen (apoptoz i¢in kaspaz selaleleri, otofaji i¢in Atg protein sistemleri) bu
iki programli hiicre 6limii arasinda bir g¢esit baglanti bulunduguna dair elde edilen
veriler artmaktadir (Levine ve Yuan 2005). Apoptozun engellendigi kosullar altinda
otofajinin baskin bir programli 6liim mekanizmasi olarak ortaya ¢ikmasi da bu baglanti
ve iletisimin varligina dair isaretlerden birisidir (Goziiagik ve ark. 2008). Bcl-2 protein
ailesinin Bcl-2 ve Bcl-XL gibi anti-apoptotik iiyelerinin, yalnizca BH3 igeren
proapoptotik proteinler (6rn, Bad) yaninda, en temel otofaji proteinlerinden birisi olan
Beclinl ile iliskiye girdigi ve bu sekilde otofajiyi baskiladigi tanimlanmistir (Pattingre
ve ark. 2005). Bu durumda Bcl-2 proteinleri hem anti-apoptotik, hem de anti-otofajik
bir 6zellik gostermektedir ve otofaji ile apoptozu koordine etmektedir. DAPK (Death-
associated protein kinase) ya da JNK1/2 adli hiicresel stres ve hiicre 6liimii ile baglantili
kinazlarin sirasiyla Beclinl ve Bcl-2’yi fosforillemeleri sonrasi Beclinl, Bcl-XL
proteininin baskilayict etkisinden kurtulup otofajiyi aktive edebilir (Wei ve ark. 2008,
Zalckvar ve ark. 2009). DAPK’in hiicresel kosullara bagli olarak apoptoz ya da
otofajiye yol actigi ve DAPK nakavt farelerde yapilan ¢alismalarda DAPK’1n bu iki
hiicre 6liimii arasinda bir kesisim noktalarindan biri oldugu bulunmustur. (Goziiagik ve
ark. 2008). Son yillarda apoptoz sirasinda Beclinl’ in kaspazlar tarafindan kesilerek
etkisiz hale getirildigi ¢alismalar yayilanmistir. (Norman ve ark. 2010). Bu durum bize
kaspaz aktivasyonu Onemli bir otofajik proteini pargalayarak apoptoz sirasinda
otofajinin sinirlandirilabilecegini gostermektedir. Beclinl’e benzer sekilde, Atg4’iin de
aralarinda bulundugu bir¢ok Atg proteininin kaspazlar tarafindan yikildigina dair veriler
mevcuttur (Betin ve Lane 2009, Norman ve ark. 2010). Ayrica, Atg5 adli diger bir

otofaji proteininin kalpain proteazlar tarafindan kesildigini iddia eden bir g¢alisma
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yayinlanmistir (Yousefi ve ark. 2006). Kesildikten sonra ortaya ¢ikan otofaji protein
pargalarinin, BH3 yapisina benzer 6zellikler tagiyan bolgelerinin mitokondriye gogerek
burada hiicre Olimiine katkida bulunduklar1 One siiriilmiistiir. Yani, proteazlar
tarafindan kesilen otofaji proteinleri, proapoptotik proteinlere doniisiip, mitokondrial
apoptoza katkida bulunabilmektedirler. Apoptoz ve otofaji arasinda baska ilging ve
karmasik baglantilar da mevcuttur. Ornegin, otofaji proteini Atg5’in FADD adlh
apoptoz adaptorii ile protein-protein iliskisi i¢ine girebilecegi, bunun TNF-a’ya yanit
veren ve RIPk1/2’yi igeren bir protein kompleksinin regililasyonunda rol oynadigi
gosterilmistir (Bell ve ark. 2008). Aslinda RIPk’in kendisi de kaspaz-8 tarafindan
kesilebilmekte ve boylece RIPk-JNK1/2 sinyal yolu tarafindan otofaji aktivasyonunu
onlenmektedir (Yu ve ark. 2004). Ote yandan kaspaz-8’in secici otofajinin bir hedefi
oldugu ve otofaji tarafindan yikima ugratildig1 gosterilmistir (Hou ve ark. 2010). Atg5-
FADD iligkisinin, gama-interferon uyarimi sonrasi otofaji aktivasyonunda rol
oynadigina dair veriler de mevcuttur (Blommaart ve ark. 1997). Tiim bu calismalar
otofaji ve apoptoz arasinda karmasik iliskiler bulunduguna isaret etmektedir.

Otofajiyi baskilayan ¢ok ¢esitli kimyasallar vardir. 3 Metiladenin (3-MA), wortmannin,
Klorokin ve LY294002 gibi kimyasallarin otofajiyi baskiladiginin kesfedilmesi, otofajik
hiicre 6liimiiniin analizinde bir doniim noktast olmustur (Seglen ve Gordon 1982).
Farkli hiicre tipleri ve farkli uyaricilar kullanan birbirinden bagimsiz gruplarin
caligmalari, otofajik vesikiiller olusturarak ve lizozomal aktiviteyi arttirarak ilerleyen ve
yukarida siralanan kimyasallar tarafindan baskilanabilen ve kaspazlardan bagimsiz bir
hiicre 6liimii varligin1 gdstermistir. MCF-7 insan meme kanseri hiicrelerinin Gstrojen
reseptdr antagonisti tamoksifen tarafindan tetiklenen 6liimii, 16semi hiicrelerinin TNF-
a’ya bagli Oliimleri, mide ve glioma hiicrelerinin aktive olmus Ras tarafindan
oldiiriilmesi ve sinir hiicrelerinin biiyiime faktorii eksikliginden dolay: 6liimleri bu tiir
calismalara 6rnek gosterilebilir (Bursch ve ark. 1996, Jia ve ark. 1997, Chi ve ark. 1999,
Xue ve ark. 1999). Otofaji tetikleyici veya inhibitdrlerinin kemoterapotik ajanlarla
birlikte iyi ¢alistig1 da yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (Herman-Antosiewicz ve ark.
2006, Bauvy ve ark. 2001; Cao ve ark. 2006). insan myeldid 16semi hiicre soyunda
(K562) krotoksinin indiikledigi apoptotik hiicre 6limiiniin 3-MA tarafindan daha fazla
tetiklendigi gosterilmistir (Yan ve ark. 2006). HT-29 kolan kanser hiicre soylarinda

otofaji inhibitorii 3-MA’nin apoptozu indiikkleyen 5-FU’nun etkisini arttirdigi hiicre
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canliligin1 azaltarak hiicreleri apoptoza gitmeye tesvik ettigi gosterilmistir (Li ve ark.
2009).

1.8. Hiicre Oliimii ve Sag Kalimn ile Tligkili Sinyal Yolaklar
1.8.1. mTOR Sinyal Yolag

Bir serin/treonin protein kinaz olan TOR hiicre biiylimesi, hiicre dongiisii, hiicre
dongiistiniin devamliligi, besinlerin hiicre igine alinimi, protein sentezi ve otofajik
aktiviteyi diizenlemektedir (Arsham ve Neufeld 2006). Rapamisin antifungal bir ajan
olmakla birlikte memeli hiicrelerindeki analogu mTOR’dur (Hay ve Sonenberg 2004).
mTOR, mTORC1 ve mTORC2 olmak fiizere iki ayr1 kompleksten olusur. Besinin az
bulundugu bir ortamda otofaji indiiksiyonu goriiliirken, besinin bol bulundugu ortamda
TOR proteini Atgl3’ii fosforile ederek otofajiyi baskilamaktadir. Ac¢lik durumlarinda
ise TOR proteinin inaktivasyonu ile Atgl3 defosforile hale gelir ve bir serin treonin
kinaz olan Atgl’e baglanir. Atgl aktivasyonu dogrudan otofajini indiiklenmesi ile
iligkilidir. Memelilerde bu kompleksin karsiligi ULK:Atgl3: FIP200 (200 kDa fokal
adezyon kinaz ailesi ile etkilesen protein) proteinleridir. Cok yakin zamanda ULK1 ve
ULK2 proteinlerinin mTOR kinaz ve AMPK (adenozin monofosfat ile aktive olan
protein kinaz) ile direkt etkileserek ve memelilerde otofajinin baglamasina eslik ettigi
gosterilmistir (Shang ve Wang 2011). Bu durumun aksine Tor yolaginda yer alan
proteinlerden ribozomal S6 proteinin hedefi olan S6K proteinin fosforilasyonu ise
otofajinin baskilanmasinin bir isaretidir (Sekil 1.15) (Scott ve ark. 2004).
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Sekil 1.15. mTOR sinyal yolagi (Anonim 2016).

1.8.2. PI3K/Akt Sinyal yolag

PI3K/AKT sinyal iletim yolagi, hiicre c¢ogalmasin1i uyarmasi ve apoptozu
engellemesinden dolay1 6nemli bir role sahiptir (Franke ve ark. 2003). Bu yolagin farkli
komponentleri insan kanser hiicrelerinin biiyiik kisminda diizenlenmesinin azaldig:
bulunmustur. AKT serin/treonin kinaz ailesi son derece korunmus {i¢ iiyeye sahiptir:
AKTI1, AKT2 ve AKT3. AKT nin aktivasyonu membrana proteinin baglanmasini ve iki
farkli bolgede fosforilasyonunu saglar. Bu islemde, iki farkli kinaz vardir: PDK1 ve
mTOR-Rictor kompleksi (Sarbassov ve ark. 2005). Tamamen aktif halde olan AKT
plazma mebranindan ayrilir ve sitoplazma ve nukleusta yer alan substratlar: hedef alir.
AKT yolaginin bilesenleri Sekil 1.16’de 6zetlenmistir. Aktif haldeki Akt de TORu
aktive ederek otofajiyi bloke etmektedir. Bir tlimor baskilayict protein olan PTEN ise
PI3K/Akt yolag: ile ters yonde galisarak otofajinin arttirilmasinda gorev yapmaktadir.
Nitekim PTEN molekiiliinde meydana gelen mutasyonlarin otofajiyi baskiladigi yapilan
caligmalarda gosterilmistir (Arico ve ark. 2001).
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Sekil 1.16. PI3K/AKT yolag: (Roviezzo ve ark. 2007 degistirilerek alinmistir).

1.8.3. Otofaji ve Apoptotik Yolak Arasindaki Onemli Oyuncular: Bcl-2 ve Bcl-xL

Otofaji ve apoptoz arasindaki iliski farkli durumlarda 6zetlenebilir. Otofaji apoptozun
baskilandig1 durumlarda, hiicrelerin 6liimiine neden olabilirken, apoptozu baskilayarak
hiicrenin hayatta kalmasini saglayabilir. Bir diger durum ise, apoptoz i¢in 6n kosul
olabilmesidir. Birer anti-apoptotik protein olan Bcl-2 ve Bcl-xL apoptozu inhibe
edebildigi gibi otofajiyi de otofagozom yapilarinin olusumunda gorev alan proteinler ile
baglant1 kurarak inhibe edebilmektedir. Otofagozum yapilarint olusumunda 6nemli
gorevi olan Vps34 PI3K aktivasyonu, Atg6/Beclin tarafindan kontrol edilir. Bel-2 ve
Bcl-xL, Beclin proteininin BH3 bdolgesine baglanir ve bdylece otofajiyi inhibe eder
(Levine ve ark. 2008). Bcl-xL, JNK tarafindan tarafindan fosforile edildiginde inaktif
forma gecger ve Beclin’e baglanmasi engellenir, otofaji aktif formda kalir. Beclin
yaninda, Vps34 diizenleyici proteinlerden biri olan Bif-1 de hiicre 6liimii ile iliskilidir.

Bif-1, otofaji yaninda, Bax/Bak aktivasyonu ile apoptozu da diizenlemektedir.
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1.9. Metal Bazh Bilesikler
1.9.1. Palladyum (II) Bilesiklerinin Kanser Tedavisindeki Yeri

Karsinogenez, sayisiz genin, proteinlerin, sinyal yollarinin ve hiicre tiplerinin koordineli
etkilesimini gerektiren karmasik bir siirectir. Bu yiizden kanser tedavisinde daha etkin
tedavinin nasil saglanacagi halen arastirma konusudur. Gilinlimiizde, 6zellikle tedavi
imkanlar1 igerisinde ilk siray1 alan kemoterapi, mevcut ilaglar gercevesinde yetersiz
kalmakta ve bircok kanser tiiriinde etkin bir tedavi saglanamamaktadir. Bu nedenle son
yillarda yapilan kanseri Onleyici yeni ila¢ gelistirme g¢alismalart heyecan ve umut
vaadeden bir alan olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ozellikle kanser tedavisinde metal
bilesiklerin ¢ok cesitli tiimdr hiicre soylarina karsi umut verici etkilerinden dolay ilag
olarak kullanimi yayginlasmistir (Abu-surrah ve ark. 2008, Ferraz ve ark. 2009,
Garoufis ve ark. 2009, Ulukaya ve ark. 2011a,b). Pt ve Pd gibi metal bilesigi igeren
antikanser ajanlarin DNA’da iplikler arasi ¢apraz baglarin, DNA kalintilarinin
olusumuna yol agarak sitotoksik ve apoptotik aktiviteyi modiile ettigi bildirilmektedir
(Zhu ve ark. 2009). Bu metal bilesiklerden olan Pd; antifungal, antiviral, antitimor ve
antibakteriyal etkilere sahiptir. Bu yapidaki kimyasallarin suda kolay ¢6ziinebilmeleri,
membranlardan kolayca gegip ve hiicre igerisine DNA’ya baglanabilmeleri, ayrica yan
etkilerinin daha az olmasi tercih edilmelerine neden olmaktadir (Abu-Surrah ve ark.
2008). Ayrica yapilan calismalarda Pd (II) bilesiklerinin kanser hiicrelerinde hiicre
6liimiinii arttirarak apoptozise neden olduklar1 gosterilmistir (Keter ve ark. 2008, Guney
ve ark. 2011a, Ferraz ve ark. 2011, Miklasova ve ark. 2009). Pd (Il) bilesiklerinin bu
sitotoksik etkiyi DNA’da yliksek diizeyde hasarlar olusturarak yaptiklar1 da goriilmiistiir
(Miklasova ve ark. 2009).

Platin bazli anti-kanser ajanlar olarak bilinen sisplatin, karboplatin ve oksaliplatin
yaklasik 30 yildir; yumurtalik, testis, rahim, bas, boyun, kiiciik hiicreli akciger,
kolorektal, serviks ve lenfomayi da igeren bir¢cok kanser tiiriiniin tedavisinde klinik
olarak kullanilmaktadir (Mansuri-Torshizi ve ark. 1992, Rabik ve Dolan 2007, Divsalar
ve ark. 2007, Petrovic ve ark. 2007). Giinlimiizde basaril1 metal bazl ilaglara ek olarak
farkli etki mekanizmalarina sahip tiimor inhibe edici metal bilesiklerin sentezi ve sayisi
giderek artmaktadir. Pd tiirevlerinin; sisplatin, karboplatin ve oksaliplatin gibi standart
platin bazli ilaglara benzer sekilde sitotoksik aktivite gosterdigi, ayn1 zamanda diger agir

metal anti-timor bilesiklerine gore daha az yan etkiye sahip oldugu bilinmektedir.
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Sisplatin, tiim diinyada kullanilan en etkili anti-tiimor ilag olarak bilinmesine ragmen;
nefrotoksisite, norotoksisite, kusma ve bulantiy1 da igeren ciddi toksik yan etkilerinin
olmasi hastalara verilen dozu smirlamaktadir. Programli hiicre 6liimii apoptozun
inaktivasyonu gibi birtakim mekanizmalar ile kanser hiicrelerinde kullanilan sisplatine
kars1 birgok kanser tiirii direng gelistirebilmektedir (Mansouri-Torshizi ve ark. 2011,
Zhang ve ark. 2011). Klinikte kullanilan ilk platin bazli ilag olarak kabul goéren
sisplatinin belirtilen bu yan etkilerden dolayi, 1985 yilinda yerini dezavantajlarini
azaltan karboplatin, 1966 yilinin sonlarina dogru da ficiincii platin bazli ilag olan
oksaliplatin klinikte kullanilmaya baslanmistir (Starha ve ark. 2009). Pd (II)
bilesiklerinin, kimyasal ve yapisal 6zellikleri bakimidan Pt (II) bilesikleri ile benzerlik
gostermesinden dolayr anti-tiimor etkiye sahip olduklari tahmin edilmektedir. Son
yillarda yapilan calismalar, bazit Pd (II) bilesiklerinin standart platin bazl ilaglar
(sisplatin, karboplatin ve oksaliplatin) ile karsilastirildiginda belirgin diizeyde in vitro
sitotoksik etki gosterdigini kanitlamaktadir (Rau ve van Eldik 1996, Miklasova ve ark.
2009, Guney ve ark. 2011a). Ayrica metal i¢eren antitiimdr ajanlarin 6nemli bir 6zelligi
olarak, baz1 Pd bilesiklerinin tedavide kullanilan sisplatin ilacina gore yiiksek anti-
timor aktiviteye ve daha az bobrek toksisitesine neden olduklart gésterilmistir (Divsalar
ve ark. 2007, Ulukaya ve ark. 2011b). Ulukaya ve ark. (2011b) tarafindan Pd (II)
[Pd(sac)(terpy)](sac).4H,0] bilesiginin insan meme kanseri hiicre soylari (MDA-MB-
231 ve MCF-7) ilizerine biiyiimeyi baskilayici/sitotoksik etkileri arastirilmis, doz ve
zamana bagli olarak Pd (II) bilesiginin gii¢lii anti-biiylime etkisi in vitro olarak
gosterilmistir. Ayrica bu etki, Balb/c farelerde in vivo olarak da dogrulanmistir. Pd
bilesigi MDA-MB-231 hiicrelerinde anti-invazif etkiye sahip oldugunun gostergesi
olarak matrijel tizerinde tiibiil formasyonunu etkili bicimde bozdugu gézlenmistir. Yine
bu ¢alismada Pd (II) bilesiginin apoptozisi DR4 ve DRS isimli apoptozis hiicre 6lim
genleri araciligi ile indiikledigi gosterilmistir. Ulukaya ve ark. (2011a) tarafindan
yukaridaki ¢alismaya ek olarak yeni Pt (II) ve Pd (II) bilesiklerinin biiylime inhibe edici
etkilerini ii¢ farkli akciger kanseri hiicre soyunda (A549, H1299 ve PC3) arastirilmistir.
Sonug olarak, Pd (IT) bilesiginin ([PdCl(terpy)](sac)-2H2,0) mitozu inhibe ederek ve
nekrotik hiicre 6liimiinii uyararak biitiin hiicre soylarinda biiyiime inhibe edici etkisinin
oldugunu ve bu biiyiime karsiti etkisinin sisplatinden (akciger kanseri i¢in standart

kemoterapotik ajan) daha fazla oldugunu bulmuslardir. Matesanz ve ark. (1999)
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tarafindan yapilan bir ¢alismada Pd (II) bis(tiyosemikarbazon) bilesiginin sitotoksik
etkilerini Hela (insan serviks epitel karsinom hiicresi), Pam 212 (normal fare
keratinosit), Pam-ras (H-ras onkogen transforme edilmis fare keratinosit ve sisplatin
direngli) ve Vero (transforme maymun bobrek fibroblast hiicresi) hiicre soylar tizerinde
aragtirtlmistir. Sonug olarak, Pd (II) bilesiginin biitiin hiicre soylarinda klinikte
kullanilan ilaglara gore (sisplatin, etoposid ve adriamisin) IC50 degerinin daha diigiik
oldugu ve yiiksek sitotoksik aktivite gosterdigi bulunmustur. Budzisz ve ark. (2004); Pt
(1) ve Pd (II) bilesiklerinin sitotoksisitesini, alkilleyici etkisini, apoptozis indiikleyici
ozelligini ve DNA’ya baglanma yetenegini pirazol iceren ligandlar ile (1b: 5-(2-
hydroxyphenyl)-1,3-dimethyl-4-methoxycarbonyl-1H]-2-pyrazole) test etmislerdir. Pt
(1) (cis-[Pt(1b)2CI2] ) ve Pd (ll) (trans-[Pd(1b)2CI2]) bilesiklerinin 16semi hiicre
soylarina (HL-60 ve NALM-6) kars1 yiiksek sitotoksisite gosterdigi ayrica kaspaz-3
aktivitesini indikledigi bulunmustur. Szucova ve ark. (2006); Pt (1) ve Pd (lI)
bilesiklerinin ve CDK (Siklin bagimli kinaz) inhibitorlerinin anti-timdr aktivitesi kronik
miyeloid 16semi (K-562), meme kanseri (MCF-7), malign melanom (G-361) ve
osteojenik sarkom (HOS) kanser hiicre soylarinda arastirilmistir. Elde edilen sonuglarin
sisplatin i¢in elde edilen degerler ile benzer ve oksaliplatin degerlerinden daha iyi
olmasi nedeni ile umut verici bulunmustur. Mansouri-Torshizi ve ark. (2008) yaptiklari
caligmada, 2,2°- bipiridin ve ditiokarbamat ligandlar1 iceren Pt (II) ve Pd (II)
bilesiklerini sentezlemislerdir. Bu bilesiklerin sitotoksik etkileri in vitro kosullarda
K562 (insan kronik miyeloid 16semi) hiicre soyunda degerlendirmislerdir. Pd (IT) (IC50:
18 uM) ve Pt(Il) (IC50: 14,3 uM) bilesiklerinin %350 sitotoksik konsantrasyon
degerlerinin sisplatinden (IC50 :154 uM) daha diisiik oldugunu ve sisplatinden daha
etkili oldugunu belirlemislerdir. Keter ve ark. (2008) yaptiklar1 calismada, Pd (II) ve Pt
(1) pirazol bilesiklerinin kanser hiicrelerinde apoptozise neden olarak hiicre dliimiini
arttirdiklarint gostermislerdir. Bu c¢alismada; Pt (II) dikloro-bis(pirazol) bilesiklerinin,
insan servikal epiteloid karsinom hiicre soylarinda (CaSki ve HelLa) ve insan T-hiicresi
16semi soyunda (Jurkat) diger bilesiklere gore daha fazla pro-apoptotik etkiye sahip
oldugu belirlenmistir. Apoptozis; fosfotidilserinin membran dis yiizeyine transloke
olmasi, kaspaz-3 aktivasyonu, DNA fragmentasyonu yontemleri ile gosterilmistir.
Miklasova ve ark. (2009) tarafindan yeni sentez edilen Pd bilesikleri ile organoarsenik

ligandlarin potansiyel anti-tlimor etkisi ve genotoksisitesi insan tiimdr (MLS) ve normal
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hiicre (Hfl-1) soylarinda arastirilmistir. Pd bilesiklerinin normal hiicrelerde oldugu gibi
timor hiicrelerinde de 24 saat sonunda hiicre canliligini inhibe ederek anti-proliferatif
etki gosterdigi bulunmustur. Bu calismada Pd bilesikleri; insan tiimor hiicrelerinde
(MLS), normal hiicrelere (Hfl-1) gore daha yiiksek sitotoksisite gostermis ve Oldiirticii
doz standart metal bazli kemoterapdtik ilaglarla (karboplatin ve oksaliplatin)
karsilastirilmistir.  Biitiin  bilesiklerde IC50 degerleri MLS hiicrelerinde Hfl-1
hiicrelerine gore daha diisik bulunmustur. Farkli Pd bilesiklerinin DNA’da yiiksek
diizeyde hasarlar olusturduklar1 ve apoptozisi indiikledikleri belirlenmistir. Bu
bilesiklerden, Pd (I1) [PdCI,L2](L:2-methoxyphenyl)-diphenylarsine) bilesiginin timdor
hiicrelerinde apoptozisi indiikklemede onemli etkiye sahip oldugu bulunmustur. Bu
etkinin bilesiklerin DNA ikincil yapi ile etkilesimine bagh oldugu belirtilmistir. Ferraz
ve ark. (2011) tarafindan Pd (l11)-2-Benzoil Piridin-N-(4)-tolil tiyosemikarbazon
bilesiklerinin HepG2 (insan hepatoma), Jurkat, HL60 (insan promiyelositik 16semi) ve
HL60.Bcl-XL hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri arastirilmistir. [Pd(2Bz40T)Cl] ve
[Pd(2Bz4mT)CIl] bilesiklerinin Jurkat ve HL60 hiicrelerinde sisplatine benzer sekilde
sitotoksik etki gosterigi bulunmustur. Bu ¢alismada; Pd (II) bilesikleri [Pd(2Bz40T)Cl]
normal-tip HL60 ve Jurkat hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ederken, direngli
HL60.Bcl-XL 16semi hiicreleri Pd (II) bilesigine [Pt(2Bz40T)Cl] karsi direngli
bulunmustur. Hiicrelerde Bcl-XL proteininin asir1 ekspresyonunun, ilaglar tarafindan
indiiklenen g¢esitli sitotoksik uyaranlara direng kazandirdigi bilinmektedir. Bu anti-
apoptotik  protein, membran potansiyelini  ve mitokondrinin  homeostazisini
diizenlemektedir. Ayrica hiicrelerde apoptotik uyaranlarla muamele edilmis
degisiklikleri inhibe etmekte ve apoptozis ile hiicre 6liimiinii 6nleyerek hiicre canliligini
desteklemektedir. Bu direng apoptozis ile hiicre 6liimiinde bulunan mitokondriyal yolun
etkisinin inhibe edilmesine baglidir. Bu c¢alismanin sonucunda, Pd (II) bilesiginin,
[Pd(2Bz40T)Cl], HL60 hiicrelerine karsi sitotoksik etkisinin apoptozis ile hiicre
Oliimiiniin indiiksiyonuna bagl oldugu bulunmustur. Nadeem ve ark. (2010) yilinda
yaptiklar calismada, baz1 Pd (II) bilesiklerinin sitotoksik etkilerini insan prostat kanseri
hiicresinde (PC-3) gostermislerdir. Arastirilan Pd (II) bilesiklerinin insan prostat kanseri
hiicreleri iizerindeki etkileri doksorubisin ile karsilastirildiginda Pd (II) bilesiklerinin

onemli sitotoksik aktivite gésterdigi sonucuna varilmistir.
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Sonug olarak yapilan tiim bu ¢alismalar kanser tedavisinin gelismesi, yeni hedeflerin ve

yaklagimlarin ¢ogalmasi agisindan 6nem arz etmektedir.

1.9.2. Palladyum (IT) Bilesiklerinin DNA Uzerindeki Etki Mekanizmasi

Pd metali ilk olarak 1803 yilinda William Hyde Wollaston tarafindan kesfedilmistir.
Atom numarasi1 46 ve atom agirhigr 106,42 g/mol’diir. Yapisal ve kimyasal 6zellikleri
acisindan Pt metaline benzerdir. Pt ve Pd bilesikleri arasindaki benzerlik, Pd
tiirevlerinin de potansiyel anti-kanser ilaglar olarak arastirilmasini saglamaktadir (Zhang
ve ark. 2011).

Sisplatin gibi metal bazli ilaglarin metal merkezleri pozitif yiklidiir ve DNA gibi
negatif yiiklii biyomolekiillere baglanma yetenegine sahiptirler. Hem Pt (1) hem de Pd
(I bilesiklerinin DNA ile etkilesimlerinin mekanizmalar1 arastirilmis ve DNA’y1 iki
farkli mekanizma tizerinden etkiledikleri anlasilmistir.

Birinci mekanizma, Pt (II) veya Pd (II) iyonlarinin DNA sarmalindaki amino uglarina
baglanmasina ve bir koordinasyon molekiilii olusturmasina dayanmaktadir. Kiiciik
hacimli Pt (1) veya Pd (Il) bilesikleri DNA'y1 olusturan piirin bazlari guanin ve adenin
ile etkilesir ve bu uglardan DNA sarmalina baglanirlar. Pt (II) veya Pd (II) iyonlariin
DNA’ya baglanmasi sonucunda, hiicre boliinmesi sirasinda DNA sentezi imkansiz hale
gelir ve DNA'si1 tamir edemeyen hiicre o6liir (Petrovic ve ark. 2007). lkinci
mekanizmada ise, biiyiik hacimli ligandlarin bagh oldugu Pt (II) veya Pd (II) bilesikleri
DNA ¢ift sarmalinda araya girer (interkalasyon) ve DNA’ya hidrojen baglariyla
baglanarak hiicre boliinmesini durdurur (Howe-Grant ve ark. 1976, Petrovic ve ark.
2007).

Sisplatin gibi platin bazli antikanser ilaglarinin DNA hasarina yol agarak etki
gosterdikleri diistinlilmektedir. Pt bazli ajanlar hiicre duvarmi aktif veya pasif
difiizyonla gectikten sonra DNA, RNA ve proteinlere baglanirlar. DNA’ya baglanma ile
transkripsiyon ve replikasyon mekanizmalarinin engellenir ve sonugta kanser hiicresi
olir. Platinli ajanlar DNA’da tek ya da c¢ift zincir kiriklarina neden olmakta ve
apoptozisi arttirmaktadirlar (Takahara ve ark. 1996).

Oksaliplatin, diger bir platin bazli ilag olan sisplatin ile cesitli mekanik o6zellikleri
bakimindan benzerdir. Sisplatin gibi oksaliplatin de esas olarak interstrand (zincirler

arasi, DNA’nin karsilikli zincirlerinde) capraz baglarin ve ayni zamanda hiicresel
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DNA'da intrastrand (zincir i¢i, tek DNA zincirinde) ¢apraz baglarin ve DNA-protein
carpraz baglarin olusumunu indiikler. Tim bu oksaliplatinin indiikledigi DNA
lezyonlarmin hiicre biiyiimesi inhibisyonunda rol oynamasi muhtemeldir. Baglantilarin
tipi, ilacin sitotoksisitesiyle ilgilidir (Faivre ve ark. 2003).

Sisplatin DNA’ya baglandiginda baslangigta, ¢ift sarmalin genel yapisinda bozulma
olmamasina ragmen, baglanti bolgesinde 35-400’lik bir biikiilme, platinin DNA’ya
baglandig1 bolgede seker-fosfat omurgasinda ve daha sonra da genel yapida
konformasyonel degisikliklere neden olmaktadir. Replikasyon, DNA c¢ift sarmal
yapisinin kromatinden ¢oziilmesi, ¢ift sarmal yapilarinin ayrilmasi ve orijinal zincirlerin
kalip olarak kullanilip yeni DNA sentezlenmesini igerir. Pt’'nin DNA’ya baglanmasi
DNA’nin yapisal diizenini degistirir, dolayisiyla DNA sentezi i¢in énemli bir enzim
olan DNA polimerazin baglanma bolgesi de degisiklige ugramis olur (Takahara ve ark.
1996). Sonug¢ olarak sisplatin-DNA baglantisinin olusumu DNA transkripsiyonu ve
replikasyonunu bloke etmektedir (Keter ve ark. 2008).

Pd bilesigi DNA'y1 esit olmayan iki pargaya ayirir ve hafif DNA parcasi yerine agir
parcgaya giiclii bir sekilde baglanir (Mansouri-Torshizi ve ark. 2008). Yapilan ¢aligmalar
Pt (1) bilesikleri gibi DNA‘da yiiksek diizeyde hasar olusturdugunu ve apoptozisi
indiikledigini gostermistir (Keter ve ark. 2008, Miklasova ve ark. 2009). Ulukaya ve
ark. (2011b) yaptig1 ¢alismada ise Pd (Il) bilesiginin apoptozisi DR4 ve DRS5 isimli

apoptozis 6liim genleri lizerinden indiikledigi bulunmustur.
1.9.3. Tez Calismasinda Kullanilan Palladyum (II) Bilesiginin Biyokimyasal Yapisi

Bu tez ¢alismasinda kullanilan [Pd(bpma)(barb)]CI-H20 olarak formiile edilen Pd (1)
bilesigi, Uludag Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya boliimii Prof. Dr. Veysel Turan
Yilmaz ve ekibi tarafindan sentezlenmis, karakterizasyonu yapilmis ve yaymlanmistir
(Igsel ve ark. 2015). Pd (11) bilesigi sentezinde Pd (II) iyonlari; barbitiirik asit, C1” ve su
ile koordinasyonu sonucu olusmaktadir. Pd (II) komplesinin agik yapisi asagida
verilmistir (Sekil 1.17).

Barbitiiratlar barbitiirik (pirimidin- 2,4,6 (1H, 3H, 5H) -trion) asit tiirevleridir. Birgok
barbitiirat sakinlestirici ve uyku getirme amaciyla kullanilan agir bir etki yaratabilen ve
ayni zamanda anestezik amagli da kullanilabilen yapilaridir. Ayrica anksiyete, epilepsi

ve diger bir¢ok psikiyatrik bozukluklarin tedavisinde kullanilmaktadirlar (Willete ve

40



ark. 1987, Fillaut ve ark. 2002, Ashnagar ve ark. 2007). 5,5-Diethylbarbituric asit
(Hbarb) ise tipta kulllanilan en eski barbitiiratlardan olup barbital, veronal ve diemal
olarak da bilinir (Doran 1959). Barbitiiratlar viicutta yaygin bir sekilde dagilirlar. Fotal
dolasima ve siite kolayca gecebilmektedirler.

Barbitiiratlar, farkli metal iyonlarina kars1 farkli koordinasyon yetenekleri gosterirler.
Protonlanmig nitrojen ve karbonil oksijen atomlarmin birisi veya her ikisinin
araciligiyla, mononuleer polimerlerden koordinasyon polimer formunda metal
kompleksi olustururlar. Barbitiiratlarin stipermolekiiller ve koordinasyon 6zellikleri
lizerine son zamanlarda literatiirde yapilmis ¢ok sayida ¢alismalar mevcuttur
(Mahmudov ve ark. 2014).
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Sekil 1.17. Palladyum (I1) bilesiginin kimyasal yapisi [Pd(bpma)(barb)]C1-H20
bpma: bis (2-pridimetil) amin, barb: 5,5- Dietilbarbitiirik asit, Pd:palladyum (igsel ve
ark. 2015).
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kimyasal maddeler

-Palladyum (II) bilesigi, Uludag Universitesi Fen Fakiiltesi Kimya Béliimii
-Klorokin, Sigma, Almanya

-3 Metil Adenin, Sigma, Almanya

-MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2)-2,5-diphenyl tetrazolium bromid), Sigma, Almanya

-Adenosine 5'-triphosphate (ATP) bioluminescent somatic cell assay kit, Sigma,
Almanya

-Muse® Annexin V & Dead Cell Assay Kit, Merck Millipore
-Muse® Caspase-3/7 Assay Kit, Merck Millipore

-Muse® Mitopotential Assay Kit, Merck Millipore

-Muse® Oxidative Stress Kit, Merck Millipore

-Muse® H2A.X Activation Dual Detection Kit, Merck Millipore
-Muse® PI3K Activation Dual Detection Kit, Merck Millipore
-Fetal sigir serumu (FBS), PAA, USA

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

-L-glutamin, Gibco
-Fosfat tuz tamponu (PBS), HyClone, Thermo Scientific, USA

-Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI), Lonza

-0,05% Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Tripsin-EDTA), Gibco, USA
-Dimetil siilfoksit (DMSO), Sigma, Almanya

-Triton X-100, Sigma, Almanya, Israil

-Tripan mavisi (% 0,5), Biological Industries

-SDS Molecular Biology grade, BioChemica Applicham, Almanya
-Annexin V-Fluos, Roche

-Cell Viability Imaging kit, Roche, Almanya

-N-acetyl-L-cysteine (NAC), Sigma

-Z-Vad-fmk, pan-kaspaz inhibitorii, Enzo
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2.1.2. Sarf malzemeler

-25cm? ve 75cm” lik flask, Thermo Scientific

-6 kuyulu plate, Costar

-96 kuyulu flat plate, Costar

-5ml ve 10ml hacimlerinde enjektorler, Genject

-10ul’lik pipet uglari, Biohit

-100ul’lik pipet uglari, Corning

-1000ul’lik pipet uglari, Ayset

-Steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron ¢apinda), Millex, Millipore
-Steril santrifiij tiipleri (15ml), SPL

-Steril santrifiij tiipleri (50ml), SPL

-Thoma lami, Bright —Line, Hausser Scientific Horsham, PA, USA
-Kriyovial, ATS

-2 ml‘lik cam pastor pipetler, Isolab

-1 ml ve 5 ml‘lik Kombi tip, Eppendorf, Almanya
-Otoklavlanabilir cam sise, Isolab, Almanya

2.1.3. Cihazlar

-Spektrofotometre (FLASHScan S12, Analytik Jena, Almanya)
-Hassas terazi, SHIMADZU AUW220D

-Luminometre (FL.800 Mikroplate Floresans Okuyucu)
-Muse Cell Analyzer Cihazi, Merck

-CO;, inkiibatorii, Sanyo, Japonya

-Mikroplate inkiibator ve ¢alkalayici, Heidolph, Almanya
-Buharl sterilizator (Otoklav), Niive OT4060, Tiirkiye

-Steril kabin, ESCO, Singapur

-Multipipet cihazi, Multipette eppendorf, Hamburg, Almanya
-Inverted mikroskop, Olympus CKX41, Japonya

-Aspirator, Rocker 300, Tayvan

-Kuru hava sterilizatorii, Elektro-mag M 420, Tiirkiye
-Santrifiij, Rotina 35R, Almanya

-10ul, 100ul ve 1000ul’lik pipet seti, Orange Scientific
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-0,5-5ml pipet, Brand

-10ml pipet, Eppendorf

-5-5ul Transferpipet, Thermo Scientific
-Pipet boy, ISO fill

-Luminex XMAP teknoloji

-20-200u1 Transferpipet, Brand, Almanya

2.2. Yontemler
2.2.1. Uludag Universitesi Tarafindan Sentez Edilen Pd (IT)
[[Pd(bpma)(barb)]Cl.H20] Bilesiginin Hazirlanmasi

Uludag Universitesi Kimya Boliimii tarafindan yeni sentez edilen Pd (II) bilesiginin
stok ¢ozeltisi (50 mM); 500 ul DMSO igerisinde 0,0136 g Pd (II) bilesiginin ¢dziilmesi

ile hazirlandi.

2.2.2. inhibitorlerinin Hazirlanmasi

Calismalarda kullanilacak olan otofaji inhibitorlerinden 3-MA, ana stok 50 mM olacak
sekilde 7,458 mg tartilarak 500 pl molekiiler biyoloji su igerisinde, diger bir inhibitor
olan klorokin 1 ml molekiiler biyoloji su igerisinde 0,0257 g tartilarak hazirlandi.
Hazirlanan bu stoklar -20°C’de her deney igin kullanilacak miktara gore
porsiyonlanarak saklandi. Apoptozis analizleri i¢in kullanilan pan-kaspaz inhibitorii Z-
vad-fmk 46,7 mg tartilarak 10 ml DMSO igerisinde ana stok 10 mM olacak sekilde
hazirlandi. ROS (Reaktif oksijen tiirleri) siipiiriicii olan bilinen N-asetil-L-sistein (NAC)
ana stogu 280 g tartilip 1,148 pl molekiiler biyoloji su icerisinde ¢oziinmesi saglanarak

deneylerde kullanild:.

2.2.3. Hicre kultiirii

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dalinda gérev yapan Prof. Dr.
Cumhur Giindiiz’den temin edilen LNCaP (ATCC CRL 1740) ve PC-3 (ATCC CRL
1435) prostat kanseri hiicre soylari ve PNTI1A saglikli prostat hiicre soylar1 kriyovial
denen kaplar icerisinde -80°C dolaplarda saklandi. Kullanilan hiicre soylarindan
LNCaP birincil timdrden tiirevlenen iyi farklilagmis prostat kanseri hiicre soyudur.

Karakteristik biyokimyasal bir belirleyici olan, prostat spesifik antijen salgilar ve buna
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bagli fonksiyonel androjen reseptorii agisindan olarak androjene duyarlidir. p53 ifadesi
dogal tip olarak tanimlanmigtir. PC-3 (ATCC CRL 1435) hiicre soyu gibi androjene
duyarsizdir. PC-3 hiicreleri p53 ve AR (Androjen reseptorii) ifadesinden yoksundur.

2.2.3.1. Hiicre Soylarimin Stoktan Cikartilmasi

Deneysel c¢alismalarda kullanilmak iizere, kriyoviallerin i¢inde bulunan hiicreler -80°C
den alinarak sicak su banyosunda hizli bir sekilde ¢oziildii. Hiicre siispansiyonu; falkon
tiip igerisinde %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve %1 L-glutamin (Gibco) bulunan 5
ml RPMI (“Roswell Park Memorial Institute Medium”) besiyerine alindi. 800 rpm’de 5
dk santrifiij edilen falkon tiipiin iizerindeki siipernatant kismi santrifiij sonrasi aspire
edildi ve hiicre peleti 1 ml besiyeri ile sulandirilarak hiicrelerin siispanse hale gelmesi
saglandi. Hiicre siispansiyonu igerisinde 5 ml besiyeri bulunan 25 cm®lik flasklara

(Thermo Scientific) alinarak 37°C’de, %5 CO> igeren ortamda inkiibe edildi.

2.2.3.2. Hiicre Soylarmnin Pasajlanmasi

Hiicre soylarinin, yogunluguna ve deneysel ihtiyaclara bagl olarak her 2-3 giinde bir
pasajlar1  gergeklestirildi. Oncelikle hiicre soylari, flaskin yiizeyini %60-70
kapladiklarinda (konfluent olduklarinda) flask icerisindeki besiyeri aspire edildi.
Hiicreleri serumdan uzaklastirmak amaciyla 25 em?lik flask igerisine 2 ml 1X PBS
(Gibco) ilave edilerek hiicre yiizeyinin yikanmasi saglandi. PBS ortamdan aspire
edilerek uzaklastirildiktan sonra flask yiizeyine yapisan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari
i¢in 0.5 ml %0.05 Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu kullanild: ve hiicreler 37°C’de, %5
COy’li ortamda 5 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda mikroskopla
incelendiginde yiizeyden ayrildig1 gozlenen hiicreler, tripsinin inhibe olmasi i¢in on kati
besiyeri ile muamele edildi. Boylelikle tripsinin hiicreler yiizeyden ayrildiktan sonra
hiicre membranina zarar vermeye baslamasi engellenmis oldu. Flaskda bulunan hiicre
slispansiyonu, icerisinde besiyeri bulunan 15ml’lik falkon tlip icerisine alindi. 800
rpm’e 5 dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim aspire edildi ve elde edilen
hiicre peleti 1 ml hiicre besiyerinde ¢oziindiikten sonra hiicre siispansiyonu 75 cm? lik

flasklara alinarak 37°C’de, %5 CO; iceren ortamda inkiibasyona birakildi.
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2.2.3.3. Hiicre Soylarimin Stoklanmasi

Flask igerisindeki hiicreler konfluent olduklarinda besiyeri aspire edilerek hiicre artiklari
uzaklastirildi. Hiicreler 1X PBS ile yikandiktan sonra PBS aspire edildi ve hiicrelerin
flaskin yiizeyinden kalkmalarini saglamak i¢in %0.05 Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu
ile muamele edildi. Mikroskopla bakildiginda flaskin yiizeyinden ayrildigi gozlenen
hiicrelere tripsinin inhibe edilmesi i¢in on kati besiyeri ilave edildi. Flaskda bulunan
hiicreler, i¢cinde besiyeri bulunan 15 ml’lik falkon tiip (Orange Scientific)’e alindi. 800
rpm’de 5 dk santrifiij edilen hiicreler siipernantant kismi aspire edilerek pelet lizerine
her bir kriyovial i¢in 1518a hassas olan 1.5 ml dondurucu medium (5 ml DMSO + 5 ml
FBS + 40 ml DMEM) ilave edildi. Daha sonra hiicre siispansiyonu kriyovialler i¢erisine
dagitilarak -80°C’ye kaldirildi.

2.2.3.4. Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmasi

PC-3, LNCaP ve PNT1A hiicre soylarinin biiylimesi i¢in gerekli besiyeri ortami su
sekilde hazirlandi:

RPMI 1640 (Hyclone USA) besiyerine %10 Fetal Bovine Serum (Hyclone USA), %1
Penisilin-Streptomisin Soliisyonu (10.000U/ml penisilin, 10mg/ml streptomisin, Gibco)
ve %1 L-glutamin (Gibco) ilave edildi.

2.2.3.5. Hemositometre ile Hiicrelerin Sayim

Hiicre sayim1 yapabilmek amaciyla oncelikle hiicrelere tripsinizasyon islemi uygulandi.
Elde edilen hiicre siispansiyonundan 10 pl alindi ve 96 kuyucuklu bir hiicre kiiltiirii
kabimin bos bir kuyusuna eklendi. Uzerine esit miktarda %0.5 tripan mavisi (Biological
Industries, Israil) konularak iyice karigmasi saglandi. Bu karisimdan 10ul almarak
thoma lamina koyuldu ve mikroskopta bu lam {izerinde bes alanda hiicre sayimi yapildi.
Bulunan say1 sulandirma katsayisi ile ¢arpilarak 1 ml besiyerinde ne kadar hiicre oldugu

hesaplanda.
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2.2.4. MTT (Metiltiazotetrazolium) Canhihk Metodu

MTT metodu, 1983 yilinda ilk olarak Mosmann ve ark. tarafindan belirlenmistir. Bu
yontemin temel prensibi, yasayan hiicrelerde gozlenen mitokondriyal siiksinat
dehidrogenaz enzim aktivitesinin kolorimetrik olarak ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir
(Mossman 1983). MTT maddesi (tetrazolyum (3-(4,5-dimetiltiyazol -2)-2,5-difenil
tetrazolyum bromid), sar1 renkli suda ¢6ziinebilen tetrazolium tuzu olup canli hiicreler
tarafindan alinir ve mitokondriyel siiksinat dehidrogenaz enzimleri tarafindan suda
¢oziinmeyen koyu mavi-mor renkli formazan kristallerine doniistiiriiliir (Sekil 2.1)
Hiicreler sitotoksik bir ajanla muamele edildiginde hiicre canliligi, dolayisiyla MTT
tetrazolium tuzunun formazana indigenmesi azalmaktadir. Sonug¢ olarak; canli ve
mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicreler mavi-mor renkte boyanmakta, 6lii veya
mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicrelerde ise herhangi bir renk degisimi meydana
gelmemektedir. Mitokondriyal siiksinat dehidrogenaz aktivitesi ile olugturulan formazan
kristalleri SDS (%10 sodyum dodesil siilfat+steril distile su + 0.01N HCI ) kullanilarak
suda ¢oziinlir hale getirilir ve olusturduklar renk siddeti 570 nm dalga boyunda
spektrofotometre ile dlgiiliir. Olgiim sonunda, ilag uygulanmamis kontrol hiicrelerindeki
renk siddeti ile ila¢ ile muamele edilen hiicrelerdeki renk siddeti oranlanarak hiicrelerin

canlilik orani (yiizdesi) hesaplanir.

@

5 :-g
Furmazan B

Sekil 2.1. MTT reaksiyon semasi (Zhang ve ark. 2011 degistirilerek alinmistir).
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MTT metodu igin, ilk olarak 5x10° hiicre/kuyu 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinda
ekildikten sonra gece boyunca yapigmalart beklendi. Uygun doz se¢imi yapabilmek
amaciyla hiicreler, Pd (II) bilesigi ile farkli konsantrasyonlarda (1,60-100 uM) 12, 24 ve
48 saat siireyle muamele edildi. Kullanilacak olan otofaji inhibitorleri 3-MA ve klorokin
ise 0,63-40 uM doz araliginda 6, 12 ve 24 saat siireyle hiicrelerle muamele edildi.
Hiicrelerde, 6liimiin negatif kontrolii (maksimum canlilik) olarak sadece besiyeri ortami
icerisinde ekilen hiicreler kullanildi. Kor i¢in ayrilan kuyular igerisine ise 200 pl
besiyeri ilave edildi. Ardindan hiicreler, istenilen tedavi siireleri boyunca 37°C, %5
COy’li ortamda inkiibasyona birakildu.

[k calismalar neticesinde ve yapilan literatiir taramasina uygun olarak inhibitorlerin her
ikisi i¢in de 24 saat muamele siirecinde toksik olmayan uygun doz 5 uM olarak
belirlendi. Pd (Il) bilesigi ile yapilan tedavi sonucunda, inhibitorlerle yapilacak olan
kombinasyon c¢alismalari i¢cin MTT canlililik metoduna gore 48 saat siiresinde
hiicrelerin yiizde ellisini 6ldiiren doz olarak 12,5 uM dozu segildi.

Otofaji inhibitorleriyle yapilacak olan kombinasyon galismalari igin 96 kuyucuklu hiicre
kiiltiir kaplarinda 5x10° hiicre/kuyu ekildi. Ertesi glin yapisan hiicreler, 5 uM 3-MA ve
5 uM klorokin ile 24 saat boyunca muamele edildi. 24 saatlik uygulamanin ardindan
hiicreler Pd (11) komplesinin 12,5 uM dozu ile 48 saat siiresince tedavi edildi.

MTT kimyasali, 5 mg/ml PBS tamponu igerisinde pH=7,2 olacak sekilde stok olarak
hazirlandi. Hazirlanan MTT c¢ozeltisi filtre edilerek steril hale getirildi. 48 saat sonunda
her bir kuyucuga 20 pl MTT boyasi eklendikten sonra hiicreler 37°C°de 4 saat siireyle
inkiibasyona birakildi. Olusan formazan kristallerini ¢ozliniir hale getirmek i¢in biitiin
kuyucuklarmn {izerine %10’luk SDS soliisyonundan 100 pl eklenerek 18 saat 37°C de
%35’lik CO,’li etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerde olusan renk
siddeti spektrofotometrede (FLASHScan S12, Jena, Almanya) 570 nm dalga boyunda
Olgiildli ve okunan absorbanslar kullanilarak hiicrelerin canlilik oranlar1 belirlendi.

% Canlilik hesabi:

[lag uygulanmamis kontrol hiicre canliligt %100 olarak kabul edilerek, ilag uygulanan
hiicrelerin canlilik oranlar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi. Deney igerisinde
her bir konsantrasyon birbirinden bagimsiz ii¢ farkli kuyuda tekrarlandi.

% Canlilik=[100x%(Bilesik ile muamele edilen hiicre absorbansi ortalamasi-kor

ortalama)/(Kontrol hiicre absorbansi ortalamasi-kor ortalama)] olarak hesaplandi.
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2.2.5. ATP (Adenozin Trifosfat) Canhihik Metodu

ATP yontemi liiminesans bazli metodolojiye bagh olarak in vitro sitotoksite dlglimleri
acisindan MTT yontemine gore ¢ok daha hassas ve giivenilir olarak yapilabilmektedir.
Hiicre igerisindeki en énemli enerji deposu olan ATP; biyolojik sentez, sinyal iletimi,
tasima, hareket gibi Onemli siirecler i¢in kullanilmaktadir. Hiicresel ATP hiicre
canliligimmi 6lgmede en hassas ug¢ noktadir. Bu yontemin prensibi hiicre kiiltiirtinde
biiyiitillen kanser veya normal hiicrelerdeki intraseliiler ATP igeriginin OSlgiilmesi
esasina dayanmaktadir. Intraselliler ATP igeriginin seviyesi yasayan hiicrelerin
sayisinin belirlenmesinde kullanilan bir gostergedir (Andreotti ve ark. 1995, Dexter ve
ark. 2003, Ulukaya ve ark. 2008).

Kemoterapdtik ajanlar veya mitokondriyal toksinler ile muamele sonucu hiicrelerde
ATP seviyesi onemli Ol¢iide azalmaktadir. ATP yontemi; lisiferinin Mg+2 ve ATP
varliginda liisiferaz enzimi ile oksiliisiferine katalize olup liiminesans sinyal
olusturmasina dayanmaktadir (Sekil 2.2).

Liiminesans sinyal ve ATP konsantrasyonu veya hiicre sayist arasinda dogrusal bir iliski

bulunmaktadir (Andreotti ve ark. 1995, Mueller ve ark. 2004, Wadhawan ve ark. 2010).

HD\CI:S NJ/I:EH:IH
n} ﬁs + ATP + 0

ID-Liusiferim
Lusiferaz
+ Mg2+ Foton
0 s M 0-
\E:[N}_ij/ 4+ PPi + AMP + CO;
Ollrsilusiferin

Sekil 2.2. ATP elde edilme reaksiyonu (Andreotti ve ark. 1995 degistirilerek alinmistir).
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ATP yonteminde, otofaji inhibitdrleri ile yapilan kombinasyon calismasini dogrulamak
igin 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarinda 5x10° hiicre/kuyu ekildi. Ertesi giin klorokin
ve 3-MA’nin 5 uM dozlar1 100 pl igerisinde olacak sekilde 96 kuyulu hiicre kiiltiir
kaplarina uygulandi. Hiicreler 37°C¢de % 5 ‘lik CO2’li etiivde 24 saat inkiibasyona
birakildi. 24 saatlik silirenin sonunda ortamdan inhibtorler uzaklastirilarak Pd (II)
bilesiginin 12,5 pM dozu 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarinda bulunan hiicrelere
uygulandi. Negatif kontrol (maksimum canlilik, tedavi edilmemis hiicre kontrolii) i¢in
100 pl besiyeri igerisine 100 ul 5x10 hiicre ekildi. Kér icin ayrilan kuyular igerisine ise
200 pl besiyeri ilave edildi. Pozitif kontrol (minumum canlilik, % 100 6ldiiren doz)
olarak 100 pl hiicre siispansiyonu igerisine 100 pl hiicre Sliimiini % 100 indiikledigi
bilinen % 1¢lik Triton X-100 ilave edildi. Hiicreler 37°C’de % 5’lik CO2’1i etiivde 48
saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda intraseliiler ATP icerigi ATP kiti
kullanilarak belirlendi. ilk olarak 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarindaki her kuyudan 150
ul atildi. ATP Kitinin igerisindeki hiicre lizis tamponundan 50 ul her kuyuya ilave edildi
ve bdylece hiicre icerisindeki ATP’nin disar1 ¢ikmasi saglandi. 20 dakikalik bekleme
stiresinin ardindan hiicre kiiltiir stispansiyonundan 50 pl beyaz renkli 96 kuyulu hiicre
kiiltir kaplarina aktarildi. Ardindan her kuyuya 50 pl/kuyucuk lusiferin-lusiferaz enzimi
iceren soliisyon ilave edildi.

Elde edilen ATP miktar1 lusiferin-lusiferaz bioluminesans reaksiyonu yardimiyla 6lgme
zamani | saniye olacak sekilde luminometre (FL.800 Mikroplate Floresans Okuyucu)
kullanilarak 6l¢iildii. Sonuglar rolatif 151k {initesi (RLU) olarak verilecektir. Boylece
tedavi alan ve almayan hiicrelerin RLU degerlerine gore yeni sentezlenmis bilesiklerin
sitotoksik/sitastatik etkileri hakkinda bilgi edinilecektir.

(%) Canlilik hesab1 = [100 x (Bilesik ile tedavi edilen hiicre absorbansi - kor ortalama) /

(Kontrol hiicre absorbansi — kor ortalama)] olarak hesaplanmaktadir.

2.2.6. Floresan Boyama Yontemi ile Oliim Modunun Belirlenmesi
2.2.6.1. Anneksin-V Boyama Metodu

Normal hiicrelerde hiicre zarinin sitoplazmik yiiziinde membran lipidlerinden biri olan
PS bulunmaktadir. Eger hiicre apoptozisle dliirse normalde i¢ ylizde yerlesmis olan PS
molekiilleri hiicre zarinin dis yiiziine transloke olurlar (Sekil 2.3). Bu yer degistirme

apoptotik hiicrelerde heniiz membran biitiinliigiiniin bozulmadigi yani 6liimiin erken
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donemlerinde meydana gelir (Ulukaya 2013). Anneksin-V, hiicrenin dis yiizeyine
transloke olan PS’ye baglanabilen bir protein oldugu igin, floresan bir madde (6rn.
FITC) ile isaretlenerek apoptotik hiicreler goriiniir hale getirilir ve floresan mikroskobu
ile incelenebilir. Nekrotik hiicrelerin yiizeylerinde de Anneksin-V baglanmasi
goriilebildigi icin yontem c¢alisilirken ikinci boya olarak Propidyum iyodiir (PI)
eklenmektedir. Pl, sadece membran hasarli hiicrelere girebilen, dolayisiyla tiim Gl
hiicreleri (primer nekrotik veya gec¢ apoptotik/sekonder nekrotik) boyayabilen floresan
niikleik asit boyasidir. Bu boya canli hiicreler tarafindan disar1 atilmaktadir. Primer
nekrozis (hiicre hacminin artmasi fakat fragmente ya da piknotik nukleuslarin
gozlenmemesi) toksik kosullar (hipoksi, iskemi, hipertermi vb.) altinda gergeklesen
klasik o6liim seklidir. Sekonder nekrozis ise, piknotik ya da fragmente niikleus ile
karakterize olup, apoptozisin ge¢ sathasidir. Hiicre kiiltiirii ortaminda apoptozise giden
hiicrelerin membranlar1 intakt (erken apoptozda) olmasma ragmen daha ileri
donemlerde ge¢ apoptozis/sekonder nekrozun gelismesi ile hiicrelerin membran
biitiinliikleri bozulmaktadir. Sekonder nekroz agsamasina kadar olan siire i¢inde hiicreler
non-vital boyalar denilen (PI) boyalar ile boyanacak olurlarsa apoptozis baslamig
olmasina ragmen membran intakt olmasindan dolayr bu boyalarla boyanamazlar.
Sekonder nekroz gelistikten sonraki asamalarda hiicreler membran biitiinliiklerinin
bozulmas1 ile non-vital boyalar ile boyanmaya baslarlar. Dolayisiyla PI pozitif ve
Hoechst pozitif boyanmaktadirlar. Hiicreler es zamanli olarak Anneksin-V-Fluorescein
(yesil floresan) ve non-vital boya olan propidyum iyodiir (kirmiz1 floresan) ile boyanir.
Canli hiicreler; FITC-/PI-, erken apoptotik hiicreler; FITC+/PI- ve ge¢ apoptotik veya
nekrotik hiicreler; FITC+/PI+ boyanirlar ve bu sekilde birbirlerinden ayirt edilirler
(Gtiles ve Eren 2008, Ulukaya ve ark. 2011).
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Anneksin-V

Dis Yiizey Amnelcia.V

$ ’i‘ ’$ .f’} 55? ??f —c 'ﬁﬁﬁ?f‘?’ﬁf‘ﬁf‘*%ar — Fosfotidil serin
S, G
i¢ Yiizey

Normal hiicre Apoptotik hilcre

Sekil 2.3. Apoptotik hiicrelerde fosfotidil serin translokasyonu (Van Engeland ve ark.
1998°den degistirilerek alinmastir).

PC-3 ve LNCaP prostat kanser hiicreleri sayilarak 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 100
ul igerisinde 5x10° hiicre olacak sekilde (3 tekrarli) ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5
CO_’li ortamda inkiibasyonu takiben tizerlerine klorokin ve 3-MA’nin 5 uM dozlar1 100
ul igerinde olacak sekilde uygulandi. Negatif kontrol kuyularindan 100 ul besiyeri
uzaklastirildi ve yerine 100 pl taze besiyeri ilave edildi. Inhibitdr uygulamalarmi
takiden hiicreler Pd (II) bilesiginin 12,5 uM dozu ile muamele edilerek 12 ve 24 saat
stireyle 37°C, %5 CO,’li ortamda inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon siirelerinin sonunda hiicreleri zedelemeden fiizerlerinden tiim besiyeri
(vaklagik 180 ul) uzaklastirilarak Anneksin-V-FLUOS Staining Kit (Roche, Manheim,
Germany) icerigine uygun olarak c¢alisildi. 500 pl Incubation Buffer igerisine 5 pl
Anneksin-V-Fluorescein ve 5 pl PI boyast pipetlendi. Ayrica hiicrelerin niikleus
morfolojisini de incelemek amaciyla Hoechst 33342 (200ug/ml) boyasit son
konsantrasyonu Sug/ml (40X sulandirilarak) olacak sekilde bu karisima eklendi. Her
kuyuya boya karistmindan 30 pL pipetlenerek yarim saat oda 1sisinda inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda tedavilerin hiicrelerde sebep oldugu 6liim sekli floresan

mikroskop altinda degerlendirildi.
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2.2.7. M30-Antijen Testi ile Oliim Modunun Belirlenmesi

Sitokeratinler (CK), kanser tanisinda kullanilan intermediat filament protein ailesine ait
proteinlerdir. Apoptozis esnasinda sitoiskeletin 6nemli bir protein olan CK18 sadece
apoptotik hiicrelerde aktiflesen bir enzim grubu olan kaspazlarin etkisiyle kirilarak,
kirllmig CK18’i (CK18-Asp396) olusturmaktadir (Leers ve ark. 1999). M30
monoklonal antikor, 6zellikle CK18’in Asp396’da kirilan fragmanini (M30 antijen)
tantyarak CK’lerin apoptotik bir belirte¢ olarak kullanimini saglamaktadir (Ueno ve
ark. 2003). Boylece apoptozise 6zgii bir belirteg¢ olan kirilmig CK18, ELISA yontemiyle
saptanmaktadir. Bu 6zel CK18’i tantyan M30 antikoru, hiicrelerin bulundugu ortamla
temas ettirilirse ve eger ortamda apoptotik hiicreler de var ise, apoptozisin varligi
gosterilmis olur. ELISA metoduyla M30 Antijen fragmentini belirlemek icin, PC-3 ve
LNCaP prostat kanser hiicreleri sayilarak 96 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 100 pl
icerisinde 5%10° hiicre olacak sekilde (3 tekrarli) ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO,’li
ortamda inkiibasyonu takiben tizerlerine klorokin ve 3-MA’nin 5 uM dozlar1 100 pl
icerinde olacak sekilde uygulandi. Negatif kontrol kuyularindan 100 pl besiyeri
uzaklastirildi ve yerine 100 pl taze besiyeri ilave edildi. Inhibitér uygulamalarini
takiden hiicreler Pd (II) bilesiginin 12,5 uM dozu ile muamele edilerek 48 saat siireyle
37°C, %5 CO.’li ortamda inkiibasyona birakildi. Hiicrelerde apoptozisin pozitif
kontrolii olarak A549 hiicrelerinde 12,5 uM sisplatin kullanildi. Ilag uygulamalarini
takiden hiicreler 48 saat 370C, %5 CO3’li 48 saatlik inkiibasyon sonunda tiim kuyulara
10ul %10’luk NP-40 (Sigma, St. Louis, MO) ilave edildi. 15 dakika oda sicakliginda
600 rpm calkalayicida inkiibasyona birakildi. Tiim kuyulardaki supernatant toplandi ve
2000 rpm’de 30 saniye santrifiij edilip M30 Apoptosense ELISA (M30-Apoptosense
ELISA kit, Peviva, Bromma, Sweden) kit icerigine uygun olarak calisildi.
Supernatantlar, kitin icerisinde yer alan CK18’1 taniyan fare monoklonal M30 antikoru
kapl striplere 25 pl pipetlendi. Tiim Ornekler tizerine 75 pl horseradish peroksidaz
konjugat1 eklendi. 4 saat boyunca 600 rpm calkalayicida oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda &rneklere 250 pl yikama soliisyonu ilave edilerek
5 kez yikama yapildi ve hemen ardindan 200 pul TMB substrati ilave edilerek 20 dakika
karanlikta oda sicakliginda bekletildi. Reaksiyonu durdurmak i¢in 1N H,SO, igeren 50
ul stop cozeltisi ilave edildi ve olusan renk siddeti, spektrofotometrik olarak 450 nm’de

(FLASHScan S12, Jena, Almanya) okundu.
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2.2.8. Akim Sitometri Analizleri

Akim sitometresindeki analizler icin hiicrelerin sivi iginde siispansiyon halinde
bulunmas: gerekmektedir. Ol¢iim sirasinda hiicreler sivi igerisinde tek tek askida olmali
ve hiicreleri i¢eren siispansiyon siirekli bir akigla lazer 1511 i¢cinden ge¢cmelidir. Akim
sitometri cihazinda bir saniyede binlerce hiicre, lazer 1s1n1 ile karsilastiklar1 flow cell adi
verilen boliimden geger ve hiicreler lazer 15181 ile uyarilirlar. Her bir hiicre lazer 15181nin
bir kismin1 saptirir ve ayni zamanda lazer 15181 tarafindan uyarildiklarindan yani ekstra
enerji yiikklenmis oldugundan, floresan 15181 yayarlar. Hiicreler yiizeylerindeki veya
hiicre i¢indeki proteinlere 6zgiin antikorlarla inkiibe edilerek antijenlere baglanmalari
saglanir. Her spesifik antikor FITC, PE, PerCP (Peridinin klorofil), 7-AAD (7-
Aminoaktinomisin D) gibi floresan boyalarla isaretlenmistir. Boylece belirli antijene
sahip hiicrelerin lazer 15101 ile karsilagtiginda verdigi floresan sinyalleri degerlendirerek

o hiicrenin hangi spesifik antijeni tasidig1 belirlenebilir (Karaboz ve ark. 2008).
2.2.8.1. Kazpaz 3/7 Testi

Kaspazlar, programli hiicre 6liimii olan apoptozis siirecinde merkezi bir 6neme sahip
sistein proteazlardir (Riedl ve ark. 2004). Apoptotik sinyal boyunca etkili olan effektor
kaspazlardan: kaspaz 3/7 aktivasyonu membran integritesi ve hiicre 6liimii hakkinda
onemli bilgiler vermektedir.

Kaspaz 3/7 testi i¢in PC-3 ve LNCaP hiicreleri sayilarak 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplaria
PC-3 1 ml igerisinde 100x10° hiicre LNCaP 1 ml igerisinde 150x10° olacak sekilde
ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO,’li ortamda inkiibasyonu takiben iizerlerine
klorokin’nin 5 uM dozu 1 ml besiyeri igerisinde olacak sekilde uygulandi. Negatif
kontrol kuyularindan 1 ml besiyeri uzaklastirildi ve yerine 1 ml taze besiyeri ilave
edildi. 24 saat siiren inhibitor uygulamalarini takiden hiicreler Pd (II) bilesiginin 12,5
uM dozu ile muamele edilerek 12 ve 24 saat siireyle 37OC, %5 CO,’li ortamda
inkiibasyona birakildi. Tedavi siireleri sonunda Oncelik olarak kitin bilesenlerinin oda
sicakligina gelmesi saglandi. 6 kuyulu hiicre kiiltlir kaplar1 igerisindeki besiyeri aspire
edildi. Hiicreleri serumdan uzaklastirmak amaciyla kuyular 2 ml 1X PBS (Gibco) ilave
edilerek hiicre yiizeyinin yikanmasit saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek

uzaklastirildiktan sonra yiizeye yapisan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalart i¢in 0.5 ml
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%0.05 Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu kullanildi ve hiicreler 37°C’de, %5 CO,’li
ortamda 5 dk inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi sonunda mikroskopla incelendiginde
ylizeyden ayrildigr gézlenen hiicreler, tripsinin inhibe olmas1 i¢in on kati besiyeri ile
muamele edildi. Bdylelikle tripsinin hiicreler yiizeyden ayrildiktan sonra hiicre
membranina zarar vermeye baglamasi engellenmis oldu. 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplari
icerisindeki hiicre siispansiyonu, igerisinde besiyeri bulunan 15ml’lik falkon tiip
icerisine alindi. 800 rpm’de 5 dk santrifiij yapildiktan sonra siipernatant kisim aspire
edildi ve 1 ml’sinde 2x10* 5x10° hiicre olacak sekilde hiicre peleti sulandirildi. Tedavi
gruplarini igeren etiketli ependorflara hiicre siispansiyonundan 50 pl eklendi. Daha
sonra kaspaz3/7 ¢alisma soliisyonundan her bir tedavi grubunu igeren ependorflara 5 pl
konuldu. Kisa bir pipetaj isleminin ardindan ependorflar kapaklar1 agik bir seklide
37°C’de, %5 CO,’li ortamda 30dk inkiibe edildi. 1nk1'ibasy0n stiresi sonunda ependorf
icerisinde hiicre siispansiyonlarina 150 pul DNA’ya baglabanilen 7-AAD eklenerek kisa
bir pipetaj gerceklestirildi. Daha sonra oda sicakligindan karanlikda 5 dk inkiibasyona
birakildi. Daha sonra muse cihazinda kaspaz3/7 aktivitesi degerlendirildi (Sekil 2.4).

Hul Kaspaz 3/7 galigma Kaspaz 3/7 aktivitesi
solusyonu eklenir. olgtimi yapihr.

Hiicreler Kaspaz 3/7

—
akfivitesine bakilmak | =
lizere hazirlanir. | 30dk
\" inkiibasyon
—

Etiketli ependorflara
5ul 7-AAD Boyasindan
eklenir.

Sekil 2.4. Kaspaz 3/7 Aktivitesinin Olgiilmesi (Anonim 2013a).
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2.2.8.2. Anneksin-V Testi

Anneksin-V, PS icin yiiksek affinite ile Ca*® baglayici bir proteindir ve FITC gibi
floresan bir madde ile igaretlenerek apoptotik hiicreleri goriiniir hale getirilebilmektedir.
PS molekiillerinin Ca* iyonu varliginda Anneksin-V-FITC komplesi ile baglanmasi
sonucu apoptotik hiicre Oliim yilizdesi belirlenmektedir. Bu yontemde ayrica 7-
Aminoaktinomisin D (7-AAD) boyasida kullanilmaktadir. Bu boya DNA igin giiglii
affiniteye sahip floresans &zellikte bir kimyasal bilesiktir. Intakt (saglam) hiicre
zarindan kolayca gecemez, bu nedenle zar biitiinliigli bozulmus hiicrelerde (gec
apoptotik; nekrotik) c¢ift zincirli DNA‘nin GC bakimindan zengin bolgelerine
baglanmaktadir.

Boyalarin hangi asamadaki hiicrelerle nasil yanit verdigi asagida 6zetlenmistir;

Non-apoptotik hiicreler: Anneksin V (-) ve 7- AAD (-)

Erken apoptotik hiicreler: Anneksin V (+) ve 7- AAD (-)

Gec apoptotik hiicreler ve 6lii hiicreler: Anneksin V (+) ve 7- AAD (+)
Cok fazla niikleer debris: Anneksin V (-) ve 7- AAD (+)

Muse™ Annexin V & Dead Cell Kiti kullanmak i¢in, PC-3 ve LNCaP hiicreleri
sayilarak 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina PC-3 1 ml igerisinde 100x 10 hiicre LNCaP 1
ml icerisinde 150x10° olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat 37 °C, %5 CO,’li ortamda
inkiibasyonu takiben tizerlerine klorokin’nin 5 uM dozu 1 ml besiyeri igerisinde olacak
sekilde uygulandi. Negatif kontrol kuyularindan 1 ml besiyeri uzaklastirildi ve yerine 1
ml taze besiyeri ilave edildi. 24 saat siiren inhibitor uygulamalarini takiben hiicreler Pd
(11) bilesiginin 12,5 uM dozu ile muamele edilerek 12 ve 24 saat siireyle 37 °C, %5
COy’li ortamda inkiibasyona birakildi. Tedavi siireleri sonunda kit bilesenleri oda
sicakligina getirildi. Inkiibasyon sonunda ilag uygulanan kuyularin siipernatantlari, 15
ml’lik falkonlara toplandi ve negatif kontrol kuyularinin siipernatanti uzaklastirildi.
Hiicreler tripsin ile kaldirildi ve ilgili falkonlara toplandi ve 800 rpm’de 5 dk santrifiij
edildi. Santrifiij sonras1 falkonlarin siipernatantlar1 uzaklastirildi ve 100 pl %1 FBS
iceren besiyeri eklendi ve etiketli ependorflara 100ul hiicre silispansiyonu alindi. Bu

ependorflara 100pul Muse™ Annexin V & Dead Cell soliisyonu eklendi. Orta hizda
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yaklasik 5 saniye vorteks yapildi. Karanlik ortamda 20 dk oda isisinda inkiibasyon
sonunda Muse™ Cell Analyzer cihazi ile dl¢tim yapild1 (Sekil 2.5).

100 hiicre
slispansiyonunda
efikeftli ependroflara Anneksin V Boyama
konulur. analizi gergeklegfirilir.

Hiicreler Annkesin -V
Boyamasi yapilmak
tizere hazirlanir.

Etiketli ependorflara
100yl Anneksin-V
Boyasindan eklenir.

Sekil 2.5. Anneksin-V Boyama (Anonim 2013b).

2.2.8.3. Mitokondri Membran Potansiyeli Testi

Mitokondride meydana gelecek degisiklikler hiicre saglig1 ve stresi hakkinda bilgi veren
onemli belirteglerdendir Mitokondri apoptozis siirecinde onemli bir role sahip olan
regiilatorlerden biridir. Apoptotik yollarin kesistigi bir kavsak noktasi olan mitokondri
aktivasyonu (sitokrom c’nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasi) apoptotik siirecte
geri doniisiimsiiz noktayr gosterir (Finkel 2001). Bu yiizden apoptotik uyarty: takiben,
hiicrelerde mitokondriyal biitiinliigiin kayb1 gézlemlenmektedir.

Mitokondri membran potansiyeli testi i¢in PC-3 ve LNCaP hiicreleri sayilarak 6 kuyulu
hiicre kiiltiir kaplarina PC-3 1 ml igerisinde 100x10% hiicre LNCaP 1 ml igerisinde
150x10% olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO.’li ortamda inkiibasyonu
takiben Tlizerlerine klorokin’nin 5 pM dozu Iml besiyeri igerisinde olacak sekilde
uygulandi. Negatif kontrol kuyularindan 1ml besiyeri uzaklastirildi ve yerine 1ml taze
besiyeri ilave edildi. 24 saat siiren inhibitér uygulamalarini takiden hiicreler Pd (II)
bilesiginin 12,5 pM dozu ile muamele edilerek 24 saat siireyle 37°C, %5 CO,’li ortamda
inkiibasyona birakildi. Tedavi siireleri sonunda Oncelik olarak kitin bilesenlerinin oda

sicakligina gelmesi saglandi. 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplar1 igerisindeki besiyeri aspire
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edildi. Hiicreleri serumdan uzaklastirmak amaciyla kuyular 2 ml 1X PBS (Gibco) ilave
edilerek hiicre ylizeyinin yikanmasi saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek
uzaklastirildiktan sonra yiizeye yapisan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari i¢in 0,5 ml
%0,05 Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu kullamldi ve hiicreler 37°C’de, %5 CO,’li
ortamda 5 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda ila¢ uygulanan kuyularin
stipernatantlari, 15 ml’lik falkonlara topland1 800 rpm’de 5dk santrifiij edildi. Santrifiij
sonrast falkonlarin siipernatantlar1 uzaklastirildi ve %1 FBS iceren besiyeri ile hiicre
peletleri sulandirildi. Ardindan 95 pl calisma soluyonu eklendi ve kisa bir pipetaj
isleminin ardindan hiicreler 20 dk 37°C’de, %5 CO’li inkiibatérde inkiibasyona
birakild1. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelere 5 pL 7-AAD boyas1 eklenerek orta hizda
yaklasik 5 saniye vorteks yapildi ve 6rnekler 5 dk oda sicakliginda bekletildikten sonra
Muse™ Cell Analyzer cihazi ile 6l¢iim yapildi (Sekil 2.6).

1004 hiicre Mitokondri membran
siispansiyonuna, 95 polarizasyonu/depolarizasyonu
mitokondri membran akim sitometrisinde

potansiyeli caligma degerlendirilir .

solusyonu konulur.

Hiicreler Mitokondri = 5 dk'
Membran Potansiyeli mkubasyon
Analizi i¢cin hazirlanir. 20 dk

' inkiibasyon 7

U

Sekil 2.6. Mitokondri Membran Potansiyelinin Olciilmesi (Anonim 2013c).

Etiketli ependorflara
5ul 7-AAD Boyasindan
eklenir.

2.2.8.4. Gamma H2A.X Aktivasyonu ile DNA Hasarinin Belirlenmesi

DNA molekiilii siirekli olarak genotoksik strese yol acan cesitli faktorlerin etkisi
altindadir. Endojen ve ekzojen kokenli pek ¢ok fiziksel, kimyasal ve biyolojik faktor
DNA zincir kiriklarinin olusumuna neden olan seker-fosfat omurgasinda kirilmalara yol
acar. Ozellikle DNA ¢ift zincir kiriklari, hiicrenin yasami boyunca siirekli olarak ortaya
cikabilen en tehlikeli lezyon tiirleridir ve bunlarin etkili bir sekilde onarilmasi hiicrenin
saglikli bir sekilde fonksiyonlarini devam ettirebilmesi i¢in son derece Onemlidir.

Ciinkii tamir edilemeyen bu hasar; genomik kararsizlik, kanser gelisimi ve neoplastik
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transformasyona yol agan mutasyonlarin olusumuna neden olabilmektedir (Kuo ve
Yang 2008, Podhorecka ve ark. 2010).

DNA tamirinin  gerceklestigi  kromatinlerin  yapisal ve islevsel birimleri
niikleozomlardir. Her niikleozom 147 baz ¢iftinden olusan DNA zinciri ve bu zincirin
etrafinda sarildigi dort g¢ekirdek histonundan her birinin iki kopyasindan olusur.
Niikleozom yapisin1 meydana getiren dort ¢ekirdek histon ailesi H2A, H2B, H3 ve
H4’tiir. H2A histon protein ailesinin de H2A1, H2A2, H2AX ve H2AZ gibi varyantlari
vardir. Onemli bir H2A tipi olan H2AX proteini, hiicre ve doku tipine bagh olarak
memeli H2A histon havuzunun %2-25’lik bir boliimiinii olusturur. Ayrica karboksil
kuyruk kisminda son derece korunmus 6zel bir diziye sahip oldugu i¢in H2AX proteini,
Okaryotlarda 6nemli dl¢iide korunmus olan bir H2A histon tipidir. Diger H2A histon
ailesi tiyeleri gibi, H2AX de fosforilasyon, asetilasyon ve ubikuitinasyona ugrayarak
pek cok hiicresel olayin diizenlenmesini saglar. Hasarli bolgelerde gorev alan bu histon
tipi, DNA hasar tamiri slirecinde anahtar bir rol oynadigi i¢in, hiicre boliinmesi ve
biliylimesi, immiino-reseptorlerin diizenlenmesi gibi pek c¢ok hiicresel olay, genomik
kararsizlik ve DNA hasar tamiri ile ilgili sendromlarla yakindan iligkilidir (Kinner ve
ark. 2008, Rakiman ve ark. 2008). H2AX, DNA hasarina yanit yollarda gérev alan ilk
proteinlerden birisidir. Fosforile olmus H2AX, gammaH2AX (yH2AX) adim alir ve
DNA cift zincir kiriklar1 olustugunda gortilebilir niikleer odaklar olusturur. Bu nedenle
YH2AX’nin ekspresyonu DNA ¢ift zincir kiriklariin tespitinde hassas bir indikator
olarak son yillarda siklikla kullanilmaktadir. DNA tamiri gerceklestikten sonra vy-
H2AX, protein fosfataz 2A tarafindan defosforile edilir ve boylece hiicredeki y-H2AX
seviyesi diizenlenir. Bu nedenle y-H2AX ‘in de fosforilasyonu DNA tamir ¢alismalari
icin de ¢ok uygun bir parametre olusturur.

v-H2AX ‘in fosforilasyonu belirlemek amaciyla Muse™ H2A.X Activation Dual
Detection Kit kullanildi. Bu amagla dncelikle, PC-3 ve LNCaP hiicreleri sayilarak 6
kuyulu hiicre kiiltiir kaplarma PC-3 1 ml igerisinde 100x10° hiicre LNCaP 1 ml
icerisinde 150x10° olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO’li ortamda
inkiibasyonu takiben {izerlerine klorokin’nin 5 uM dozu 1 ml besiyeri igerisinde olacak
sekilde uygulandi. Negatif kontrol kuyularindan 1ml besiyeri uzaklastirildi ve yerine
1ml taze besiyeri ilave edildi. 24 saat siiren inhibitor uygulamalarini takiden hiicreler Pd

(1) bilesiginin 12,5 uM dozu ile muamele edilerek 24 saat siireyle 370C, %5 CO,’li
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ortamda inkiibasyona birakildi. Tedavi siireleri sonunda Oncelik olarak Kkitin
bilesenlerinin oda sicakligina gelmesi saglandi. 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplar
icerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicreleri serumdan uzaklastirmak amaciyla kuyular 2
ml 1X PBS (Gibco) ilave edilerek hiicre ylizeyinin yikanmasi saglandi. PBS ortamdan
aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra yiizeye yapisan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari
i¢in 0,5ml %0,05 Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu kullanild: ve hiicreler 37°C’de, %5
CO,’li ortamda 5dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 6rnekler 300g 5 dk santrifiij
edildi. Santrifiij sonunda o6rnekler 1X PBS ile yikandi. Fiksasyon asamasi i¢in kit
icerigindeki fiksatif kullanilarak 6rnekler buz iizerinde 5 dk fikse edildi. Daha sonra
ornekler 300 g 5 dk santrifiij edildi ve supernatantlar atilarak hiicreler permeabilizayon
icin kit icerisindeki permeabilizasyon soliisyonu ile 5 dk buz iizerinde inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda ornekler 300g 5 dk santrifiij edildi ve daha sonra supernatant
kismui atilarak kit igerisindeki antikorlar ile hazirlanan g¢alisma soliisyonu ile 30 dk
karanlikda oda sicaklifinda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler 300g 5
dk santrifiij edildi ve ¢alisma soliisyonu ile sulandirilarak DNA hasarinin belirlenmesi

tizerine Muse™ Cell Analyzer cihazi ile 6l¢tim yapildi (Sekil 2.7).

Hicreler Mitokondri
Membran Potansiyeli
Analizi igin hazirlanir

1X calisma solusyonu

Tedavi alan/almayan ) h i
ile yapilan pipetaj

hiicreler oncelikle 300

g 5 dk' santrifdj edilir igleminin ardindan
akim sitometrisinde
\I/ Hazirlanan antikorla degerlenme yapihir
hicreler 30 dk' inkilibe

1X PBS ile yikama
yapihr

-
| =
Kitin igerisinde 4 | i
bulunan fiksatif ile ™~ = a. - =
buz dzerinde 5 dk’ ' '
——

fiksasyon islemi

edilir

gercgeklestirilir 300 g 5 dk’
;o santrifdjin ardindan
Permeabilizasyon kitin igerisinde
solusyonu ile hiicreler bulunan ¢calisma
buz tizerinde 5 dk’ solusyonu ile yikama
permeabilize edilir yapthr

Sekil 2.7. DNA Hasarmin (y-H2AX) Olgiilmesi (Anonim 2013d).
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2.2.8.5. Oksidatif Stres Belirlenmesi

ROS (Reaktif oksijen tiirleri) normal oksijen metabolizmasi sirasinda az miktarda
olusan siiperoksit radikali (Oy ), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali (OH’
)'dir. ROS, cesitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal zincir reaksiyonlarini
baslatabilirler ve hiicrede karbon merkezli ¢esitli serbest radikallerin olusumuna neden
olurlar. Hiicrede normal metabolik yollardaki enzimatik reaksiyonlarda enzimlerin aktif
yerinde ara iirlinler olarak devamli sekilde serbest radikaller olusabilir. ROS olusumu
enflamasyon, radyasyon, yaslanma, normalden yliksek parsiyel oksijen basinci (pO2),
ozon (03) ve azot dioksit (NO2 ), kimyasal maddeler ve ilaglar gibi bazi uyarilarin
etkisiyle artar ve hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi tiim énemli
bilesiklerine etki ederler. Kanser, alzheimer, sepsis, diyabet ve kardiyovaskiiler
rahatsizliklar gibi ¢esitli patofizyolojik hastaliklarda 6nemli rol oynamaktadir (Dumont
ve Beal 2011, Pelicano 2014).

Kullanilan Muse® Oksidatif Stres kiti de hiicre i¢i superoksit radikallerini saptayarak
hiicrelerde goriilen oksidatif stres yiizdesi hakkinda bilgi vermektedir. Kit icerigindeki
oksidatif stress solusyonuda hiicrelerdeki ROS seviyesini saptamaktadir.

Oksidatif stres testi i¢in, PC-3 ve LNCaP hiicreleri sayilarak 6 kuyulu hiicre kiiltiir
kaplarina PC-3 1 ml igerisinde 100x10° hiicre LNCaP 1 ml igerisinde 150x10% olacak
sekilde ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO,’li ortamda inkiibasyonu takiben tiizerlerine
klorokin’nin 5 uM dozu Iml besiyeri igerisinde olacak sekilde uygulandi. Negatif
kontrol kuyularindan 1ml besiyeri uzaklastirildi ve yerine 1 ml taze besiyeri ilave edildi.
24 saat siiren inhibitor uygulamalarini takiden hiicreler Pd (II) bilesiginin 12,5 uM dozu
ile muamele edilerek 24 saat siireyle 37°C, %5 CO,’li ortamda inkiibasyona birakildi.
Tedavi siireleri sonunda Oncelik olarak kitin bilesenlerinin oda sicaklifina gelmesi
saglandi. 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplar1 igerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicreleri
serumdan uzaklastirmak amaciyla kuyular 2 ml 1X PBS (Gibco) ilave edilerek hiicre
yiizeyinin yikanmasi saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra
yiizeye yapisan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalari i¢in 0,5ml %0,05 Tripsin-EDTA
(Gibco) soliisyonu kullanildi ve hiicreler 37°C’de, %5 CO’li ortamda 5 dk inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda ila¢ uygulanan kuyularn siipernatantlari, 15ml’lik
falkonlara toplandi 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi hiicre peleti
ml’sinde 1x10°-1x10" hiicre olacak sekilde kit icerigindeki oksidatif stres g¢aligma
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solusyonu muamele edilerek kisa bir pipetaj isleminin ardindan 30 dk inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda &rneklerin 6l¢iimii Muse™ Cell Analyzer cihazi ile

gerceklestirildi (Sekil 2.8).

Hicreler Oksidatif
stres miktarinin
belirlenmesi igin uygun
hiicre sayisina gore
hazirlanir

l Oksidatif stres (ROS) miktari
Oksidatif stres akim sitometrisinde
caligma solusyonu degerlendirilir
eklenir
——
—_——
30 dk'
inkiibasyon
_

Sekil 2.8. Oksidatif Stres Miktarmin (ROS) Olgiilmesi (Anonim 2014e).

2.2.8.6. LC3-11 Belirlenmesi

LC3, MAP1LC3 (“Microtubule-associated protein 1 light chain 3”, kisaca LC3) ya da
mayada Atg8 adi verilen ve otofajik vezikiil zar uzamasinda rol oynayan 6nemli bir
proteindir. Biitiin hiicrelerin kendi, endojen Atg8/LC3 protein ifadesi mevcuttur. Otofaji
aktivasyonu sonrasinda, LC3 proteini, bir yag molekiilii olan fosfatidiletanolamine
kovalent olarak baglanir, yag molekiillerinin otofajik zarlara taginmasina ve boylelikle
zar uzamasma neden olmaktadir. Serbest LC3, LC3-I olarak adlandirilirken yag
molekiiliine konjuge olmus ve otofajik vezikiillere baghh LC3 ise LC3-IlI olarak
adlandirilmaktadir. Otofaji uyarimi sonrast LC3-I’'in LC3-II"ye doniismesi, bu olayin
son yillarda genel kabul goren bir otofaji belirteci olarak kullanilmasina neden
olmustur. Kullanilan Muse® LC3 kiti, hiicrelerde otofajik vezikiillere bagli LC3-1l
yiizdesi hakkinda bilgi vermektedir.

LC3-II testi i¢in, PC-3 ve LNCaP hiicreleri sayilarak 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina
PC-3 1 ml igerisinde 100x10° hiicre LNCaP 1 ml icerisinde 150x10° olacak sekilde
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ekim yapildi. 24 saat 37°C, %5 CO’li ortamda inkiibasyonu takiben {izerlerine
klorokin’nin 5 puM dozu Iml besiyeri icerisinde olacak sekilde uygulandi. Negatif
kontrol kuyularindan 1ml besiyeri uzaklastirildi ve yerine 1 ml taze besiyeri ilave edildi.
24 saat siiren inhibitér uygulamalarini takiden hiicreler Pd (II) bilesiginin 12,5 uM dozu
ile muamele edilerek 24 saat siireyle 370C, %5 CO3’li ortamda inkiibasyona birakildi.

Tedavi siireleri sonunda Oncelik olarak kitin bilesenlerinin oda sicakligina gelmesi
saglandi. 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplar1 igerisindeki besiyeri aspire edildi. Hiicreleri
serumdan uzaklastirmak amaciyla kuyular 2 ml 1X PBS (Gibco) ilave edilerek hiicre
yiizeyinin yikanmasi saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek uzaklastirildiktan sonra
yiizeye yapisan hiicrelerin ylizeyden ayrilmalar1 igin 0,5 ml %0,05 Tripsin-EDTA
(Gibco) soliisyonu kullamld: ve hiicreler 37°C’de, %5 CO,’li ortamda 5 dk inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda ila¢ uygulanan kuyularin siipernatantlari, 15ml’lik
falkonlara toplandi 800 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santriflij sonras1 tedavi alan ve
almayan hiicre gruplan kit igerisindeki otofaji sollisyonu A ile 2-6 saat arasi inkiibe
edildi. inkiibasyon sonras1 hiicreler 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Daha sonra
supernatant kismi aspire edildi. Her bir hiicre grubuna 100 pl otofaji soliisyonu B
eklendi ve sonrasinda 5 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda
hiicreser 2500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve 1X c¢alisma soliisyonu ile yikama
yapildi. Caligma soliisyonu ile yapilan pipetaj isleminin ardindan orneklerin 6lglimii

Muse™ Cell Analyzer cihazi ile gerceklestirildi (Sekil 2.9).
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1X caligma solusyonu ile yapilan

y TR pipetaj isleminin ardindan akim
Hicreler LC3-I seviyesinin befirlenmesi icif -~ Solusyon B ekenerek gy 1o dovoondime yapir

hazrlanr. Tedavi alan ve almayan hiicreler 5 dK inkbasyon yapi
Oncelikle 2-6 saat kit icerisinde bulunan = C
solusyonla A ile muamele edilir f:i &i
L

g

2500 rpm'de 5 dakika santrifij edilir.
Santrifij sonras! supernatant kism atilr

500 rpmde 5 dk’ santri
yapilrve 1X caligma
solusyonu ile ylkama yapilir

Sekil 2.9. LC-3 miktarinin belirlenmesi (Anonim 2014f).

2.2.8.7. PI3K (Fosfatidilinositol 3 kinaz) Aktivasyonunun Belirlenmesi

Kanser hiicrelerinde sinyal iletimi siklikla sitoplazmik kinazlar1 (serin/tirozin kinazlar
gibi) tetikleyen reseptdr tirozin kinazlarin (RTK) aktivasyonunu igerir. Kanserde onemli
oldugu saptanan en 6nemli sinyalizasyon yolu arasinda PI3K/ AKT kinaz zinciri yer
almaktadir. Onemli bir sinyal yolu olan PI3K/AKT/mTOR sinyal yolag1 hiicre
siklusunun kontrolii, anjiojenez, farklilagma, hiicre biiyiimesi ve hiicre proliferasyonu,
metabolizma ve apoptozis gibi siire¢lerinde 6nemli role sahiptir (Vara 2004, Jiang ve
Liu 2008) (Sekil 2.10). PKB (Protein Kinaz B)/Akt’in tam aktivasyonu, Thr 308 ve Ser
473’lin fosforilasyonuna ihtiyac duyar. PKB/Akt tedavi olan hiicrelerdeki platelet
derivated growth faktdor (PDGF), epidermal growth faktér (EGF), insiilin, trombin ve
nerve growth faktor (NGF)’ii iceren genis yelpazedeki biiylime uyaranlar ile aktive
olur. PKB/Akt regiilasyonunda lipid kinaz PI3K gerekmektedir. PI3K’nin aktive edilmis
formlarimin sentezi, PKB/Akt uyarimi ile sonuglanir. PI3K aktivasyonu sonrasi
membran-sinir lipid fosfotidilinositol 3,4,5-trifosfat(PIP3) sentezlenir ve PH alanina
baglanarak 3-fosfatidilinositol bagimli kinaz (PDK1)’e katilir. IP3 ve fosfatidilinositol
3,4-bifosfat, PKB/Akt’in PH alani ile etkileserek PKB/ Akt’1 plazma membranina katar.
PDK1, PKB/Akt’in Thr 308’ini ve PDK2 Akt’in Ser 473’iinii fosforile eder. Her iki
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tarafta fosforilize edilen PKB/AKkt aktif hale gelir ve hedef proteinleri fosforilize eder.
Diger taraftan mitojen aktive edilmis protein kinaz (MAPK) ve aktive edilmis protein
kinaz 2(MAPKAP-kinaz 2) in vitro olarak Ser 473’ fosforilize edebilir ve PKB/Akt’1n
cesitli hiicresel stres durumlarinda aktivasyonuna yol agabilmektedir (Horowitz ve ark.
2004).
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Sekil 2.10. PI3K/AKT sinyal yolagi (Anonim 2013g).

PI3K ‘in fosforilasyonu belirlemek amaciyla Muse™ PI3K Activation Dual Detection
Kit kullanildi. Bu amagcla 6ncelikle, PC-3 ve LNCaP hiicreleri sayilarak 6 kuyulu hiicre
kiiltiir kaplarina PC-3 1 ml igerisinde 100x10° hiicre LNCaP 1 ml igerisinde 150x10°
olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat 37OC, %5 COy’li ortamda inkiibasyonu takiben
tizerlerine klorokin’nin 5 pM dozu 1 ml besiyeri icerisinde olacak sekilde uygulandi.
Negatif kontrol kuyularindan 1ml besiyeri uzaklastirildi ve yerine 1ml taze besiyeri
ilave edildi. 24 saat siiren inhibitér uygulamalarini takiden hiicreler Pd (II) bilesiginin
12,5 uM dozu ile muamele edilerek 24 saat siireyle 37°C, %5 CO,’li ortamda
inkiibasyona birakildi. Tedavi siireleri sonunda Oncelik olarak kitin bilesenlerinin oda
sicakligina gelmesi saglandi. 6 kuyulu hiicre kiiltlir kaplar1 igerisindeki besiyeri aspire
edildi. Hiicreleri serumdan uzaklastirmak amaciyla kuyular 2 ml 1X PBS (Gibco) ilave

edilerek hiicre yiizeyinin yikanmasit saglandi. PBS ortamdan aspire edilerek

65



uzaklastirildiktan sonra yiizeye yapisan hiicrelerin yiizeyden ayrilmalart igin 0,5 ml
%0.05 Tripsin-EDTA (Gibco) soliisyonu kullanildi ve hiicreler 37°C’de, %5 CO,’li
ortamda 5dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda drnekler 300 g’de 5 dk santrifiij edildi.
Santrifiij sonunda 6rnekler 1X PBS ile yikandi. Fiksasyon asamasi i¢in kit i¢erigindeki
fiksatif kullanilarak 6rnekler buz iizerinde 5 dk fikse edildi. Daha sonra 6rnekler 300
g’de 5 dk santrifiij edildi ve supernatantlar atilarak hiicreler permeabilizayon i¢in kit
icerisindeki permeabilizasyon soliisyonu ile 5 dk buz {izerinde inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda 6rnekler 300 g’de 5 dk santrifiij edildi ve daha sonra supernatant
kismi atilarak kit igerisndeki antikorlar ile hazirlanan ¢alisma soliisyonu ile 30 dk
karanlikda oda sicaklifinda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler 300
g’de 5 dk santrifiij edildi ve ¢alisma soliisyonu ile sulandirilarak PI3K aktivasyonunun

belirlenmesi tizerine Muse™ Cell Analyzer cihazi ile 6l¢tim yapild1 (Sekil 2.11).

Hucreler PI3K aktivasyonunun
belirlenmesi icin hazirlanir
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hiicreler oncelikle 300 .|Ie ya.plnlcm pipetaj

g 5 dk' santrifij edilir isleminin ardindan

akim sitometrisinde
i/ Hazirlanan anTikor‘la de‘g‘erlenme YGPIIH"
. hiicreler 30 dk' inkiibe
1X PBS ile yitkama il

yaptlir

-
; .. =
Kitin icerisinde @ ' '
bulunan fiksatif ile ™" 3 2
buz lizerinde 5 dk’
4 \ 4 =

fiksasyon iglemi

gergeklestirilir 300 g 5 dk’
o santrifidjin ardindan
Permeabilizasyon kitin icerisinde
solusyonu ile hiicreler bulunan ¢alisma
buz tlizerinde 5 dk’ solusyonu ile ytkama
permeabilize edilir yapihir

Sekil 2.11. p-Akt (Ser473) diizeyinin 6l¢lilmesi (Anonim 2013h).

2.2.9. Akridin Boyama

Otofajik vezikiillerin hiicre i¢i yikim yerleri lizozomlar oldugu i¢in, otofajinin aktive
oldugu kosullarda otolizozomal etkinligin uyarilmasi nedeniyle, hiicre i¢i toplam
lizozom etkinligi artmaktadir. Lizozomal belirtegler akridin portakal rengi (“acridin
orange”) kullanilabilir. Bu boya, lizozomlar1 pH'nin asit oldugu durumlarda boyamakta

ve aktif lizozomlar1 belirlemekte kullanilmaktadir. Bu amacla oncelikle, PC-3 ve
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LNCaP hiicreleri sayilarak 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina PC-3 1 ml igerisinde
100x10° hiicre LNCaP 1 ml icerisinde 100x10° olacak sekilde ekim yapildi. 24 saat 37
°C’de, %5 CO,’li ortamda inkiibasyonu takiben iizerlerine klorokin nin 5 uM dozu 1 ml
besiyeri igerisinde olacak sekilde uygulandi. Negatif kontrol kuyularindan 1 ml besiyeri
uzaklastirildt ve yerine 1 ml taze besiyeri ilave edildi. 24 saat siiren inhibitor
uygulamalarini takiden hiicreler Pd (Il) bilesiginin 12,5 uM dozu ile muamele edilerek
48 saat siireyle 37 °C, %5 COy’li ortamda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda kuyu basia 1 pg/ml olacak sekilde akridin boyasi eklenerek sonuglar floresan

mikroskobu altinda degerlendirildi.
2.2.10. Lumineks uygulamasi

Lumineks uygulamasi i¢in “MILLIPLEX MAP Human Multi-Pathway 9-plex Magnetic
Bead Signalling” kiti kullanildi. LNCaP ve PC-3 hiicrelerinde Lumineks sistemi
kullanilarak CREB, p70S6 kinaz ve p38 proteinlerindeki degisiklikler belirlendi.
LNCaP ve PC-3 hiicreleri sayilarak 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarina 1 ml igerisinde
10x10° hiicre olacak sekilde ekim yapildi. Bu amagla LNCaP ve PC-3 hiicreleri
klorokin’in 5 uM dozu, Pd (II) bilesiginin 12,5 pM dozu ve bunlarin kombinasyonlari
ile 48 saat slireyle muamele edildi. Tedavi siiresinin sonunda tedavi alan hiicreler ve
tedavi almayan kontrol hiicreleri once lizise ugratilarak iclerindeki proteinlerin agiga
¢ikmasi saglandi. Total protein konsantrasyonu BCA yontemi ile spektrofotometrede
okunarak belirlendi. Her lizat (20 pg total protein), “MILLIPLEX MAP Assay Buffer
2” ile sulandirildi, iireticinin talimatlarina gore gece boyu 4°C de inkiibasyona birakildi.

Medyan floresan yogunlugu (MFI) Lumineks sistemi ile 6l¢iildii.
2.2.11. Western Blot Analizi

Hiicrelerden elde edilen bir protein karisiminda hedeflenen proteinin varligini tespit
etmek ve molekiiler agirligini belirlemek amaciyla kullanilan 6zel yontemlerden biri de
western blot analizleridir.

Immiinoblotlama olarak da adlandirilan bu teknigin uygulanabilmesi icin &ncelikle
hedef proteini taniyarak ona baglanabilen bir antikor mevcut olmalidir. Western

blotlama temel olarak dort asamada gercgeklestirilir:
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I. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) yontemiyle
ornek karigimda bulunan proteinlerin jel tizerinde birbirlerinden ayrilmalar1 saglanir.
ii. Jelde biyiikliklerine gore ayrilarak bantlar olusturan protein molekiilleri,
elektrotransfer teknigi ile nitroseliilloz membrana aktarilirlar.
lii.Membrana sirasiyla, hedef proteine 6zgii antikor, bu antikoru taniyan ve yapisina
enzim ilave edilmis ikincil bir antikor ile muamele uygulanir.
iv.Son olarak s6z konusu enzimin substrati ile muamelesi sonucunda meydana gelen
151k araciligi ile hedef proteinin membran iizerinde goriintiillenmesi saglanir (Sekil
2.12).
Proteinlerin safliginin kontrolii ve molekiiler agirliklarinin saptanmasi amaciyla
kullanilan SDS-PAGE yo6ntemi Western blot analizinin ilk agamasini olusturur. Western
blot yonteminde toplayici jel ve ayirici jel olmak iizere iki farkli agaroz jel kullanilir.
Toplayici jel hafif asidik (pH: 6,8) olup diislik akrilamid konsantrasyona sahiptir ve bu
sayede gozenekli jel olusur. Ayirici jel baziktir (pH:8,8) ve yliksek poliakrilamid igerigi
ile jel gozenekleri daha dardir. Proteinler bu sayede biiyiikliiklerine gore ayrilir ve
biiyiik proteinlere kiyasla kiiclik proteinler daha kolay ve hizli ilerler.
SDS-PAGE yontemi ile ayrilmak istenilen proteinlerin sadece biiyiikliiklerine gore
ayrimini saglamak ic¢in once 1s1 ile denatiire edilmeleri ve sonra Sodyum Dodesil Siilfat
(SDS) ile muamele edilmeleri gereklidir. Anyonik bir deterjan olan SDS, proteinlere
baglanip negatif yiiklii hale getirerek lineer forma doniismelerini saglar. SDS sayesinde
negatif yiik ile yiiklenen proteinler elektroforez sirasinda anoda goc¢ ederler.
Elektroforez islemi tamamlandiginda farkli biiyiikliikteki proteinler jel boyunca
ilerlerken ayrisarak farkli protein bantlar1 halinde odaklanirlar. SDS-PAGE isleminden
sonra jeldeki protein bantlarmin goriintiilenmesi i¢in kemiluminesans prensibinden

yararlanilir (Coskun-Ar1 2003, Mahmood ve Yang 2012).
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Western blot Q
Lizis buffer (Orn: RIPA) kullanarak

Ornek Hazirlanisi ornekler lizis edilir e

Protein konsantrasyonu
belirlenir

Sample buffer (SDS ve B-merkaptoetanol) eklenir. 95 °C'de
5 dakika isitilir.

Jele Yukleme

20-30 pg protein jele yuklenir

Jelde Yurutme

100V-150V, 50-90 dk

Jel yuzdesi proteinin buyukligine
baghdr.

4-40 kDa 20%
12-45 kDa  15%
10-70 kDa  12,5%
15-100 kDa 10%

Kuglk proteinler
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katoda dogru daha
hizli hareket eder.

+ 25-200 kDa 8%
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membrana aktarilmasi l
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Toplam protein izolasyonu i¢in PC-3 ve LNCaP hiicreleri 1 ml’de 2.5x10° hiicre/kuyu
olacak sekilde 6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarma ekim yapildi. 24 saat 37 °C’, %5
CO>’li ortamda inkiibasyonu takiben iizerlerine klorokin’nin 5 uM dozu 1 ml besiyeri
icerisinde olacak sekilde uygulandi. Negatif kontrol kuyularindan I1ml besiyeri
uzaklastirildt ve yerine 1 ml taze besiyeri ilave edildi. 24 saat siiren inhibitor
uygulamalarini takiden hiicreler Pd (II) bilesiginin 12,5 uM dozu ile muamele edilerek
24 ve 48 saat siireyle 37°C, %5 CO,’li ortamda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon

siiresinin sonunda bir sonraki agsama olan protein izolasyonuna gecildi.

2.2.10.1. Protein izolasyonu
2.2.10.1.1. Cozeltiler

Lizis tamponu: 3 ml lizis tamponu (RIPA lysis buffer, Santa Cruz Biotechnology Inc.,
CA, USA) icin 30 pl 200mM PMSF (Santa Cruz, CA, USA), 30 pl 100 mM sodyum
ortovanadat (Santa Cruz, CA, USA), 45 ul proteaz inhibitor kokteyl (Santa Cruz, CA,
USA) eklendi. Soliisyon karanlikta hazirlandi.

Bu asamada, ila¢ uygulanan kuyularin siipernatantlari, buz {izerinde tutulan falkonlara
toplandi ve negatif kontrol kuyusunun siipernatant1 uzaklastirildi. Kuyulara 1 ml soguk
PBS ilave edilip hiicreler “scraper” (Corning) ile kaldirild1 ve ilgili falkonlara aktarildi.
Stispansiyon +4°C’de 1000g’de 5 dakika santrifiij (Hettich Zentrifugen, Almanya)
edildi. Santrifiij sonras1 falkonlarin siipernatantlar1 uzaklastirildi ve pelet iizerine 0.05
ml lizis tamponu pipetlendi. Falkonlar, karanlikta 45 dakika buz iizerinde bekletildi ve
bu esnada 10 dakikada bir sonikasyon islemi gerceklestirildi. Siire bitiminde soliisyonlar
1.5 ml’lik tiiplere aktarildi ve +4°C’de 13.000g’de 15 dakika santrifiij edildi (Eppendorf
AG, Hamburg, Germany). Siipernatantlar1 0.5ml’lik tiiplere topland1 ve protein

miktarlar1 6l¢iildi.

2.2.10.2. Proteinlerin Bi¢inkoninik asit (BCA) Yontemi ile Konsantrasyonlariin
Olciilmesi
2.2.10.2.1. Cozeltiler

Bicinchoninic Acid Kit (Sigma, St. Louis, MO)
Bovine Serum Albumin (BSA, Amresco, Solon, OH, USA) Standardi
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2.2.10.2.2.BSA Standartlarinin Hazirlanmasi

BCA ile protein miktarlarin1 dlgebilmek igin sigir serum albumin (BSA) proteininin
degisik konsantrasyonlar1 ultra saf dH,O ile hazirlanarak bir standart egri grafigi ¢izildi.
ml’sinde 1, 0,8, 0,6, 0,4, 0,2 mg BSA bulunan standartlar hazirlandi.

2.2.10.2.3. BCA Ol¢iimiiniin Yapilmasi

BCA protein tayin yonteminde bakir siilfat, BCA soliisyonuna eklendiginde olusan
kompleks elma yesili bir renk alir. Bu soliisyon, protein soliisyonuna ilave edildiginde,
proteinin peptit baglari ile etkilesir ve Cu’" iyonlar1 Cu” iyonlarina déniisiir. Neticesinde
kompleksin rengini mora gevirir. Bu yontem hizli, hassas ve kesindir ancak deterjan ve
organik solventlerle etkilesimlerine dikkat etmek gerekmektedir.

Olgiim i¢in Biginkoninik Asit Kit (Sigma, St. Louis, MO) ve 96 kuyuluk plate (Orange
Scientific) kullanildi. Her bir kuyuya 0, 20, 40, 60, 80 ve 100 pl standart ve 10 pl
konsantrasyonu bilinmeyen ornekler pipetlendi. Konsantrasyonu bilinmeyen 6rnekler
10 kere ultrasaf dHO ile seyreltilerek 6l¢iim yapildi, bu nedenle 10 pl drnekler 90 pl,
standartlar ise 100 pl’ye tamamlanacak sekilde ultrasaf dH,O ile tamamlandi ve bu
seyreltme katsayisi, hesaplamalarda dikkate alindi. Kuyularin tizerine 200 pl ¢alisma
ayiract pipetlendi ve plate 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda olusan renk siddeti, spektrofotometde 570 nm’de (FLASHScan S12, Jena,
Almanya) okundu.

2.2.10.3. Western Blot Yontemi ile Proteinlerin Nitroselilloz Membrana
Aktarilmasi
2.2.10.3.1. Cozeltiler

MES SDS Running Buffer (Nu-PAGE, 20X, Invitrogen, CA, USA): 30ml Running
buffer, 570ml ultra saf H,O ile tamamlandi.

Nu-PAGE LDS Sample Buffer (4X, invitrogen, CA, USA)

Nu-PAGE Sample Reducing Agent (10X, invitrogen, CA, USA)

Nu-PAGE Antioksidant (Invitrogen, CA, USA)

Kaleidoscope Prestained Standarts (Biorad, CA, USA)
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%4-12 gradient, NUPAGE Bis-Tris Mini Gels, 1mm, 12 kuyucuk (invitrogen, CA,
USA)

10X pH:7,6 TBS-T (Tris-Buffer Saline-Tween20): Tris base 24,23g (Scharlau,
Barcelona, Spain) NaCl (Merck, Darmstadt, Germany)

80,069 ve 5ml Tween20 (Dako, CA, USA) 1L ultrasaf H,O ile ¢oziildii.
Chemiluminescent Detection Kit, Mouse (Amersham, Buckinghamshire, UK)
Phototope™-HRP Western Blot Detection System (Cell signalling, MA, USA)

2.2.10.3.2. Proteinlerin Yiiklenmesi ve Jelde Yuriutiilmesi

Ornekler istenen hacimlerde toplam protein miktar1 20 ug (BCA ydntemiyle belirlenen)
ve “sample buffer” ve “reducing agent” 1X olacak sekilde 0.5 mI’lik tiiplere pipetlendi.
Ardindan tiipler su banyosunda bekletildi. Bu esnada jel, elektroforez tankina
yerlestirildikten sonra SDS running buffer, doluluk sinirina kadar eklendi. Hazir jelde
bulunan koruma sivisi pipet yardimiyla al-ver yapilarak uzaklastirildiktan sonra 500 pl
antioksidan eklendi. Marker, yiiklenmeden 6nce 40°C’de 1 dakika bekletildi. Daha
sonra marker (5 pl) ve Ornekler kuyulara pipet yardimiyla belirlenen miktarlarda

yiiklendi. Yiikleme islemi sonunda 40 dakika 150V yiiriitme yapildu.
2.2.10.3.3. Proteinlerin Transferi

Transfer islemi i¢in I-Blot jel transfer cihazina (Invitrogen, CA, USA) sirasiyla anot
bakir (+), jel, filtre kagidi (ultra saf H,O ile islatilir), katot bakir (-) ve siinger
yerlestirildi. Uretici firmanin ©6nerileri dogrultusunda 8 dakika transfer islemi

gerceklestirildi.

2.2.10.3.4. Proteinlerinin Belirlenmesi
2.2.10.3.4.1. Bloklama

Uygun protein i¢in, TBS-T igerisinde %5’lik siit (Santa Cruz, CA, USA) c¢ozeltisi
hazirlandi ve 60 dakika oda sicakliginda, calkalayici {izerinde inkiibe edildi. Siire

sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi.
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2.2.10.3.4.2. Birincil Antikor

Uygun birincil antikor 1:1000 olacak sekilde %35’lik BSA veya %>5’lik siit ¢ozeltisi
icerisinde hazirlandi ve 18 saat +4°C’de calkalayicida inkiibasyona birakildi. Siire

sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildu.
2.2.10.3.4.3. Ikincil Antikor

Ikincil antikor i¢in, uygun Anti-Rabbit veya Anti-Mouse 1:2000, Anti-biotin 1:1000
olacak sekilde %5’lik siit ¢ozeltisi icerisinde hazirland1 ve calkalayicida 60 dakika
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, 3 defa 5 dakika TBS-T ile yikama yapildu.

2.2.10.3.4.4. Goruntiileme

Goriintilleme i¢in; Lumiglo reagent A (20X, Cell Signaling, MA, USA) ve Peroksidaz
reagent B (20X, Cell Signaling, MA, USA) iki kat seyreltilerek kullanildi. Membranlar
hazirlanan soliisyon ile 1 dakika inkube edildikten sonra agiga ¢ikan kemiluminesans
sinyal, Fusion FX-7 (Vilber Lourmat, Torcy, France) cihazi kullanilarak goriintiilendi.
Bu sekilde nitroselilloz membran iizerine transfer edilmis olan proteinlere baglanan

antikorlar goriintiilendi.
2.2.10.3.4.5. Birincil ve ikincil Antikorlarin Membrandan Uzaklastirilmasi

Birincil ve ikincil antikorlari membrandan uzaklastirmak (Stripping) icin iiretici
firmanin (Cell Signaling, MA, USA) Western blot yeniden isaretleme (reprobing)
protokolil kullanildi. Stripping soliisyonu hazirlamak i¢in; 100 ml ultrasaf su igerisine
0,769 Tris-base (Scharlau, Barcelona, Spain), 2g SDS (Applichem, Darmstadt,
Germany) ve 700ul B-merkaptoetanol (Merck, Schuchard, Germany) eklendi (1X,
pH:6,8). Membran 4 kez 5 dakika TBS-T ile yikandiktan sonra stripping soliisyonu
eklenerek 150-300rpm, 37°C’de 30 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda 2 kez 5 dakika TBS-T ile yikama yapildi ve membranda sinyal olup olmadigin
kontrol etmek amaciyla goriintiileme yapildi. Goriintiileme sonunda membranlarda

sinyal yoksa 4 kez 5 dakika TBS-T ile yikama yapilarak bloklama asamasina gegildi.
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2.2.11. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler Graph Pad programi aracilizit ANOVA testi ile degerlendirildi. 3
tekrarli yapilan tiim analizlerin sonuglari ortalama ve standart sapma ile verildi.

[statistiksel olarak anlamli veriler p<0,05, p<0,01, p<0,001 degerine gére belirlendi.

74



3. BULGULAR
3.1. MTT Canllik Testi Bulgulari

Farkli genomik ve morfolojik 6zelliklere sahip LNCaP (AR +), ve PC-3 (AR -) prostat
kanseri hiicrelerine (Sekil 3.1) ve saglikli prostat hiicresi olan PNT1A hiicrelerine 12,
24 ve 48 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda (1,6-100 pM) Pd (II) bilesigi
uygulandi. Ayni1 zamanda yapilacak olan kombinasyon c¢aligmalari i¢in ge¢ donem
otofaji inhibitorii klorokin ve erken donem otofaji inhibitdrii olan 3-MA’nin 6, 12 ve 24
saat boyunca farkli konsantrasyonlarinin (0,6-40 uM) hiicre canlilig1 lizerine etkisi MTT
testi ile belirlendi. Pd (I1) bilesiginin uygulandigi hiicre soylarinda zamana ve doza baglh
olarak konsantrasyon arttik¢a hiicrelerin canlilik yiizdesinde istatistiksel olarak anlaml
azalmalar gozlendi (p<0,05; p<0,01; p<0,001). Hiicre soylarinda 12, 24, ve 48 saat
boyunca farkli konsantrasyonlarda Pd (II) bilesigi uygulamasi sonrasi ortaya ¢ikan
sonuclar Sekil 3.2 *de gosterildi.

PC-3 HUCRE SOYU LNCaP HUCRE SOYU
AR (-) AR (1)

Sekil 3.1. PC-3 ve LNCaP hiicre soylariin faz goriintiileri.
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Ozellikle 100, 50 ve 25 uM Pd (II) bilesigi uygulamas1 sonucu; zamana bagl olarak
LNCaP, PC-3 ve PNTIA hiicrelerinde kontrole kiyasla hiicre canliliginda anlamli
azalmalar gozlendi (p<0,001).

A. LNCaP MTT TESTI Pd (1) Kompleksi
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C. PNT1A MTT TESTI Pd (1) Kompleksi
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Sekil 3.2. Pd (II) bilesigi uygulanan LNCaP (A), PC-3 (B) ve PNT1A (C) hiicre
soylarinin canlilik yiizdelerinin grafigi. Her bir veri noktasi 3 bagimsiz ¢alismanin
ortalamasini temsil etmektedir. *Ayn1 zaman periyodu i¢inde kontrole gore farkli dozlar
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi (*: p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001)
ifade etmektedir.

MTT verilerine gore; LNCaP ve PC-3 hiicre soylarinda Pd (II) bilesiginin sitotoksik
aktivitesinin gosterilmesinde onemli olan IC50 (kontrol hiicrelerine kiyasla Pd (I1)
bilesigi ile muamele sonrasi hiicrelerin %50’sini 6ldiiren konsantrasyon) ve IC90
(kontrol hiicrelerine kiyasla Pd (II) bilesigi ile muamele sonrasi hiicrelerin %90’ 11

Oldiiren konsantrasyon) degerleri ise Cizelge 3.1° de verilmistir.

Cizelge 3.1. Pd (1) bilesigi uygulanan hiicre soylarinda MTT canlilik testi sonuglarina
gore 48 saat tedavi siiresindeki ICsg ve 1C oo degerleri.

Doz (uM) LNCaP PC-3
1Cso 15,75 15,88
1Cqo 41,31 48,24

Otofaji inhibitdleri klorokin ve 3-MA’nin 6, 12 ve 24 saat boyunca farkli
konsantrasyonlariin (0,6-40 uM) hiicre canlilig1 lizerine etkisi MTT testi ile belirlendi.

MTT hiicre canlilig1 sonuglara gore, LNCaP prostat kanser hiicrelerine uygulanan
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3-MA’nin, 12 ve 24 saat tedavi siiresi boyunca hiicre canliliginda kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli azalamalara neden oldugu bulundu (p<0,001). 6, 12 ve 24
saat klorokin tedavisi sonucunda bu hiicrelerde doza bagli olarak kontrole kiyasla hiicre
canliginda istatistiksel olarak anlamli azalmalar gozlendi (p<0,05; p<0,001) (Sekil
3.3A). PC-3 hiicrelerinde 3-MA uygulamasi sonucu 24 saatte 5, 10, 20 ve 40 uM
dozlar1 hiicre canliliginda azalmaya neden olurken (p<0,05; p<0,01; p<0,001) bu
hiicrelere klorokin uygulamasi sonucu 24 saatte tiim dozlarda (0,6-40 uM) kontrole
kiyasla hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu goriildi
(p<0,01; p<0,001) (Sekil 3.3B). Saglikli prostat hiicre soyu olan PNT1A’da ise 3-
MA’nin 24 saat uygulamasi sonucu hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli
azalmalar oldugu goriildii. Bu hiicrelere 6, 12 ve 24 saat klorokin uygulamasi sonucu
10, 20 ve 40 pM dozlarinda kontrole kiyasla hiicre canlilifinda istatistiksel olarak
anlamli azalmalar bulundu (p<0,05; p<0,01; p<0,001) (Sekil 3.3C).

A. LNCaP MTT TESTI 3.METIL ADENIN
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LNCAP KLOROKIN KLOROKIN
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PC-3 MTT TESTI KLOROKIN
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PNT1A MTT TESTI KLOROKIN
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Sekil 3.3. Otofaji inhibitorleri uygulanan LNCaP (A), PC-3 (B) ve PNT1A (C) hiicre

soylarinin canlilik yilizdelerinin grafigi. Her bir veri noktasi 3 bagimsiz ¢aligmanin
ortalamasini temsil etmektedir. *Ayn1 zaman periyodu i¢inde kontrole gore farkli dozlar
karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi (*: p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001)
ifade etmektedir.

LNCaP ve PC-3 prostat kanseri hiicrelerine 6 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda
(0,3-20 nM) deneylerde pozitif kontrol olarak kullanmak amaciyla, otofaji uyarici ajan
rapamisin uygulandi. Rapamisinin, LNCaP hiicrelerinde 5, 10 ve 20 nM dozlarinda
kontrole kiyasla hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli azalmalara neden oldugu
bulundu(p<0,05; p<0,01; p<0,001) (Sekil 3.4A). PC-3 hiicrelerinde ise 10 ve 20 nM
dozlarinda hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli azalmalara neden oldugu

goriildi (p<0,05; p<0,01; p<0,001) (Sekil 3.4B).
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LNCaP MTT TESTI RAPAMISIN
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Sekil 3.4. Rapamisin’in (0,3-20 uM) LNCaP (A) ve PC-3 (B) insan prostat kanseri
hiicrelerinin canliliga etkisinin doza bagli olarak degisimi. Her bir veri noktasi 3
bagimsiz calismanin ortalamasimi temsil etmektedir *Ayn1 zaman periyodu icinde

kontrole gore farkli dozlar karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilig1 (*: p<0,05
**:p<0,01 ***:p<0,001) ifade etmektedir.
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Kombinasyon ¢alismalart igin, Pd (Il) bilesiginin her ii¢ hiicre soyunda da yaklagsik
olarak hiicre canliliginin %50 oldugu konsantrasyona yakin bir doz olan 12,5 pM dozu
secildi. Otofaji inhibitdleri icin ise literatiir verileri ve sonuglarimizla uyumlu olarak
toksik olmayan 5 uM dozu ile 24 saat 6n tedavi uygulanmasina karar verildi. Yapilan
doz segimleri sonrasi klorokin ve 3-MA i¢in belirlenen inhibitér konsantrasyonlart (5
uM) ile Pd (I) bilesigi (12,5 uM) kombinasyonun hiicre canliligina olan etkisini
belirleyebilmek i¢in MTT canlilik testi yapildi. Ayn1 zamanda bu etkide inhibitorle 24
saat muamele sonucu bu inhibitdrlerin ortamdan uzaklastirilmasinin yapilacak olan
kombinasyon c¢alismasina da etkisi incelendi. Yapilan MTT hiicre canlilifi testi
sonuglarina gore; LNCaP prostat kanseri hiicrelerinde Pd (1) bilesiginin Klorokin ve 3-
MA ile olan kombinasyonda, 24 saat siireyle yapilan tedavide yanlizca Pd (II) bilesigine
kiyasla inhibitorlerle yapilan kombinasyon tedavisinde hiicre canliliginda istatistiksel
olarak anlamli bir azalmaya rastlanmadi (Sekil 3.5A). Fakat 48 saat siiren Pd (II)
bilesigi uygulamasi sonucu her iki inhibitor ile olan kombinasyonda da tek basina Pd
(ID) bilesigi kullanimina kiyasla hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
oldugu gdzlemlendi (p<0,001) (Sekil 3.5A). Inhibitorlerle yapilan 24 saatlik 6n tedavi
sonucu, tedavi siiresinin bitiminde inhibitorlerin ortamdan uzaklastirllmamalarinin
kimyasallarin 6zellikle de Pd (II) bilesiginin etkisinin bozuldugu sonucuna varilmasi
nedeniyle deneylerde inhibitorler 24 saat On tedavi siiresinin sonunda ortamdan
uzaklastirildi.

PC-3 prostat kanseri hiicrelerinde yapilan calismada; 24 saat stiren Pd (II) bilesigi
tedavisi sonucu tek basina uygulanan Pd (II) bilesigine kiyasla inhibitorler ile yapilan
kombinasyonda istatistiksel olarak hiicre canliliginda anlamli bir azalma gézlemlenmedi
(Sekil 3.5B). Otofaji inhibitorleri ile yapilan 24 saat 6n tedavi sonucu ortamdan
inhibitorlerin uzaklastirlmamasi diger hiicre soyunda oldugu gibi Pd (II) bilesiginin
etkisinin azalmasina neden oldugu gézlemlendi. 48 saat siiren tedavi sonucunda, Pd (II)
bilesiginin tek basina etkisine kiyasla her iki otofaji inhibitorii ile kombine edildiginde
hiicre canlilifinda istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya neden oldugu goriildii

(p<0,001) (Sekil 3.5B).
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Sekil 3.5. Pd(ll) bilesigi, Klorokin, 3-MA ve inhibitorlerin Pd (II) bilesigi ile
kombinasyon tedavisi sonucu LNCaP (A) ve PC-3 (B) hiicrelerinin canlilik yiizdelerinin
grafigi. Her bir veri noktast 3 bagimsiz ¢alismanin ortalamasini temsil etmektedir.
* Ayni zaman periyodu i¢inde kontrole gore (*: p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001) Pd (1)
bilesigine gore (#:p<0,05 ##:p<0,01 ###:p<0,001) karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamlilig: ifade etmektedir.

3.2. ATP Canlilik Testi Bulgulari

ATP canlilik testi ile hiicrelerde canliligin bir gostergesi olan intraselliiller ATP miktar1
belirlendi. Otofaji inhibitorleri ile 24 saat 6n tedavi uygulamasi sonrast 12,5 uM
hazirlanan Pd (II) bilesiginin 48 saat siiren tedavisi, LNCaP ve PC-3 prostat kanseri
hiicre soylarinda Ki intraselliiler ATP miktarina olan etkisi gosterildi (Sekil 3.6).

ATP canlilik testi MTT testine gore daha hassas bir metod oldugu i¢in hem tek basina
Pd (Il) bilesiginin hemde otofaji inhibitorleri ile kombinasyonunun hiicre canlilig
degerleri ATP testinde daha diisiik bulundu (Sekil 3.6). LNCaP hiicrelerinde Pd (I1)
bilesiginin Klorokin ile kombinasyonu, tek basina Pd (Il) bilesigine kiyasla hiicre
canliliginda istatistiksel olarak anlamli azalmalara neden oldugu belirlendi (p<0,001)
(Sekil 3.6A). PC-3 hiicrelerinde Pd (II) bilesiginin hem klorokin hem de 3-MA ile
kombinasyonun gii¢lii bir sitotoksik etkiye sahip oldugu hiicre canliligin1 Pd (II)
bilesigine kiyasla istatistiksel acidan anlamli olarak azalttig1 belirlendi (p<0,001) (Sekil
3.6B). Alinan sonuglar MTT verilerimizi destekler niteliktedir.
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A. LNCaP ATP TESTI 48 SAAT
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Sekil 3.6. Pd (Il) bilesigi, Klorokin, 3-MA ve inhibitoérlerin Pd (II) bilesigi ile
kombinasyon tedavisi sonucu LNCaP (A) ve PC-3 (B) hiicrelerinin canlilik yiizdelerinin
grafigi. Her bir veri noktasi 3 bagimsiz calismanin ortalamasini temsil etmektedir.
* Ayn1 zaman periyodu i¢inde kontrole gore (*: p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001) Pd (II)
bilesigine gore (#:p<0,05 ##:p<0,01 ###:p<0,001) karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamlilig: ifade etmektedir.
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Yapilan MTT ve ATP canlilik testleri sonucu gore, ileri analizlerde otofaji inhibitorleri
ile 24 saat On tedavi uygulanmasi sonrasi inhibitérlerin ve Pd (Il) bilesiginin
birbirlerinin etkilerini bozmast nedeni ile inhibitérlerin 24 saat sonrasinda ortamdan
uzaklastirilmasina ve sonrasinda 48 saat siireyle Pd (I1) bilesigi tedavisi uygulanmasina
karar verildi.

Otofaji inhibitorleri ile 24 saat 6n tedavi uygulamasi sonrasi 12,5 uM hazirlanan Pd (II)
bilesiginin 48 saat siiren tedavisi saglikli prostat kanseri hiicre soyu olan PNT1A
tizerine etkisi ATP canlilik testi ile gosterildi (Sekil 3.7). 48 saat boyunca tedavi
uygulanan hiicrelerde ATP hiicre canliligi analizi sonuglara gore, PNT1A saglikli
prostat hiicrelerine uygulanan Pd (Il) bilesigi, LNCaP ve PC-3 prostat kanseri
hiicrelerine oranla hiicre canliliginda daha diisiik seviyede azalmaya neden oldugu
bulundu. PNT1A’da Pd (Il) ve klorokin kombinasyonu, Pd (Il) bilesigi ve 3-MA
kombinasyonu kontrole kiyasla hiicre canlilifinda yaklasik olarak %50, yanlizca Pd (II)
bilesigi uygulamasia kiyasla yaklasik olarak %20 oraninda istatiksel olarak anlaml

azalmaya neden oldugu gorildii (p<0,001) (Sekil 3.7).
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24 saat 6n tedavi sonucu inhibitér ortamdan uzaklastiriimistir.

Sekil 3.7. Pd (Il) bilesigi, Klorokin, 3-MA ve inhibitorlerin Pd (II) bilesigi ile
kombinasyon tedavisi sonucu PNT1A hiicresinin canlilik yiizdelerinin grafigi. Her bir
veri noktast ve 2 bagimsiz ¢alismanin ortalamasini temsil etmektedir. * Ayni zaman
periyodu i¢inde kontrole gore (*: p<0,05; ***:p<0,001) Pd (Il) bilesigine gore
(###:p<0,001) karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir.
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3.3. Anneksin-V Boyama Yontemi Bulgular:

Anneksin-V, apoptozisin erken donemlerinde hiicrenin dis yiizeyine transloke olan
PS’ye baglanabilen bir proteindir ve floresan bir madde ile isaretlendiginde apoptotik
hiicreler goriiniir hale getirilirerek floresan mikroskobu ile incelenir. Ayrica nekrotik
hiicrelerin yiizeylerinde de Anneksin-V baglanmas1 goriilebildigi i¢in ydntem
calisilirken ikinci boya olarak propidyum iyodiir eklenmektedir. Hiicreler Anneksin-V
Fluorescein (yesil floresan) ve non-vital boya olan propidyum iyodiir (kirmizi floresan)
ile es zamanli olarak boyandiginda; canli hiicreler Annexin-V negatif/ Pl negatif, erken
apoptotik hiicreler Annexin-V pozitif/P1 negatif ve ge¢ apoptotik veya nekrotik hiicreler
Anneksin-V pozitif/ PI pozitif sonu¢ verir. LNCaP ve PC-3 hiicrelerine Pd (II)
bilesiginin 12,5 uM, klorokin ve 3-MA’nin 5 uM ve bunlarin kombinasyon dozlari
uygulandi. 12 ve 24 saat ila¢ uygulamasim takiben {iglii boyama yontemi (Hoechst
33342+Anneksin-V+PI) uygulanarak floresan mikroskop altinda degerlendirme yapildi.
Pd (II) bilesiginin tek basina ve inhibitorler ile 12 saat siiren kombinasyon tedavisi
sonucu LNCaP hiicre soyunda hiicre yogununlugunun kontrole kiyasla azaltigi ve
apoptozise Ozgii olan piknozis yani niikleusun kontrole kiyasla kiiglildiigi gozlendi.
Hiicrelerin ¢ogunun Anneksin-V pozitif/ PI pozitif olmasi hiicrelerde geg
apoptozis/sekonder nekrozis gelistigi sOylenebilir (Sekil 3.8). 24 saat siiren tedavi
sonrast Pd (1) bilesiginin inhibitorle kombinasyon sonucu Anneksin-V pozitif alanlarin
¢ok daha yogun oldugu ve hiicrelerde Anneksin-V pozitif/ Pl pozitif belirlenmesi geg
apoptozis/sekonder nekrozis gelistigini gostermektedir (Sekil 3.9). Ayrica LNCaP
hiicre soyunda otofaji inhibitorleriyle olan kombinasyonda 24 saat siiren tedavi sonrasi

hiicre sayisinda kontrole kiyasla azalmalar gozlendi.
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Sekil 3.8. Pd (Il) bilesigi, Klorokin, 3-MA ve inhibitoérlerin Pd (II) bilesigi ile
kombinasyon LNCaP hiicrelerinde 12 saatlik tedavi sonrasi floresan mikroskop
goriintiileri. A: Hoechst 33342 ile boyama (Mavi), B: Anneksin-V (Yesil), C:
Propidyum iyodiir ile boyama (Kirmizi). Ince beyaz ok: Piknotik veya kondanse
nukleus; kalin beyaz ok: Anneksin-V, pozitif PI negatif; kalin sar1 ok: Anneksin-V,
pozitif PI pozitif alanlar1 gostermektedir.
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Sekil 3.9. Pd (Il) bilesigi, Klorokin, 3-MA ve inhibitorlerin Pd (II) bilesigi ile
kombinasyon LNCaP hiicrelerinde 24 saatlik tedavi sonrasi floresan mikroskop
goriintiileri. A: Hoechst 33342 ile boyama (Mavi), B: Anneksin-V (Yesil), C:
Propidyum iyodiir ile boyama (Kirmizi). Ince beyaz ok: Piknotik veya kondanse
nukleus; kalin beyaz ok: Anneksin-V, pozitif PI negatif; kalin sar1 ok: Anneksin-V,
pozitif PI pozitif alanlar1 gostermektedir.
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PC-3 hiicrelerinde, Pd (Il) bilesiginin tek basma ve inhibitérler ile 12 saat siiren
kombinasyon tedavisi sonucu hiicre yogununlugunun kontrole kiyasla azaltigi ve
piknotik niikleuslarin varligi belirlendi. Hiicrelerin ¢ogunun Anneksin-V pozitif/ Pl
pozitif olmasindan dolayr hiicrelerde ge¢ apoptozis/sekonder nekrozis gelistigi
sOylenebilir (Sekil 3.10). PC-3 hiicrelerinde, 24 saat siiren tedavi sonrast Pd (II)
bilesiginin inhibitérle kombinasyonu sonrasi hiicre sayisinda kontrole kiyasla azalmalar
gozlendi. Hiicrelerde 6zellikle kombinasyon tedavilerinde Anneksin-V pozitif alanlarin
cok daha yogun oldugu ve Anneksin-V pozitif/ PI pozitif belirlenmesi geg
apoptozis/sekonder nekrozis gelistigini gostermektedir (Sekil 3.11).
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Sekil 3.10. Pd (Il) bilesigi, Klorokin, 3-MA ve inhibitorlerin Pd (II) bilesigi ile
kombinasyon PC-3 hiicrelerinde 12 saatlik tedavi sonrasi floresan mikroskop
goriintiileri. A: Hoechst 33342 ile boyama (Mavi), B: Anneksin-V (Yesil), C:
Propidyum iyodiir ile boyama (Kirmizi). Ince beyaz ok: Piknotik veya kondanse
nukleus; kalin beyaz ok: Anneksin-V, pozitif PI negatif; kalin sar1 ok: Anneksin-V,
pozitif PI pozitif alanlar1 gostermektedir.
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Sekil 3.11. Pd (Il) bilesigi, Klorokin, 3-MA ve inhibitorlerin Pd (II) bilesigi ile
kombinasyon PC-3 hiicrelerinde 24 saatlik tedavi sonrasi floresan mikroskop
goriintiileri. A: Hoechst 33342 ile boyama (Mavi), B: Anneksin-V (Yesil), C:
Propidyum iyodiir ile boyama (Kirmizi). Ince beyaz ok: Piknotik veya kondanse
nukleus; kalin beyaz ok: Anneksin-V, pozitif PI negatif; kalin sar1 ok: Anneksin-V,
pozitif PI pozitif alanlar1 gostermektedir.
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3.4. M30 Antijen (Kaspazla Kirilmus Sitokeratin 18) Bulgulari

Pd (1) bilesiginin otofaji inhibitorleri ile kombinasyonunun hiicreler {izerinde sitotoksik
aktivite gosterdigi belirlendikten sonra hiicre 6lim modunu arastirmak amaciyla
apoptozise 06zgli bir belirte¢ olan kaspazla-kirilmis CK18 (M30) diizeylerine bakildi.
M30-Antijen Olgiimlerinin degerlendirilmesi i¢in standart egri grafigi hazirlandi.
LNCaP ve PC-3 hiicreleri ile yapilan ¢alismanin standart egri grafigi Sekil 3.12’te
gosterilmistir. Olgiilen absorbanslar standart egri grafigi yardimiyla belirlenen formiiller
tizerinden degerlendirilerek M30 miktarlar1 U/L cinsinden hesaplandi (Sekil 3.13).

Sekil 3.13’de, 12,5 uM Pd (II) bilesigi ve 5 uM otofaji inhibitorleri (klorokin ve 3-MA)
ile muamelelerinin 48 saatte LNCaP ve PC-3 hiicrelerinde, bir apoptozis belirteci olan
M30 seviyesine olan etkisi gosterilmektedir. Her iki hiicre soyunda da M30
seviyelerinde herhangi bir degisimin olmadig: belirlendi (Sekil 3.13A ve Sekil 3.13B).
calismada pozitif kontrol olarak A549 akciger kanseri hiicre soyunda sisplatinin 12,5
uM dozu kullanildi.
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Sekil 3.12. LNCaP ve PC-3 hiicre soylar ile yapilan ¢aligmanin M30-Antijen standart
egri grafigi.
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Sekil 3.13. Pd(Il) bilesigi, Klorokin, 3-MA ve inhibitorlerin Pd (II) bilesigi ile
kombinasyon tedavilerinin 48 saatte LNCaP (A) ve PC-3 (B) hiicre soylarinda M30
seviyeleri lizerine etkisi. Pozitif kontrol: A549 hiicrelerinde 12,5 uM sisplatin. *Ayni
zaman periyodu i¢inde kontrole gore farkli dozlar karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
anlamliligr ***:p<0,001) ifade etmektedir.
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3.5. Akim Sitometri Bulgulari
3.5.1. Kaspaz 3/7 Testi

Yapilan canlilik testleri ve floresan boyama sonuglar1 her iki otofaji inhibitoriiniin de
(klorokin ve 3-MA) Pd (Il) bilesigi ile kombine edildigi zaman benzer sonucu
gosterdigi bulundu. Bu yiizden sonraki ¢alismalarda hem stabilitesi hemde klinik dncesi
faz galismalarinda etkinligi ve giivenirliginin kanitlanmasi nedeniyle otofaji inhibitorii
olarak klorokin kullanimina karar verildi. Apoptotik sinyal boyunca etkili olan effektor
kaspazlardan: kaspaz 3/7 aktivasyonu membran integritesi ve apoptotik hiicre oliimii
hakkinda onemli bilgiler vermektedir. Apoptotik hiicre 6liimii, kaspaz proteazlarin
aktiflesmesi sayesinde gergeklesmektedir.

Apoptotik hiicre 6liim mekanizmasinin akim sitometrisinde Kaspaz 3/7 aktivitesi
degerlendirilmesi sonucunda; LNCaP hiicrelerinin 12 saatlik tedavi sonrasinda, klorokin
tek basina uygulandiginda apoptotik oran %4,15 (Q2+Q4), Pd (I1) bilesigi tek basina
%8,65 (Q2+Q4) iken kombinasyon grubunda (klorokin+Pd (1) bilesigi) apoptotik oran
%4,95 (Q2+Q4) olarak belirlenmistir (Sekil 3.14A). Alinan verilerde, kombinasyon
tedavisinin apoptotik oraninda (kaspaz 3/7 aktivitesini) anlamli degisiklik gézlenmedi.
48 saat tedavi sonucunda ise, kombinasyon tedavisinde total apoptotik hiicre yiizdesi
%7,15 (Q2+Q4); iken tek basmna Pd (II) komplesi ile tedavisi sonucu apoptotik hiicre
yizdesi %5,95 (Q2+Q4), tek basina klorokin uygulamasinda oran %3,50 (Q2+Q4)
bulundu (Sekil 3.14B). Bu sonuglara gore 48 saat siiren tedavi sonucu kombinasyon
tedavisinin hiicrelerinde Pd (II) bilesigine oranla kaspaz 3/7 aktivitesini degismedigi

gozlemlendi.
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Sekil 3.14. Klorokin (5uM) ile 6n tedavi sonrasinda Pd (Il) bilesigi (12,5 uM) ve
klorokin kombinasyonunun LNCaP insan prostat kanseri hiicrelerinde kaspaz 3/7
degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin 24 (A) ve 48 (B) saatlik
histogramlart (Q1=Nekroz, Q2=Ge¢ Apoptoz, Q3=% Canlilik, Q4=Erken Apoptoz)

MTT ve ATP canlilik testlerinde hem tek basmma Pd (II) bilesigine hemde otofaji
inhibitorleri (klorokin ve 3-MA) kombinasyon tedavilerinde daha duyarli sonuglar veren
PC-3 hiicre soyunda 12 saatlik tedavi sonrasinda, klorokin tek basina uygulandiginda
apoptotik oran %3,80 (Q2+Q4), Pd () bilesigi tek basina %15 (Q2+Q4) iken
kombinasyon grubunda (klorokin+Pd (Il1) bilesigi) apoptotik oran %19,05 (Q2+Q4)
olarak belirlenmistir (Sekil 3.15A). Kombinasyon tedavisinin apoptotik oraninda
(kaspaz 3/7 aktivitesini) az miktarda artis goriildii. 48 saat tedavi sonucunda ise,
kombinasyon tedavisinde total apoptotik hiicre yilizdesi %69,85 (Q2+Q4); iken tek
basina Pd (II) komplesi ile tedavisi sonucu apoptotik hiicre ylizdesi %56 (Q2+Q4), tek
basina klorokin uygulamasinda oran %3,10 (Q2+Q4) bulundu (Sekil 3.15B). Bu
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sonuclara gore 48 saat siiren tedavi sonucu kombinasyon tedavisinin hiicrelerinde hem

Pd (I1) bilesigine hem kontrole oranla kaspaz 3/7 aktivitesininde artis meydana geldigi

goruldii.
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Sekil 3.15. Klorokin (5uM) ile 6n tedavi sonrasinda Pd (II) bilesigi (12,5uM) ve
Klorokin  kombinasyonunun PC-3 prostat kanseri hiicrelerinde kaspaz 3/7
degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik ylizde degerlerinin 24 (A) ve 48 (B) saatlik
histogramlar1 (Q1=Nekroz, Q2=Ge¢ Apoptoz, Q3=% Canlilik, Q4=Erken Apoptoz)

Bu verileri desteklemek tizere kaspaz aktivitesini baskilamak amaciyla, hiicrelere 6n
uygulama ile (24 saat) 20 uM pan-kaspaz inhibitérii (z-VAD-FMK) uygulandi.
Ardindan ilaglar tek tek veya kombine olarak uygulandi. Bu siirecte kaspaz
inhibitoriiniin etkisi MTT hiicre canlilig1 tespiti ile incelendi. Elde edilen sonuglara
gore, LNCaP hiicrelerinde, kaspaz inhbitdrleri uygulandiginda ilaglarin sitotoksik
etkilerinin devam etmedigi goriildii (Sekil 3.16A). Ozellikle PC-3 hiicre soyunda hem

Pd (I1) bilesigi ile pan-kaspaz inhibitdrii 6n uygulamasi hem de Pd (II) bilesigi, klorokin
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ve pan-kaspaz inhibitdrii uygulamasi sonucu canli hiicre sayisinda artis goriildi (Sekil
3.16B). Pan-kaspaz inhibitorii her iki hiicre soyunda da hem tek basina ilag hem de
kombinasyon tedavilerinin hiicre canliliginm1 baskilayict etkisini ortadan kaldirdigi

gbzlemlendi. Bu durum hiicrelerde goriilen apoptozisin kaspaz bagimli oldugunu

gostermektedir.
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B. PC-3 MTT TESTI 48 SAAT
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Sekil 3.16. Pan-kaspaz inhibitorii ile 6n tedavi sonrasinda Pd (1) bilesigi (12,5 uM) ve
Klorokin (5 uM) kombinasyonunun LNCaP (A) ve PC-3 (B) prostat kanseri
hiicrelerinde canlilik yiizdelerinin grafigi. Her bir veri noktas1 3 bagimsiz ¢alismanin
ortalamasini temsil etmektedir *Ayn1 zaman periyodu ig¢inde kontrole gore farkli dozlar
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligr (*:p<0,05 **:p<0,01 ***:p<0,001)
ifade etmektedir.

3.5.2. Anneksin-V Degerlendirilmesi

Apoptotik  hiicre  6liim mekanizmasinin  akim  sitometrisinde ~ Anneksin-V
degerlendirilmesi sonucunda; LNCaP hiicre soyunda 12 saatlik tedavi sonrasinda,
klorokin tek basina uygulandiginda apoptotik oran %7,10 (Q2+Q4), Pd (1) bilesigi tek
basina %8,05 (Q2+Q4) iken kombinasyon grubunda (klorokin+Pd (Il) bilesigi)
apoptotik oran %6,45 (Q2+Q4) olarak belirlenmistir (Sekil 3.17A). Kombinasyon
tedavisinin apoptotik oraninda (Anneksin-V pozitifligi) anlamli bir degisiklik
gozlenmedi. 48 saat tedavi sonucunda ise, kombinasyon tedavisinde total apoptotik

hiicre yiizdesi %4,75 (Q2+Q4); iken tek basina Pd (II) komplesi ile tedavisi sonucu
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apoptotik hiicre yiizdesi %15,85 (Q2+Q4), tek basina klorokin uygulamasinda oran
%4,55 (Q2+Q4) bulundu (Sekil 3.17B). Bu sonuglara gore 48 saat siiren tedavi sonucu
kombinasyon tedavisinin hiicrelerinde Pd (IT) bilesigine oranla apoptotik hiicre sayisinin
degismedigi gozlemlendi. Annexin V-FITC ve 7-AAD (negatif olan bdlge canli
hiicreleri (Q3), Annexin V-FITC ve 7-AAD pozitif olan bolge ge¢ apoptotik hiicreleri
(Q2), Annexin V-FITC pozitif ve 7-AAD negatif olan bolge erken apoptotik hiicreleri
(Q4), Annexin V-FITC negatif ve 7-AAD pozitif olan bolge ise nekrotik hiicrelerin

yiizde degerlerini gdstermektedir.

A) 12 SAAT
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Sekil 3.17. Klorokin (5 uM) ile 6n tedavi sonrasinda Pd (II) bilesigi (12,5uM) ve
klorokin kombinasyonunun LNCaP prostat kanseri hiicrelerinde Anneksin-V
degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik ylizde degerlerinin 24 (A) ve 48 (B) saatlik
histogramlar1 (Q1=Nekroz, Q2=Ge¢ Apoptoz, Q3=% Canlilik, Q4=Erken Apoptoz)
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Kaspaz 3/7 aktivitesinde anlamli sonuglar goriilen PC-3 hiicre soyunda 12 saatlik tedavi
sonrasinda, klorokin tek basina uygulandiginda apoptotik oran %4,85 (Q2+Q4), Pd (1)
bilesigi tek basina %15,15 (Q2+Q4) iken kombinasyon grubunda (klorokin+Pd (II)
bilesigi) apoptotik oran %15,70 (Q2+Q4) olarak belirlenmistir (Sekil 3.18A).
Kombinasyon tedavisinin apoptotik oraninda kontrole kiyasla artig goriiliirken tek
basina Pd (II) bilesigine kiyasla anlamli bir artig goriilmedi. 48 saat tedavi sonucunda
ise, kombinasyon tedavisinde total apoptotik hiicre yiizdesi %70.90 (Q2+Q4); iken tek
basma Pd (II) komplesi ile tedavisi sonucu apoptotik hiicre yiizdesi %64.60 (Q2+Q4),
tek basina klorokin uygulamasinda oran %3.70 (Q2+Q4) bulundu (Sekil 3.18B). Bu
sonuclara gore 48 saat siiren tedavi sonucu kombinasyon tedavisinin hiicrelerinde hem
Pd (Il) bilesigine hem kontrole oranla apototik hiicrelerin sayisinda artis meydana
geldigi gorildi. Yapilan Anneksin-V floresans boyama goriintiileri de bu sonucu

destekledi.
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Sekil 3.18. Klorokin (5uM) ile 6n tedavi sonrasinda Pd (II) bilesigi (12.5uM) ve
klorokin kombinasyonunun PC-3 prostat kanseri hiicrelerinde Anneksin- V
degerlendirmesi ile elde edilen apoptotik yiizde degerlerinin 24 (A) ve 48 (B) saatlik
histogramlar1 (Q1=Nekroz, Q2=Ge¢ Apoptoz, Q3=% Canlilik, Q4=Erken Apoptoz).

3.5.3. Mitokondri Membran Potansiyel Degisiklikleri

Mitokondriyal membran permeabilitesinin degisimi apoptotik siirecde gozlenen 6nemli
degisiklikleriden biridir. Sekil 3.19°da goriildiigli lizere; LNCaP prostat kanseri
hiicrelerinde 24 saat siiren tedavi sonucu tek basina Pd (II) bilesiginde mitokondrisi
depolarize olan hiicrelerin total yilizdesi %16,95 (Q1+Q3)
kombinasyon sonucu bu oranin %12,70 (Q1+Q3) oldugu goriildii (Sekil 3.19A). 24 saat
stiren tedavide kontrole kiyasla hem tek basina Pd (II) bilesigi hem de klorokin ile olan

iken klorokin ile

kombinasyon tedavisinde depolarize olan hiicrelerin total yiizdesinin daha fazla oldugu
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goriildii. Fakat tek basina Pd (II) bilesigi uygulamasi ile kombinasyon uygulanmasi
arasinda anlamli bir artig goriilmedi. PC-3 prostat kanseri hiicre soyunda ise, tek basina
Pd (Il) bilesiginde mitokondrisi depolarize olan hiicrelerin total yiizdesi %67,55
(Q1+Q3), klorokin %7,10 (Q1+Q3) iken kombinasyon sonucu bu oranin %52,25
(Q1+Q3) oldugu belirlendi (Sekil 3.19B). Kombinasyon tedavisinde depolarize olan
hiicrelerin yiizdesinde kontrole gore anlamli fakat tek basina Pd (II) bilesigibe kiyasla

anlamli bir artig gézlemlenmedi.
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Sekil 3.19. Klorokin (5uM) ile 6n tedavi sonrasinda Pd (II) bilesigi (12.5uM) ve
klorokin kombinasyonunun LNCaP (A) ve PC-3 (B) prostat kanseri hiicrelerinde
mitokondri membran potansiyel degisimi yiizde degerlerinin 12 saatlik histogramlari
(Q1=Depolarize/Olii, Q2= Olii, Q3=Depolarize/Canli, Q4= Canl1)

3.5.4. DNA Hasarinin Belirlenmesi

YH2AX’nin ekspresyonu DNA ¢ift zincir kiriklarinin tespitinde hassas bir belirtecdir.
Akim sitometrisinde p-yH2AX’nin degerlendirilmesi sonucu 24 saat sonra Pd (II)

bilesiginin kontrole kiyasla LNCaP hiicrelerinde %1,20 (Q2) DNA hasarina neden
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oldugu bulundu. Klorokin tek basma uygulandiginda bu oran %0,70 (Q2) olarak
kaydedildi. Pd (Il) bilesiginin Klorokin ile kombine edilmesi sonucu bu hasar %1,50
(Q2) bulundu (Sekil 3.20). Sonug olarak kombinasyon tedavisinin LNCaP hiicrelerinde

DNA hasarinda anlamli bir artisa neden olmadig1 belirlendi.
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Sekil 3.20. Klorokin (5 uM) ile 6n tedavi sonrasinda Pd (II) bilesigi (12,5 uM) ve
klorokin kombinasyonunun LNCaP prostat kanseri hiicrelerinde p-yH2AX yiizde
degerlerinin 24 saatlik histogrami (Q1= yYH2AX, Q2= p-yH2AX, Q3= yH2AX eksprese
etmeyen)

24 saat tedavi sonrast Pd (II) bilesiginin kontrole kiyasla PC-3 hiicrelerinde %54,50
(Q2) DNA hasarina neden oldugu bulundu. Klorokin tek basina uygulandiginda bu oran
%1,80 (Q2) olarak kaydedildi. Pd (II) bilesiginin klorokin ile kombine edilmesi sonucu
bu hasar %36,60 (Q2) bulundu (Sekil 3.21). Sonug olarak PC-3 prostat kanseri hiicre
soyunda kombinasyon tedavisi sonucu DNA hasarinda tek basmna Pd (II) bilesigine

kiyasla anlamli bir azalma meydana geldigi gortildii.
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Sekil 3.21. Klorokin (5 uM) ile 6n tedavi sonrasinda Pd (II) bilesigi (12,5 uM) ve
klorokin kombinasyonunun PC-3 prostat kanseri hiicrelerinde p-yH2AX yiizde
degerlerinin 24 saatlik histogrami (Q1= yH2AX, Q2= p-yH2AX, Q3= yH2AX eksprese
etmeyen)

3.5.5. Oksidatif Stresin (ROS) Belirlenmesi

DNA hasarinin ROS kaynaklt m1 yoksa degil mi sorusuna yanit olarak akim
sitometrisinde ROS miktar1 incelendi (Sekil 3.22). LNCaP hiicrelerinde klorokin, Pd (II)
bilesigi ve kombinasyon tedavisi uygulamasinin kontrole kiyasla ROS miktarinda bir
degisime neden olmadigi goriildii (Kontrol ROS miktari: % 0,13; Klorokin ROS
miktari: %0,30; Pd (II) bilesigi ROS miktart: %0,50; Pd (Il) bilesigi ve klorokin
kombinasyonun ROS miktari: %0,67) (Sekil 3.22A). PC-3 hiicrelerinde ise Pd (II)
bilesiginin tek basina tedavisinin kontrole kiyasla ROS miktarini arttirdigr goriildii
(Kontrol ROS miktart: %7,990; Pd (ll) bilesigi ROS miktari: %41,95). Pd (Il)
bilesiginin klorokin ile kombinasyonu sonucu kontrole kiyasla ROS miktarini arttirdigi

goriildii (Kontrol ROS miktari: %7,99; Pd (I1) bilesigi ve klorokin kombinasyonu ROS
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miktari: %31,20). Alinan sonuglara gore; Pd (II) bilesigi tek basina uygulandiginda
klorokin ile kombinasyonuna kiyasla ROS miktarinin énemli derecede artmis oldugu

goriildii (Sekil 3.22B).
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Sekil 3.22. Klorokin (5 uM) ile 6n tedavi sonrasinda Pd (II) bilesigi (12,5 uM) ve
klorokin kombinasyonunun LNCaP (A) ve PC-3 (B) prostat kanseri hiicrelerinde ROS
yizde degerlerinin 24 saatlik histogrami. M1: ROS negatif hiicreler(-); M2: ROS
pozitif hiicreler ROS(+)

PC-3 hiicre soyunda alinan bu sonuglar1 desteklemek igin, ROS siipiiriiciisii olarak
bililinen N-asetil-L-sistein (NAC) kullanilarak yapilan deneyin dogrulanmasi saglandi.
Oncelikle PC-3 hiicreleri 10 mM NAC ile 3 saat 6n tedavi yapildi. Ardindan ilaglar tek
tek veya kombine olarak uygulandi. NAC ve diger ilaglarin etkisi ATP hiicre canlilig1
testi ile incelendi. Elde edilen sonuglara gore, ROS siipiiriiciisii olarak bililinen NAC
uygulandiginda ilaglarin sitotoksik etkilerinin devam etmedigi goriildi. PC-3
hiicrelerinde hem Pd (I1) bilesigi ile NAC inhibit6rii 6n uygulamasi hem de Pd (I1)
bilesigi, klorokin ve NAC uygulanan hiicrelerde canli hiicre sayisinda artis goriildii
(Sekil 3.23). ROS siipiiriiciisii olarak bililinen NAC, PC-3 hiicrelerinde hem tek basina
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Pd (1) bilesiginin hem de kombinasyon tedavisinin hiicre canliligini1 baskilayici etkisini
ortadan kaldirdigr gozlemlendi (Sekil 3.23). ROS seviyesindeki azalmanin ve NAC
kullanim1 ile canliigin baskilayici etkisinin ortadan kalkmasi apoptoz ile otofaji

arasindaki denge/gecis siirecinide oksidatif stresin Onemli bir rol oynadigini

gostermektedir.
PC-3 ATP TESTI
150-
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Sekil 3.23. ROS siipiiriiciisii olarak bililinen N-asetil-L-sistein (NAC) ile 6n tedavi
sonrasinda Pd (II) bilesigi (12,5 uM) ve klorokin kombinasyonunun PC-3 prostat
kanseri hiicrelerinde canlilik yiizdelerinin grafigi. Her bir veri noktast 3 bagimsiz
caligmanin ortalamasini temsil etmektedir *Ayn1 zaman periyodu i¢inde kontrole gore
farkli dozlar karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamliligi (*:p<0,05 **:p<0,01
***:p<0,001) ifade etmektedir.

3.5.6. Onemli Bir Otofaji Proteini Olan LC3-11 Seviyesinin Belirlenmesi

Otofajik belirteclerin taranmasina yonelik olarak yapilan akim sitometrisinde 6nemli bir
otofaji proteini olan LC3-II ifadesine bakildi. Sekil 3.24A’da goriilen sonuglara gore
LNCaP hiicrelerinde klorokin, Pd (II) bilesigi ve kombinasyon tedavisi uygulamasinin
kontrole kiyasla otofagozom yapisinda gorev alan LC3-II proteini ifadesinde 6énemli bir
degisiklik saptanmadi (kontrol LC3-II yogunlugu: 11,3; klorokin LC3-II yogunlugu:
11,8; Pd (ll) bilesigi LC3-II yogunlugu: 12,2; Pd (Il) bilesigi ve klorokin
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kombinasyonun LC3-II yogunlugu: 12,4). PC-3 hiicrelerinde ise Pd (II) bilesiginin tek
basina tedavisinin kontrole kiyasla LC3-II proteini ifadesinin arttirdig1 goriilda (kontrol
LC3-II yogunlugu: 18,9; Pd (Il) bilesigi LC3-II yogunlugu: 41,40). Pd (Il) bilesiginin
klorokin ile kombinasyonu sonucu kontrole LC3-II proteini ifadesinin arttirdig1 goriildii
(kontrol LC3-IT yogunlugu: 18,9; Pd (II) bilesigi ve klorokin kombinasyonu LC3-II
yogunlugu: 56,8) (Sekil 3.24B).
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Sekil 3.24. Klorokin (5 uM) ile 6n tedavi sonrasinda Pd (II) bilesigi (12,5 uM) ve
klorokin kombinasyonunun LNCaP (A) ve PC-3 (B) insan prostat kanseri hiicrelerinde
LC3-Il ifadesinin 24 saatlik histogramu.

3.5.7. PI3K Aktivasyonunun Degerlendirilmesi

Klorokin (5 uM) ile 6n tedavi sonrasinda Pd (II) bilesigi (12,5 uM) ve klorokin
kombinasyonunun LNCaP ve PC-3 prostat kanseri hiicrelerinde PI3K/Akt sinyal yolag1
tizerindeki etkisini belirlemek iizere akim sitometrisi ile p-AKT ifade diizeyleri
incelendi. Sekil 3.25°de goriilen sonuglara gore LNCaP hiicrelerinde klorokin, Pd (II)

bilesigive kombinasyon tedavisi uygulamasinin kontrole kiyasla p-AKT ifadesinde
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onemli bir degisiklik saptanmadi (kontrol p-AKT orani: %1,70; klorokin p-AKT orani:
%1,70; Pd (I1) bilesigi p-AKT orani: %4,15; Pd (1) bilesigi ve klorokin kombinasyonun
p-AKT orani: %5.70).
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Sekil 3.25. Klorokin (5 uM) ile 6n tedavi sonrasinda Pd (II) bilesigi (12,5 uM) ve
klorokin kombinasyonunun LNCaP prostat kanseri hiicrelerinde p-AKT yiizde
degerlerinin 48 saatlik histogrami (Q1=AKT, Q2=p-AKT, Q3=AKT eksprese etmeyen)

PC-3 hiicrelerinde ise, Pd (Il) bilesiginin tek basina tedavisinin kontrole kiyasla p-AKT
ifade diizeyleri arttirdigi goriildii (kontrol p-AKT orani: %1,10; Pd (1) bilesigi p-AKT
orani: %6,40). Pd (Il) bilesiginin Klorokin ile kombinasyonu sonucu p-AKT ifadesinin

arttirdigr  goriildii (kontrol p-AKT orani: %1,10; Pd (Il) bilesigi ve klorokin
kombinasyonu p-AKT orani: %53,80) (Sekil 3.26).
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Sekil 3.26. Klorokin (5 uM) ile 6n tedavi sonrasinda Pd (II) bilesigi (12,5 uM) ve
klorokin kombinasyonunun LNCaP prostat kanseri hiicrelerinde p-AKT ylizde
degerlerinin 48 saatlik histogrami (Q1=AKT, Q2=p-AKT, Q3=AKT eksprese etmeyen)

3.6. Aktif Lizozom Boyamasi (Akridin)

Otofajik diizenlenmenin son evresi otofajik vezikiillerin lizozomlar ile birleserek
otolizozomlar1 olusturma evresi oldugu i¢in hiicre i¢i toplam lizozom etkinliginin
artmasina yonelik olarak akridin turuncu ile boyama gerceklestirildi.

LNCaP hiicrelerine klorokin (5 uM) ile 6n tedavi sonrasinda Pd (II) bilesigi (12,5 pM)
ve klorokin kombinasyonunun uygulanmasi sonucunda aktif lizozomlar turuncu renkte
gosterildi (Sekil 3.27). Kontrol hiicrelerine kiyasla yapilan tedavilerin turuncu renkli

lizozomal vezikiillerde artisa neden oldugu goriildii (Sekil 3.27).
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48 SAAT LNCaP KONTROL LNCaP KLOROKIN

LNCaP Pd (1l) kompleksi LNCaP Pd (Il) &KLOROKIN

Sekil 3.27. Klorokin (5 uM) ile 6n tedavi sonrasinda Pd (II) bilesigi (12,5 uM) ve
klorokin kombinasyonunun LNCaP prostat kanseri hiicrelerinde akridin boyama
sonuclarinin 48 saatlik floresan mikroskop goriintiileri

PC-3 hiicrelerine klorokin (5 uM) ile 6n tedavi sonrasinda Pd (II) bilesigi (12,5 uM) ve
klorokin kombinasyonunun uygulanmasi sonucunda aktif lizozomlar gosterildi. Kontrol
hiicrelerine kiyasla yapilan tedavilerin turuncu renkli lizozomal vesikiillerde artisa
neden oldugu goriildii (Sekil 3.28). LNCaP hiicrelerine kiyasla PC-3 hiicrelerinde aktif

lizozomlarinin varliginin daha fazla oldugu gorildii.
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48 SAAT PC-3 KONTROL PC-3 KLOROKIN

PC-3 Pd (I1) kompleksi PC-3 Pd (Il) &KLOROKIN

Sekil 3.28. Klorokin (5 uM) ile 6n tedavi sonrasinda Pd (II) bilesigi (12,5 uM) ve
klorokin kombinasyonunun PC-3 prostat kanseri hiicrelerinde akridin boyama
sonuglarinin 48 saatlik floresan mikroskop goriintiileri

3.7. Lumineks Bulgulari

Hiicre biiylimesi ve metabolizmasinda oOnemli sinyal yolaklarinda  biri
PI3BK/Akt/mTOR/p70S6K’dir. Bu sinyal yolagimin hem otofaji hem de apoptozis
stirecindeki roliinii arastirmak amaciyla Lumineks uygulamasi sonucu Onemli
molekiillerin ifade durumlar1 incelenmistir. Elde edilen verilere gére PC-3 hiicrelerinde
48 saat tedavi sonrasinda tek basina Pd (II) kompleksine kiyasla kombinasyon
tedavisinde; bir ¢ok hiicre tipinde hiicre proliferasyonu, farklilagma, adaptasyon ve
yasam gibi faktorlerde dnemli rol oynayan, Akt sinyal yolagimmin downstream niiklear
hedeflerinden birisi olan CREB seviyesinde azalma, mTOR proteinin alt sinyal

yolaginda hiicre ¢ogalmasi ile ilgili proteinlerin sentezinde gorev alan p70s6k ve
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apoptoz/otofaji siirecinde 6nemli bir role sahip p38 protein seviyelerinde artis meydana
geldigi goriildii (Sekil 3.29B ve Sekil 3.29C). LNCaP hiicre soyunda ise kombinasyon
tedavisinde CREB ve p70s6k seviyesinin azaldigi, p38 seviyesinde ise artis meydana
geldigi gorildii (Sekil 3.29B ve Sekil 3.29C).
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Sekil 3.29. Klorokin (5 uM) ile 6n tedavi sonrasinda Pd (II) bilesigi (12,5 uM) ve
klorokin kombinasyonunun LNCaP ve PC-3 prostat kanseri hiicrelerinde lumineks
yontemi ile CREB (A), p70s6K (B) ve p38 (C) protein seviyeleri

3.8. Western Blot Bulgulari

LNCaP ve PC-3 prostat kanseri hiicreleri %70-80 doluluk oranina ulastiklarinda
klorokin (5 uM) ile 6n tedavi sonrasinda Pd (II) bilesigi (12,5 uM) ve klorokin ile Pd
(1) bilesiginin kombinasyonu uygulandi ve 24, 48 saat sonunda protein izolasyonu
asamasina gecildi. Elde edilen lizatlarin protein konsantrasyonlarini belirlemek iizere
BSA kullanilarak bir standart egri grafigi hazirlandi.  Orneklerin  protein
konsantrasyonlari bu grafikten elde edilen formiil yardimiyla hesaplandi. Western blot
analizi, 20 pg protein lizat1 ve kontrol olarak da anti aktin antikorlari kullanilarak
gerceklestirildi.

LNCaP prostat kanseri hiicrelerinde otofajiye 6zgii Atg5, p62, Beclinl (BECN1), LC3-I
ve LC3-1l gibi molekiillerinin ifade diizeyleri incelendi. Sekil 3.30°da goriilen
immiinoblotlama sonuclarina gore; 24 saat Pd (II) bilesigi uygulandiginda kontrole gére
Atg5 ve BECNL1 ifadeleri artarken, p62, LC3-I ifade diizeyleri azaldi. LC3-1l ifade
diizeyinde ise herhangi bir degisiklik saptanmadi. 24 saat kombinasyon tedavisi

sonuglarina gore; Atg5, BECNI ve p62 ifade diizeyleri azalirken, LC3-1 ve LC3-11 ifade
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diizeylerinde artis bulundu. Sonug olarak 24 saatte Pd (II) bilesigi uygulamasi sonrasi
goriilen AtgS ve BECNI ifade diizeyleri artiglart otofaji inhibitorii klorokin
uygulanmasi sonucu azaldig goriildi. 48 saatte Pd (II) bilesigi ve klorokin uygulamasi
sonucu tek basina Pd (II) bilesigi uygulanmasina gore Atg5, BECNI1, LC3-1 ifade
diizeyleri azalirken, p62 ve LC3-II ifade diizeylerinde artis bulundu (Sekil 3.30).
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Sekil 3.30. LNCaP prostat kanseri hiicrelerinde, klorokin (5 puM) ile 6n tedavi
sonrasinda Pd (II) bilesigi (12,5 uM) ve klorokin kombinasyonunun 24 ve 48 saat
sonrasinda Atg5, p62, Beclinl (BECN1), LC3-1 ve LC3-Il protein ekspresyonlarinin
Western blot yontemiyle alinan sonuglari

LNCaP prostat kanser hiicrelerinde RIP, P-JNK, P-c-JUN, Pro-kaspaz 8, Fas, Pro-
kaspaz 3, PARP, kirilmis PARP ve aktinin protein diizeyleri arastirildi. Sekil 3.31’de
goriilen immiinoblotlama sonuglarina gore 24 saatte Pd (II) bilesigi ve klorokin
kombinasyonunda tek basma Pd (I) bilesigi uygulamasina kiyasla RIP, pro-kaspaz 8,
Fas molekiillerinin ifade diizeylerinde azalma goriliirken, P-JNK, P-c-JUN ifade
diizeylerinde artis saptandi. Pro-kaspaz 3 ifadesinde ise belirgin bir degisim
gbzlenmedi. Bu tedavide Pd (II) bilesigine kiyasla belirgin bir PARP kirilmasi gorildii.
48 stiren tedavi sonrast kombinasyon tedavisinde tek basina Pd (II) bilesigine kiyasla
RIP, pro-kaspaz 8 ve Fas azalmasi1 gozlenirken, P-JNK ve P-c-JUN ifade diizeylerinde
belirgin bir degisiklik saptanmadi (Sekil 3.31).
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Sekil 3.31. LNCaP prostat kanseri hiicrelerinde, klorokin (5 puM) ile 6n tedavi
sonrasinda Pd (II) bilesigi (12,5 uM) ve klorokin kombinasyonunun 24 ve 48 saat
sonrasinda RIP, P-JNK, P-c-JUN, Pro-kaspaz 8, Fas, Pro-kaspaz 3, PARP ve kirilmis
PARP protein ekspresyonlarinin Western blot yontemiyle alinan sonuglari

PC-3 prostat kanseri hiicrelerinde otofajiye 6zgii AtgS, p62, Beclinl (BECNI1), LC3-I
ve LC3-Il gibi proteinlerin ifade diizeyleri incelendi. Sekil 3.32’de goriilen
immiinoblotlama sonuclarina gore; 24 saat Pd (II) bilesigi uygulandiginda kontrole gére
Atg5, BECNL, p62, LC3-I ve LC3-II ifadele diizeylerinde azalmalar saptandi. 24 saat
kombinasyon tedavisi sonuglarina gore; Atg5, BECNI ve LC3-I ifade diizeyleri
azalirken p62 ifade diizeylerinde artis bulundu. LC3-II ifade diizeyinde ise kontrole
kiyasla anlamli bir degisiklik gozlenmedi. Sonu¢ olarak 24 saatte Pd (II) bilesigi
uygulamasi1 sonras1 goriilen LC3-l1I ifade azalmasi otofaji inhibitorii klorokin
uygulanmasi sonucu belirgin derece arttigi goriildii. 48 saatte Pd (II) bilesigi ve klorokin
uygulamasi sonucu tek basina Pd (II) bilesigi uygulanmasina gére BECNI ifade
diizeyinde azalma goriiliirken, LC3-II ifade diizeyinde artis bulundu (Sekil 3.32).
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Sekil 3.32. PC-3 prostat kanseri hiicrelerinde, klorokin (5 pM) ile 6n tedavi sonrasinda
Pd (1) bilesigi (12,5 uM) ve klorokin kombinasyonunun 24 ve 48 saat sonrasinda Atg5,
p62, Beclinl (BECN1), LC3-1 ve LC3-Il protein ekspresyonlarinin Western blot
yontemiyle alinan sonuglari

PC-3 prostat kanser hiicrelerinde ayni1 deney diizenegi bu kez RIP, P-JNK, P-c-JUN,
Pro-kaspaz 8, Fas, Pro- kaspaz 3, PARP ve aktinin ifade diizeylerinin arastirilmasi i¢in
kuruldu. Sekil 3.33’de goriilen immiinoblotlama sonuglarina gore 24 saatte Pd (II)
bilesigi kontrole kiyasla kiyasla P-JNK, P-c-JUN, pro-kaspaz 8, Fas molekiillerinin
ifade diizeylerinde azalma goriilirken ayni zamanda bu tedavide PARP kirilmasi
saptand1. RIP ifadesinde ise belirgin bir degisim gdzlenmedi. Kombinasyon tedavisinde
ise kontrole kiyasla P-c-JUN, pro-kaspaz 8, Fas ifadelerinin azaldigi ve PARP kirilmasi
goriildii. 24 saat kombinasyon tedavisinde tek basina Pd (II) bilesigine kiyasla daha
belirgin bir PARP kirilmasi ve P-c-JUN azalmasi saptandi. 48 siiren tedavi sonrasi
kombinasyon tedavisinde tek bagina Pd (II) bilesigine kiyasla pro-kaspaz 8 ve P-c-JUN
ifadesinde belirgin bir azalma belirlendi (Sekil 3.33).
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Sekil 3.33. PC-3 prostat kanseri hiicrelerinde, klorokin (5 pM) ile 6n tedavi sonrasinda
Pd (I1) bilesigi (12,5 uM) ve klorokin kombinasyonunun 24 ve 48 saat sonrasinda RIP,
P-JNK, P-c-JUN, Pro-kaspaz 8, Fas, Pro-kaspaz 3, PARP ve kirilmis PARP protein
ekspresyonlarinin Western blot yontemiyle alinan sonuglari
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4. TARTISMA ve SONUC

Kanser giiniimiiziin en 6nemli saglik problemlerinden birisidir ve her yil milyonlarca
insan kanserden yasamini kaybetmektedir. Yapilan istatiksel aragtirmalara gore 2030
yilinda kanser tanisi1 konulacak vaka sayisinin ikiye katlanacagi oOngoriilmektedir
(Uluslararas1 Kanser Arastirmalart Merkezi raporu 2007). Giiniimiizde kanser
tedavisinde, kemoterapide kullanilan 60’dan fazla sitotoksik ila¢ bulunmaktadir. Tedavi
siirecinde ve sonrasinda karsilasilan en 6nemli sorun ise kanser hiicresinin bu ilaglara
kars1 gosterdigi direngtir. Bu nedenle, kemoterapi rejimlerinde bu direng
mekanizmalarini hedeflemek, arastirmacilar icin son derece sicak bir arastirma konusu
haline gelmistir.

Otofaji uzun Omiirli proteinlerin, organellerin ve sitoplazmik pargaciklarin
par¢alanmasindan sorumlu fizyolojik bir siiregtir. Otofajinin genellikle hiicrenin hayatta
kalimu ile ilgili bir mekanizma oldugu diisiiniilse de son yillardaki ¢aligmalar otofajinin
hiicre hayatta kalim1 ve 6liimii arasindaki karmasik dengede onemli bir rol oynadigini
gostermektedir (Codogno ve Meijer 2005). Son yillarda yapilan ¢aligmalarla otofaji
mekanizmasmin, kanser hiicresinin ilaglara karsi direncini artiran bir savunma
mekanizmasi olarak islev gordiigiinii géstermektedir (Chen ve ark. 2010). Bu nedenle,
anti-otofajik maddelerle anti-kanser ilaglarin kombine edilmesinin etkili bir yaklagim
oldugunu diisiindiiren caligmalar ¢ikmaya baglamistir. Hatta Amerika’daki Ulusal
Kanser Enstitiistinlin  bu kombinasyona dayali klinik c¢aligmalar planladigt
goriilmektedir (Vogl ve ark. 2014).

Prostat kanseri, prostat bezindeki hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liimii arasindaki
dengenin bozularak, organ hacminin malign biiylimesi olarak tanimlanir. Diinyada 55
yas ve lizeri erkeklerde akciger kanserinden sonra en sik rastlanan ve yiiksek mortalite
oranina sahip kanser tiirlidiir. Prostat kanseri ilizerinde yapilan arastirmalar otofajinin
genellikle bir hayatta kalma mekanizmasi olarak rol aldigini1 gostermektedir (Hallgren
ve ark. 2008). Yapilan ¢alismalar, prostat kanseri tedavisinde en biiylik sorun haline
gelen direng/hayatta kalma mekanizmasinin klorokin, wortmannin ve LY294002 gibi
otofajiyi baskilayan kimyasallarla kemoterapi ilaglarimin birlikte kullanimimin umut
verici yeni bir tedavi segenegi olacagini gostermektedir (Li ve ark. 2013).

Metal bilesikler klinikte anti-kanser ila¢ olarak kullanilmaktadir. Giiniimiizde yaygin

olarak kullanilan, platin grubu bir kemoterapdtik ajan olan sisplatinin tek bagina veya
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farkli ilaglarla kombine edilerek kullanimi bircok kanser tiiriinde basarili sonuglar
vermesine ragmen yol actigi ciddi yan etkiler ve hiicrelerde gelisen platin direnci
arastirmacilar1 yeni metal bilesiklerin sentezine yoneltmistir (Reedijk 2003, Alderden ve
ark. 2006, Dasari ve ark. 2014). Pd (II) bilesiklerinin antifungal, antiviral, antitimor ve
antibakteriyal aktivitelere sahip oldugu ¢esitli ¢alismalarda gosterilmis olmakla birlikte
Ozellikle dnemli anti-tiimdr aktivite sergilemeleri ve sisplatine kiyasla daha diisiik yan
etkilere sahip olmalar1 dikkate alindiginda, son yillarda siklikla sentezlenmekte ve
etkileri arastirllmaktadir (Gao ve ark. 2010). Pek ¢ok ¢alismada Pd (II) bilesiklerinin,
farkli kanser hiicrelerinde yiiksek sitotoksik aktivite gostererek apoptotik hiicre
Olimiini  indiikledigi ve bu toksisitenin DNA’da yiiksek diizeyde hasarlar
olusturmalartyla iligkili oldugu gésterilmistir (Szucova ve ark. 2006, Mansouri-Torshizi
ve ark. 2008, Abu-Surrah ve ark. 2010, Giiney ve ark. 2011Db).

Bu tez calismasinda, otofaji inhibitorleri (klorokin ve 3-MA) ile Kimya Boliimi
Anorganik Kimya Arastirma Grubu tarafindan sentezlenen bir Pd (II) bilesiklerinin
[[Pd(bpma)(barb)]CI.H,O] insan prostat kanseri hiicreleri ve saglikli prostat hiicreleri
izerine olan sitotoksik etkisi arastirilmistir. Calismanin en 6nemli 6zelligi kullanilan Pd
(IT) bilesigi ve bu bilesigin otofaji inhibitorleri ile olan kombinasyonun metastatik
prostat kanseri hiicre soyunda (PC-3) daha giiclii bir sitotoksik aktiviteye sahip olmasi,
bunun yani sira saglikli prostat kanseri hiicreleri iizerinde daha az bir sitotoksik etkiye
sahip oldugunun goriilmesidir. MTT canlilik testi sonuglarina gére, LNCaP hiicrelerinde
12, 24 ve 48 saat Pd (II) uygulamasi sonucu 12,5, 25, 50 ve 100 uM dozlarinda kontrole
kiyasla hiicre canliligininda istatiksel agidan anlamli azalmalar goriildii (p<0,05). Ayni
sekilde PC-3 hiicre soyunda da 12, 24 ve 48 saat Pd (II) uygulamasi sonucu 12,5, 25, 50
ve 100 uM dozlarinda kontrole kiyasla hiicre canliliginda istatiksel ag¢idan anlamli
azalmalar belirlendi (p<0,05). Saglikli prostat hiicre soyu olan PNT1A’da ise 25, 50 ve
100 uM dozlarinda 24 ve 48 saat Pd (I) bilesiginin uygulamasit sonucu hiicre
canliliginda kontrole gore istatiksel agidan anlamli azalmalara neden oldu (p<0,05).
Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda da farkli yapida olan Pd (II) bilesiklerinin; farkli kanser
hiicrelerinde (16semi, sarkom, deri, meme, karaciger, akciger, over, prostat, beyin,
bobrek, kolon) yiiksek oranda sitotoksik aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Abu-
Surrah ve ark. 2002, Budzisz ve ark. 2004, Divsalar ve ark. 2007, Tusek-Bozic ve ark,
2008, Garoufis ve ark. 2009, Ferraz ve ark. 2009, Abu-Surrah ve ark. 2010 Giiney ve
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ark. 2011b, Karakiiciik-lyidogan ve ark. 2011, Ghani ve Mansour, 2012). Literatiirde
yer alan ¢aligmalarda, Pd (II) bilesiklerinin IC50 degerleri arasindaki farklilik bilesigin
yapis1 ve biyolojik aktivitesi arasindaki iliskiye dayanarak agiklanabilmektedir. Giiney
ve ark. (2011b) tarafindan Pd (II) bis(2-piridilmetil) amin bilesiginin farkli hiicre
hatlarinda farkli IC50 degerleri ile sitotoksik etkiye neden oldugu belirlenmistir. Bir
bagska c¢alismada Pd (II) bilesiginin K562 (miyeloid 16semi), HeLa (insan serviks
adenokarsinomu) hiicre soylarina karsi sitotoksik etkisi arastirilmistir. Pd (II) bilesiginin
aktivitesi, K562 hiicrelerinde (IC50: 55,9 uM); ii¢ standart kemoterapotik ilaca gore
(sisplatin IC50: 16,3 uM, karboplatin: 32,9 uM ve oksaliplatin: 0,5 uM) daha az etkili
bulunmustur. HelLa hiicrelerinde Pd (II) bilesiginin (IC50 :86,1 uM) ve 3 standart
kemoterapotik ilacin (sisplatin 94,3 uM, karboplatin 104,3 uM ve oksaliplatin 71,3 M)
benzer etkiye sahip oldugu bulunmustur (Abu-Surrah ve ark. 2002). MTT yontemi ile
elde  ettigimiz  bulgular 1s18mda  bu  tez  ¢alismasinda  kullanilan
[Pd(bpma)(barb)]C1-H,0] olarak formiile edilen Pd (II) bilesiginin IC50 dozu LNCaP
hiicreleri i¢in 15,75 pM, PC-3 hiicreleri i¢in ise 15,88 puM olarak belirlenmistir.
Yukarida verilen farkli Pd (II) bilesklerine ait IC50 degerlerine bakildiginda LNCaP ve
PC-3 hiicrelerinde bizim kullandigimiz Pd (II) bilesigi ile muamele sonrasinda daha
diisiik degerler saptanmistir. IC50 degerleri arasindaki degiskenlik Pd (II) bilesiginin
yapisinin ¢alismalarda farkli olmasinin yani sira farkli hiicre tiirlerinin kullanilmasi ile
de iligkili olabildigi goriisiine varilmaktadir. Bu c¢alismada LNCaP hiicreleride
kullanilan otofaji inhibitorleri klorokin ve 3-MA’nin 6n tedavi i¢in secilen 24 saat 5 uM
dozu canlilig sirastyla yaklasik %30 ve %20 oraninda azaltmistir. PC-3 hiicre soyunda
ise sirasiyla %15 ve %20 oraninda ve saglikli prostat hiicre soyu olan PNT1A’da ise
strasiyla %20 ve %25-30 oraninda hiicre canlilifinda azalma saptanmistir. Kullanilan bu
inhibitdrlerin her bir hiicre soyu {izerindeki etkisinin farkli oldugu sonucuna varilmigtir.
Son zamanlarda kanser tedavisinde de kullanilan mTOR inhibitorii rapamisinin 6zellikle
40 nM dozu LNCaP hiicrelerinde hiicre canliligim1 yaklasik olarak %40 oraninda
azaltirken, PC-3 prostat kanseri hiicre soyunda ise belirgin bir azalmaya neden
olmamistir. Rapamisinin zamana bagli olarak U937 16semi hiicre hattinda da toksik bir
etkisine rastlanmadig1 yapilan bagka bir calismada gosterilmistir (Hahn ve ark. 2005).
Kanser tedavisinde son yillarda kombinasyon tedavilerinin biiyilk 6nem tasimasi

nedeniyle bir¢ok farkli kanser tiirii iizerine bu tedaviler uygulanmaktadir. Bu ¢alismada
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otofaji inhibitorleri ile Pd (II) bilesiginin kombinasyonun etkisi 6ncelikle MTT canlilik
testi ile belirlenmistir. Yapilan kombinasyon tedavisinde inhibitorlerin ve Pd (II)
bilesiginin ortamda birlikte bulunmalarinin birbirlerininin etkilerini baskiladiklar1
diisiincesiyle inhibitorlerle 6n tedavi uygulamasi yapilmasina karar verilmistir. 24 saat
otofaji inhibitorleri (5 uM) ile 6n tedavi sonucu Pd (IT) bilesigi (12,5 uM) uygulamasi
hem LNCaP hiicrelerinde hem de PC-3 hiicrelerinde tek basina Pd (II) bilesigine kiyasla
24 saat siiren tedavi silirecinde sinerjistik bir etki gostermemistir. 48 saat siliren
kombinasyon tedavisinde ise hem LNCaP hem de PC-3 hiicre soyunda sadece Pd (II)
bilesigine kiyasla 3-MA ve klorokin ile yapilan kombinasyonun hiicre canliligin
onemli derece azalttig1 goriilmiistiir. Ayn1 zamanda metastatik potansiyeli daha yiiksek
olan PC-3 hiicre soyunun kombinasyon tedavisinin hiicre canliligina yanitinin daha
duyarli oldugu bulunmustur. Kombinasyonun etkinligi kanser tipine gore
degigsmektedir. Kolon kanseri hiicre soyu HT-29 ile yapilan bir ¢alisamada 5-FU’nun
otofaji inhibitdri klorokin ile kombinasyonunun bu hiicreler tizerinde hiicre canliligini
azaltip 5-FU’nun tek basina olan etkisini arttirdigi goriilmiistiir (Sasaki ve ark. 2010).
Baska bir ¢alismada Colon26 ve HT-29 insan kolon kanseri hiicre soylarinda 5-FU’nun
otofaji inhibitorii 3-MA ile kombine edilmesi bu hiicrelerde 5-FU’un neden oldugu
sitotoksik etkiyi arttirdig1 gozlenmistir (Li ve ark. 2009).

ATP yontemi kullanilarak MTT canlilik testinden alinan sonuglar dogrulanmis ve
otofaji inhibitorleri ile Pd (II) bilesiginin 48 saat siiren kombinasyon tedavisi LNCaP,
PC-3 ve PNT1A hiicre soylarinda intraseliiler ATP miktarinda azalmalara neden oldugu
belirlenmistir.  MTT canlilik testinde hiicre canlilig1 {izerine olan etki, dehidrogenaz
enzim aktivitesi miktarina gore belirlenirken, ATP testinde ise intraseliiler ATP
diizeylerine gore belirlenmektedir. Her iki canlilik testi de hiicrelerdeki metabolik
aktiviteyi gostermesine ragmen, elde edilen sonuclar birbirinden farkli olabilmektedir.
Ozellikle i¢in ATP testiyle belirlenen IC50 degerleri MTT testiyle belirlenen degerlere
kiyasla belirgin sekilde diisiiktiir. ATP seviyesindeki azalmaya bagl olarak gozlenen
hiicre canliligindaki diisiisiin MTT testi sonuglarinda gozlenenden daha fazla olmasi,
hiicrelerin Olilyor olmasina ragmen halen dehidrogenaz igerigini devam ettirdigini
gostermektedir. Bu farklilik kullanilan ilacin etki mekanizmasina bagli olarak (6rnegin;
enerji kaynaklari, sinyal molekiilleri, DNA) degismektedir (Ulukaya ve ark. 2008). PC-
3 hiicrelerinin bu kombinasyona LNCaP ve PNTIA hiicrelerine kiyasla daha duyarl
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oldugu yapilan ATP canlilik testi ile de goriilmiistiir. Yalniz hem tek basina Pd (II)
bilesiginin hemde otofaji inhibitdrleri ile olan kombinasyonunun saglikli prostat hiicre
soyu olan PNT1A hiicrelerinde kanser hiicre soylar1 olan LNCaP ve PC-3 gore daha az
toksik oldugu belirlenmistir. Bu durum giliniimiiz kanser tedavilerinde asil amacglanan
konulardan biridir. Bu agidan ¢alismamizda tasarladigimiz Pd (II) bilesiginin otofaji
inhibitorleri ile kombine edilmesinin etkin ve segici bir tedavi se¢enegi oldugunu da
gostermektedir.

Pd (IT) bilesiginin 3-MA ve klorokin ile kombinasyonu tarafindan tetiklenen hiicre 6liim
modunu belirlemek amaciyla apoptotik belirtegler arastirilmistir.  Oncelikle bir
apoptozis belirteci olan Anneksin-V-FITC boyamasi yapildi ve floresan mikroskobu
altinda degerlendirildi. Anneksin-V boyama yontemi ile erken ddénem apoptotik
hiicreler belirlenebilmektedir. Bunun nedeni Anneksin-V baglanmasi membran
hasarlanmadan Once niiklear kondensasyon safhasina denk gelmektedir (Koopman ve
ark. 1994, Boersma ve ark. 1996, Zhang ve ark. 1997). Ancak hiicreler membran
biitiinliiglinii kaybetmeye basladiginda (ge¢ apoptosis/sekonder nekrozis veya primer
nekrozis) Anneksin-V intraseliiler fosfotidilserine baglanarak pozitif sonug verir. Bu
nedenle membran1 hasarli hiicreleri belirleyebilmek i¢in propidyum iyodiir ile birlikte
kullanilir (Hammill ve ark. 1999). LNCaP hiicrelerinin Pd (II) bilesigi ve inhibitorler
olan kombinasyonunun 12 saat muamelesi sonrasinda, 6zellikle klorokin ile olan
kombinasyonunda Anneksin-V pozitif boyanan bolgelerde PI’de pozitif sonug vermistir.
3-MA ile yapilan kombinasyon sonucu ayni alanda hem Anneksin-V pozitif boyanan
hiicreler hem de PI’de pozitif boyanan hiicrelerin yaninda sadece Anneksin-V pozitif
boyanan hiicrelerin oldugu goriilmiistiir. Bu hiicrelerde 24 saat siiren tedavi sonucu her
iki inhibitér kombinasyonunda Anneksin-V pozitif boyanan bolgelerde PI'de pozitif
sonu¢ vermistir. PC-3 hiicrelerinin Pd (II) bilesigi ve inhibitérler olan
kombinasyonunun 12 ve 24 saat muamelesi sonrasinda genellikle Anneksin-V pozitif
boyanan bolgelerde PI’de pozitif sonu¢ verdigi gozlenmistir. Bu durum hiicrelerde
membran hasarina bagli olarak primer nekrozis ya da sekonder nekrozis gelistigini
gosterir. Bu ayrimi daha net yapabilmek agisindan yontem ¢aligilirken ortama Hoechst
boyasi eklenerek niikleus morfolojisine de bakildi. Kontrole kiyasla hiicrelerin
niikleuslarinin kiiciildiigli (piknotik) gozlendi. Primer nekrozis hiicre hacminin artmasi

fakat fragmente ya da piknotik niikleuslarin gozlenmemesi ile karakterize iken,
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sekonder nekrozis piknotik ya da fragmente niikleus ile karakterize olup, apoptozisin
gec sathasidir (Ulukaya 2011). Ayrica iki hiicre grubunda da hiicrelerin kombinasyon
tedavisi sonrasi ile tek basina Pd (Il) bilesigine kiyasla Ozellikle 24 saatte hiicre
yogunlugunun azaldig1r ve piknotik niikleus varligi gézlenmistir. Dolayisiyla floresan
mikroskop goriintiilerine gore s6z konusu hiicrelerin membran biitiinliigliniin bozuldugu
ve sekonder nekrozisle 6ldiigli yani apoptozisin gec¢ sathasinda olduklart sonucuna
vartlmistir. Calismanin bir sonraki kisminda, hiicrelerin 6liim modunu belirlemek
amaciyla apoptozis belirteci olan kaspazla-kirilmis sitokeratin 18 (M30) diizeylerine
bakilmistir. Bu durumda M30 testi, sadece sitokeratin 18’1 eksprese eden hiicrelerde
calismaya uygundur. LNCaP ve PC-3 hiicrelerinde otofaji inhibitorleri, Pd (IT) bilesigi
ve bu bilesigin inhibitorler ile olan kombinasyonunun M30 diizeylerinde herhangi bir
artisa neden olmadig1 gozlendi. Yalnizca her iki hiicre soyunda da kullanilan pozitif
kontrolde yaklasik 2500 U/L diizeyinde artis goriildii. LNCaP ve PC-3 hiicrelerinde
herhangi bir artis olmamasi bu hiicrelerde sitokeratin 18 ekspresyonunun az ya da hig
olmadig1 sodylenebilir. Bu durumun hiicrelerin genomik durumundan kaynaklaniyor
olabilecegi diisiiniilmiistiir. LNCaP ve PC-3 hiicreleri ile yapilan bir calismada 6zellikle
PC-3 hiicre soyunda M30 seviyesi diisiik bulunmustur (Hostanska ve ark. 2005). Bu
hiicrelerdeki M30 seviyesinin diisiik bulunmasinin nedeni olarak hiicre siklusunda ve
ozellikle de apoptozis silirecinde onemli bir role sahip olan p53 geni ile iligkili
olabilecegi belirtilmistir. Calismada kullanilan LNCaP hiicreleri p53 geni bakimindan
yabani tip, PC-3 hiicreleri ise P53 bakimindan mutantdir. Bu sonuglardan yola
cikildiginda ozellikle PC-3 hiicrelerinde M30 seviyelerinde artis bulunmamasinin
sitokeratin 18 ekspresyonunun az olmasindan kaynaklandigi sonucuna varilmstir.

Klorokin ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan anti malarial bir ilagdir. Son
zamanlarda klorokinin lizozomal proteazlari1 ve otofogozom-lizozomal fiizyon olaylarin
inhibe ederek otofajiyi bloklama yetenegine sahip oldugu bulunmustur (Mizushima
2007, Amaravadi ve ark. 2011). Melanom, multipl myelom, renal hiicreli karsinom,
kolon kanseri, prostat kanseri, meme kanseri ve diger farkli maligniteleride,
hidroksiklorokini kapsayan Faz I ve Faz II klinik caligmalar1 baglatilmakta veya
planlanma asamasindadir. Calismalarin ¢ogunun baslangi¢ niteligindeki sonuglar1 son
derece umut vericidir (Wolpin ve ark. 2014). Klinik deneylerde hidroksiklorokin veya

klorokinin bazi kanser ilaglariyla birlikte kullaniminin tiimor biiylimesini inhibe ettigi
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gozlenmistir (Rangwala ve ark. 2014). Bu nedenle tez kapsaminda bu agsamadan sonraki
deneyler tek bir otofaji inhibitori klorokin ile devam edilmesine karar verilmistir.
Klorokin, Pd (II) bilesigi ve kombinasyonlarinin LNCaP hiicreleri {izerindeki apoptotik
etkisi kaspaz 3/7 testi ile akim sitometride degerlendirildiginde; 12 ve 24 saat
tedavilerin sonunda Pd (Il) bilesigine kiyasla kombinasyon tedavisinde hem hiicre
canlilik ylizdesinde azalma, hem de apoptotik hiicre oran ylizdesinde artis
belirlenmemistir. Bunun aksine PC-3 hiicreleri lizerindeki kaspaz 3/7 aktivitesi
degerlendirildiginde 24 saat siiren tedavi sonunda kombinasyon tedavisinde gec¢
apoptotik hiicre oran yiizdesinde anlamli bir artis belirlenmistir.

Bu verileri desteklemek iizere pan-kaspaz inhibitérii z-VAD kullanilmistir. Yapilan
MTT canlilik testi sonuglarina gore kullanilan kaspaz inhibitoriiniin PC-3 hiicrelerinde
Pd (II) bilesigi ve klorokin kombinasyonunun sitotoksik etkisini onledigi belirlendi.
LNCaP hiicrelerinde ise belirgin bir farkliliga rastlanmadi. Yapilan ¢aligmada metal
komplekslerin hiicreleri kaspaz bagimli yolak {izerinden apoptozise tesvik ettigi ve
bunun z-VAD kullanimi ile desteklendigi goriilmiistiir (De Vizcaya-Ruiz ve ark. 2000).
Klorokin, Pd (II) bilesigi ve kombinasyonlarinin LNCaP hiicreleri iizerindeki apoptotik
etkisi Anneksin-V testi ile akim sitometride degerlendirildiginde; 12 ve 24 saat
tedavilerin sonunda Pd (II) bilesigine kiyasla kombinasyon tedavisinde hem hiicre
canlilik yilizdesinde azalma, hem de apoptotik hiicre oran ylizdesinde artis
belirlenmemistir. PC-3 hiicrelerinde ise 12 saat siiren tedavi sonunda belirgin bir
apoptotik hiicre oran yiizdesinde artig goriilmezken, 24 saat siiren tedavi sonunda tek
basina Pd (II) bilesigine kiyasla kombinasyon tedavisinde hem hiicre canlilik
yiizdesinde azalma hem de ge¢ apoptotik hiicre oran yiizdesinde artis belirlenmistir. Bu
sonu¢ PC-3 hiicre soyunda Hoechst 33342, Anneksin-V, Propidyum iyodiir boyama
yontemi sonucu elde edilen goriintiileri de destekler niteliktedir.

Bu calismalar1 takiben her iki hiicre soyunda da klorokin, Pd (II) bilesigi ve
kombinasyonlarinin mitokondri memran potansiyelindeki degisimler incelenmistir.
LNCaP hiicrelerinde kombinasyon tedavisi sonunda mitokondri membran
potansiyelinde degisim goriilmezken, PC-3 hiicrelerinde ise kombinasyon tedavisi tek
basma Pd (II) bilesigine kiyasla mitokondri membran potansiyeli kaybinin azaldigi
gbzlenmistir. Bu sonuglar LNCaP hiicre soyunda apoptozun mitokondriyal yolak

aracilifiyla ile tetiklenmedigini dislindiirtmistiir. Yapilan ¢aligmalarda metal
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komplekslerinin hem ekstrinsik (digsal) yolak hem de mitokondriyal yolak araciligiyla
apoptozisi tetikledigi gosterilmektedir (Tan ve ark. 2010, Ar1 ve ark. 2013).

Yapilan caligmalarda Pd (II) bilesiklerinin; farkli kanser hiicrelerinde (akciger, over,
serviks, kolorektal, meme, epitel, karaciger) DNA’da yiiksek diizeyde hasar
olusturduklart (Miklasova ve ark. 2009, Miklasova ve ark. 2012) ve apoptozisi
indiikledikleri belirlenmistir (Malesevic ve ark. 2006; Keter ve ark. 2008, Miklasova ve
ark. 2009, Ulukaya ve ark. 2011a, Ulukaya ve ark., 2011b, Kontek ve ark. 2011, Ferraz
ve ark. 2011, Miklasova ve ark. 2012). Bu ¢alismada da LNCaP hiicrelerinde belirgin
bir DNA hasar1 bulunmazken, PC-3 hiicrelerinde tek basina Pd (II) bilesiginin kontrole
kiyasla DNA’da yliksek seviyede hasar olusturdugu gorilmiistiir. Fakat bu hasarin
etkisinin kombinasyon tedavisinde azaldigi belirlenmistir. Oksidatif stresin, farkli
mekanizmalar ile DNA {izerinde baz ve seker modifikasyonlari, tek ve ¢ift zincir
kiriklari, abazik bolgeler, DNA-protein capraz baglanmasi gibi bir takim lezyonlara
neden olarak hasara yol actig1 bilinmektedir (Williams ve Jeffrey 2000, Cooke ve ark.
2003). Ozellikle PC-3 hiicrelerinde goriilen DNA hasarmin oksidatif stres kaynakli m1
sorusuna yanit olarak akim sitometrisinde ROS miktar1 saptanmistir. LNCaP
hiicrelerinde ROS miktarinda bir degisim gozlenmezken PC-3 hiicre hattinda Pd (1)
komleksinde kontrole kiyasla ROS miktarinin belirgin derecede arttig1 goriilmiistiir. Pd
(IT) bilesigi bu hiicrelerde ROS artisina neden olurken, klorokin ile kombinasyon
sonucu ROS olusumunu azalmistir. Bu deney ayn1 zamanda bir ROS siipiiriiciisii olarak
kullanilan NAC ile yapilan MTT canlilik testi ile dogrulanmistir. Yapilan MTT canlilik
testi sonuglarma gore kullanilan ROS siipiiriiciisii NAC’1in PC-3 hiicrelerinde Pd (II)
bilesigi ve klorokin kombinasyonunun sitotoksik etkisini 6nledigi belirlendi. Bu nedenle
ROS’un gii¢lii bir otofaji inhibitdrii varliginda Pd (II) bilesigi tarafindan tetiklenen 6liim
(apoptoz) siirecini etkiledigi diisiiniilmektedir. ROS’un, otofajik kesenin olusumunda ve
otofajinin hiicre 6liimii ya da hayatta kalimi tizerindeki roliiniin diizenlenmesinde etkili
oldugu yapilan caligmalarda gosterilmistir (Wang ve ark. 2012). Hiicre igerisindeki
yiikksek ROS miktar1 apoptozun uyarilmasina yol acarken; diisiik diizeydeki ROS
miktari ise bir sinyal ileti molekiilii gibi gérev yaparak hiicrenin biiylimesini ve hayatta
kalimmi diizenlemektedir (Wong ve ark. 2010). ROS’un otofajiyi diizenlemesi,
otofagozom olusumunda O6nemli olan Atg4 {izerinden ger¢eklesmektedir

(Scherz-Shouval ve ark. 2007). Sonug olarak ROS olusumu direkt ya da dolayl olarak
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otofaji aktivasyonuna yol agmaktadir (Scherz-Shouval ve Elazar 2011). Bu durumda
calismada; PC-3 hiicrelerinde Pd (II) ve klorokin kombinasyonunda goriillen ROS
seviyesindeki azalmanin nedeni hiicrelerde goriilen otofaji inhibisyonu olabilir.
Otofajinin’nin Pd (II) uygulamas1 sonrasinda hiicrelerde bir hayatta kalma mekanizmasi
olarak rol oynadigini, kisacasi otofajiyi aktive ettigini géstermek amaciyla otofagazom
yapilarinin  olugsumunda Onemli role sahip olan LC3-II proteinin seviyesi akim
sitometrisi ile incelenmistir. LNCaP hiicrelerinde tadavi sonrasida herhangi bir degisilik
goriilmezken, PC-3 hiicrelerinde Pd (II) bilesigi uygulamasi sonucu kontrole kiyasla
LC3-II seviyesinin belirgin derecede arttigi gozlemlenmistir. Otofaji inhibitorii
kullanilmast durumunda LC3-II seviyesinde kontrole gore belirgin bir artig
bulunmustur. Bu otofajinin inhibe edilmedigi anlamina gelmemektedir. Klorokin, 3-
MA’nin aksine otofaji siirecinde daha ge¢ donemde rol oynayan bir inhibitordiir.
Otofagazom ve lizozom kaynagmasini Onlemektedir. Nitekim bu durumda ortamda
halen otofagazom yapilarmin bulunmasi ve bu yapilarda énemli rol oynayan LC3-11
proteininlerinin Pd (II) ve klorokin kombinasyonunda saptanmasi dogru bir sonugtur.
Klorokin ile HT-29 hiicrelerinde yapilan baska bir ¢alismada da LC3-11 seviyesinin
kemoterapétik ajanla kombine edilmesi durumunda da artis gosterdigi bunun nedeninin
klorokinin otofagozom olusumunu inhibe etmedigi bu yapilarin lizozomla kaynasmasin
inhibe etmesinden kaynaklandig: belirtilmistir (Sasaki ve ark. 2010). Bu ¢alisma yapilan
akridin boyamasi ile de dogrulanmistir. Asidik vezikiiler organellerin (otofagozom,
otolizozom) hem Pd (II) bilesigi hem de klorokin ile kombinasyonu sonrasi artig
gosterdigi gorilmiistiir. HT-29 hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada 5-FU’nun otofajiyi
indiikledigi gosterilmis ve klorokin ile kombinasyonun hiicre canliligin1 azaltip
hiicreleri apoptoza tesvik ettigi belirtilmistir. Bu ¢alismada yapilan akridin boyamasi
sonras1 hem tek basina 5-FU hem de klorokin ile birlikte uygulamasi sonucu akridin ile
boyanan turuncu bolgelerin arttigi goriilmiistiir (Sasaki ve ark. 2010).

Hiicre biiyiimesi ve metabolizmasinda énemli molekiillerinden biri rapamisin protein
bilesiginin memeli hedef molekiili olan mTOR’dur ve c¢evresel stres faktorleri
varlifinda otofaji ve biiyiime arasindaki dengeyi saglamaktadir (Liu ve ark. 2009,
Levine ve Kromer 2009). mTOR proteini, PI3K ve Akt proteinlerinin yer aldig: bir dizi
kinaz kaskadi tarafindan diizenlenmektedir. AKT/ mTOR sinyal yolagi otofajinin

negatif diizenleyicisidir. Akt sinyal yolagindaki islevsizligin otofajinin indiiklenmesine
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neden oldugu daha 6nce yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Wang ve ark. 2010, Le ve
ark. 2010, Mujumdar ve ark. 2010, Vucicevic ve ark. 2011, Wang ve ark. 2011). Bu
sinyal ileti molekiilleri ve yolaklar1 sadece otofajiye 6zgilin degillerdir. Ayn1 zamanda
apoptozis siirecinde de Onemli rol oynamaktadirlar (Franke ve ark. 2003).
PI3K/Akt/mTOR/p70S6K sinyal yolaginin hem otofaji hem de apoptozis siirecindeki
roliinii aragtirmak amaciyla akim sitometrisi ve Lumineks uygulamasi sonucu dnemli
molekiillerin ifade durumlar1 incelenmistir. Akt, PI3K’1n alt sinyal yolagindaki énemli
bir protein olup, hem PDKI tarafindan tirozin-308, hem de mTOR2 kompleksi
tarafindan serin-473 amino asidinden fosforile olmaktadir. Akim sitometrisi
sonuglarinda LNCaP ve PC-3 hiicrelerinde serin-473 amino asidinden fosforile olmus
AKT diizeyleri incelenmistir. LNCaP hiicrelerinde belirgin bir artis ya da azalma
gozlenmezken, PC-3 hiicrelerinde Pd (I) bilesigi ve klorokin kombinasyonunun p-Akt
(Ser4d73) seviyesinde belirgin bir artisa neden oldugu goriilmiistiir. Nitekim bu durum
yapilan bazi caligmalarda da gozlenmistir. Over (yumurtalik) kanseride yapilan
calismada p-AKT diizeyinin artmasinin hiicre 6liimi ile iliskili oldugu goriilmiistiir
(Learly ve ark. 2013). Otofajinin bir yasam mekanizmasi olarak gorev aldigi baska bir
calismada hiicre oliimiinde p-AKT diizeyi artarken total AKT diizeyinde azalma
gozlenmistir (Li ve ark. 2013). Bir ¢ok hiicre tipinde hiicre proliferasyonu, farklilagma,
adaptasyon ve yasam gibi faktorlerde Onemli rol oynayan, Akt sinyal yolaginin
downstream niiklear hedeflerinden birisi olan CREB ifadesi her iki hiicre soyunda da
kontrole kiyasla Pd (II) bilesigi ile tedavisi sonucu artig gostermistir. Klorokin ile
kombinasyon sonucu her iki soyunda da Pd (Il) bilesigine kiyasla protein ifadesi
azalmistir. Yapilan calismalarda CREB proteininin 6nemli otofajik proteinler ile
etkilesime girerek onlarin ifade diizeylerini arttirdig1 ve hiicrelerde otofajinin bir yagam
mekanizmasi olarak tetiklenmesinde rol oynadigi goriilmistiir (Wyrsch ve ark. 2012,
Seok ve ark. 2014). Bu c¢alismada da otofajinin indiiklenmesine neden olan Pd (II)
bilesiginde CREB ifadesinde artis gézlenirken klorokin ile kombinasyon sonucu otofaji
inhibisyonunda bu ifadenin azalmasi literatiir ¢aligmalari1 ve diger c¢alisma
sonuglarimizida destekler niteliktedir. MTOR yolaginda yer alan bir diger protein
ribozomal S6 proteinin hedefi olan S6K proteinin fosforilasyonu ise otofajinin
baskilanmasinin bir isaretidir (Scott ve ark. 2004). Bu ¢alismada LNCaP hiicrelerinde
kombinasyon tedavisi sonucunda p-70S6K ifadesi tek basmna Pd (II) bilesigine gore
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azalmistir. Oysa ki PC-3 hiicrelerinde kombinasyon tedavisi sonucu p-70S6K ifadesi
artmistir. Tek basina Pd (II) bilesiginin her iki hiicre soyunda da kontrole kiyasla p-
70S6K seviyesinin artmasina neden olmasi hiicrelerde otofajinin aktif olmas1 seklinde
yorumlanabilir. PC-3 hiicrelerinde ise kombinasyon tedavisi sonucu bu ifadenin daha da
artis gostermesi, artmis mTOR aktivasyonu sonucu baskilanan bir otofaji
mekanizmasinin oldugunu gostermektedir.

MAP kinazlar, “Mitogen-activated protein kinases” siiper ailesinde yer alirlar (Liem ve
ark. 2002). Okaryotik hiicrelerin tiimiinde mevcut olan bu proteinler hiicre
membranindan ¢ekirdege bilgi aktarilmasinda ¢ok onem tagimaktadir. Bu sinyal iletimi
kaskadlari, embriyogenezis, yasama, ¢ogalma, diferansiasyon ve apoptozis islevlerinin
diizenlenmesinde rol almaktadir. (Platanias 2003). MAP kinazlar ailesini olusturan en
onemli proteinlerden biri de p38’dir. Bu proteinin ¢esitli hiicresel stres kosullarinda,
mitokondri fonksiyonunda ve kaspaz bagimli apoptozisde rol oynadigi bilinmektedir
(Choi ve ark. 2006). Bu ¢alismada da p-p38 ifadesi tek basina Pd (II) bilesigine kiyasla
klorokin ile olan kombinasyon tedavisinde her iki hiicre soyunda da artig géstermistir.
Yapilan ¢alismalarda otofajinin baskilandigir durumlarda p-p38 ifadesindeki artis p38’in
otofaji siirecinde de onemli rol oynadigini gostermektedir (Qiang ve ark. 2013). Bu
durumda her iki hiicrede kombinasyon tedavisi sonucu goriilen p-p38 artis1 bu
hiicrelerde hem apoptotik hem de otofajik siiregte bu proteinin énemli bir role sahip
oldugunu gostermektedir.

Klorokin, Pd (II) bilesigi ve klorokin ile olan kombinasyonun LNCaP ve PC-3 hiicre
soylar1 iizerine etkisi Western blot yontemiyle calisilmistir. Oncelikle bu
kombinasyonun hiicreler lizerinde sagkalim mekanizmasi olarak goriilen otofajik siireci
nasil etkiledigi otofajik belirtegler yardimiyla aydinlatilmistir. LNCaP hiicrelerinde 24
saatte ATGDS, 24 ve 48 saatte Beclinl proteinleri ekspresyonunda kontrole kiyasla
gorlilen artig, bunun aksine klorokin ile kombinasyonu sonucu 24 ve 48 saatte bu
protein ekspresyonlarinda azalmalar bu hiicrelerde otofajinin Beclinl bagimli olarak
indiiklendigini ve otofaji inhibitorii klorokin kullanimi sonucu bu proteinlerin
baskilandig1 gostermektedir. PC-3 hiicrelerinde ise 24 ve 48 saatte goriilen p62
ekspresyonunda ki azalma bu hiicrelerde otofajinin p62 bagimli olarak gerceklestigini
gosterir. Daha once p38 ifadesinde goriilen degisiklikler bu hiicrelerde goriilen p62

degredasyonu agiklamaktadir. Yapilan ¢aligmalarda p38 proteinin aktivasyonunun
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otofaji stirecinde degredasyona ugrayan p62 ile iliskili olabilecegi gosterilmistir (Qiang
ve ark. 2012). Her iki hiicre soyunda da LC3-I1l ekspresyonunun klorokin kombinasyonu
ile artis gostermesi daha onceki akim sitometrisi sonucunu dogrular niteliktedir. Daha
sonra bu hiicreler iizerinde hiicre 6liim mekanizmasinin aydinlatilmasina iligskin
belirtegler bakilmistir. LNCaP hiicrelerinde stres iliskili p-JNK ve p-c-Jun ifadeleri
artmig, FAS ekspresyonu azalmis, pro-kaspaz 3 ekspresyonunda hicbir degisiklik
gozlenmezken pro-kaspaz 8 eskpresyonunda azalma goriilmiistiir. 24 saat kombinasyon
tedavisi sonucu gozlenen PARP kirilmasi ve diger sonuglarla birlikte bu hiicrelerde
meydana gelen apoptozisin hiicre oOliim reseptorleri tlizerinden (dissal yolak)
gerceklestigini  gdstermektedir. PC-3 hiicrelerinde kontrole kiyasla kombinasyon
tedavisinde FAS ekspresyonun azalmasi, pro-kaspaz 3 ve pro-kaspaz 8 azalmasi ve 24
saatte gozlenen PARP kirilmasi bu hiicrelerde de 6liim reseptorleri lizerinde giden bir
apoptozis varligia isaret etmektedir. Hiicre disindan gelen 6liim sinyallerinin, hiicre
yiizey Olim reseptorlerini aktiflestirdigi kaspaz-8 iizerinden ilerleyen dissal apoptotik
yolakta, aktiflesen kaspaz-8 direkt olarak kaspaz-3’iin aktivasyonuna neden olabilir.
Diger bir yandan aktif kaspaz-8, Bcl-2 pro- apoptotik protein ailesi iiyelerinden olan
Bid’i de kirabilir. Kaspaz-8, Fas 6lim reseptoriiyle aktive olabilmektedir (Thornberry
ve Lazebnik 1998). Ayrica hem kaspaz- 8 hem de Bid’in aktivasyonu, diger hiicre
yiizey reseptorleri olan TNF ve TRAIL tarafindan gerceklestirilebilir (Ulukaya 2003).

Bu tez c¢alismasinin sonuclarindan yola c¢ikarak, Pd (II) bilesigi ve klorokin
kombinasyonunun insan prostat hiicre soylarinda (LNCaP ve PC-3) gii¢lii bir apoptotik
etkiye neden oldugu, ayn1 zamanda molekiiler diizeyde hiicrenin sagkalim ve 6lim
siireclerinde farkli molekiiler hedefleri etkiledikleri goriilmiistiir. Bu ¢alisma; Pd (II)
bilesiginin klorokin ile kombinasyonunun hiicrelerde bir direng¢ mekanizmasi olarak
gorev yapan otofajinin inhibe edilmesi araciligiyla yeni bir terapotik hedef olabilecegini
acikca ortaya koymustur. Bir sonraki inceleme basamagi olarak bu kombinasyonun

klinige uyarlanabilmesi i¢in in vivo olarak arastirilmasi gerektigi sonucuna varilmistir.
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