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OZET

Prostat kanseri, Amerika Birlesik Devletleri’nde erkeklerde akciger kanserinden
sonra en sik tan1 konulan malignitedir ve kansere bagli 6liimler arasinda ikinci
siradadir. Prostat kanserinde sag kalimi arttirmak ve etkili bir palyatif tedavi
saglayabilmek amaciyla cesitli kemoterapi protokolleri giindeme gelmektedir. Prostat
kanseri tedavisinde kullanilan kemoterapi ilaglarinin arasinda dosetaksel, estramustin
ve mitoksantron bulunmaktadir. Dosetaksel, semisentetik taksan sinifi antikanser
ajanlardan biridir. Estramustin, estradiol ile nitrojen mustard kombinasyonundan
olusan antineoplastik ajandir. Sentetik bir antikanser ajan olan mitoksantron,
antrakinon igeren antrasiklinin basitlestirilmis analogu olarak tasarlanmistir.
Lizofosfatidik asit, cesitli hastaliklarda birden ¢ok biyolojik fonksiyon gostermesi
nedeniyle en ilging fosfolipid mediyatorlerinden birisidir. Diger kanser tiirlerinde
oldugu gibi, prostat kanseri PC3 hiicrelerinden de salinan lizofosfatidik asidin hiicre
sagkalimi, proliferasyon ve migrasyonun diizenlenmesinde fonksiyonu vardir. Bu
calismanin amaci, prostat kanserinde kullanilan bazi kemoterapi ajanlarinin
(dosetaksel, estramustin ve mitoksantron) olusturdugu hiicre toksisitesine karsi
lizofosfatidik asidin etkisini incelemektir. Bu amagla  prostat kanseri PC3
hiicrelerinde lizofosfatidik asidin optimum dozu belirlendi. PC3 hiicreleri
lizofosfatidik asit, dosetaksel, dosctaksel+LPA, estramustin, estramustintLPA,
mitoksantron ve mitoksantron+LPA ile muamele edildi. Lizofosfatidik asidin hiicre
proliferasyonu arttirdig1 goriildii. Dosetaksel, estramustin ve mitoksantron uygulanan
hiicrelerin proliferasyonunda azalma goriildii. Dosetaksel +LPA, estramustin + LPA
ve mitoksantron+LPA gruplarinda hiicre proliferasyonu sirasiyla dosetaksel,
estramustin ve mitoksantron gruplarina gore artti. Lizofosfatidik asit PC3
hiicrelerinin koloni olusumunu arttirdi. Dosetaksel, estramustin ve mitoksantron
koloni olusumunu azaltti. Dosetaksel+LPA, estramustin+LPA ve mitoksantron+LPA
gruplarinda koloni olusumu sirasisiyla dosetaksel, estramustin, mitoksantron
gruplarina gore artti. Lizofosfatidik asidin dosetaksel, estramustin ve mitoksantronun
indiikledigi apoptozisi engelledigi gorildii. Lizofosfatidik asit, dosetaksel,
estramustin ve mitoksantronun neden oldugu hiicre sitotoksisitesini azaltti,
hiicrelerinin sagkalimin1 ve c¢ogalmasini arttirdi. Prostat kanseri tedavisinde
kullanilan dosetaksel, estramustin ve mitoksantronun neden oldugu hiicre liimiinii
arttirmak icin, kanser hiicrelerinde ¢ok fazla eksprese olan lizofosfatidik asidin
salmimi engellenmelidir. Bu c¢aligma, prostat kanserinde kullanilan dosetaksel,
estramustin, mitoksantron ve diger kemoterapik ajanlarin kanser tedavisinde etkisinin
arttirtlmast icin lizofosfatidik asit sentez yolaklarinin inhibe edilmesinin 6nemli
olabilecegini 6nermektedir.

Anahtar kelimeler: Prostat kanseri, lizofosfatidik asit, dosetaksel, estramustin,
mitoksantron, apoptozis, hiicre proliferasyonu.
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ABSTRACT

Prostate cancer is the second most common malignancy among men in the
United States, ranking only behind lung cancer. Various chemotherapy protocols
are implemented to improve survival and to provide an effective palliative treatment
in prostate cancer. Docetaxel, estramustine, mitoxantrone are chemotherapy agents
which are used in prostate cancer. Docetaxel is a semisynthetic taxane, a class of
anticancer agents. Estramustine, an estradiol nitrogen mustard conjugate,
antineoplastic agent. Mitoxantrone, a synthetic anticancer agent, is a member of the
anthracenedione class of compounds and was originally designed as a simplified
analogue of the anthraquinone containing anthracylines. Lysophosphatidic acid
(LPA) is one of the most interesting phospholipid mediators with multiple biological
functions in various human diseases. Lysophosphatidic acid secreted by prostate
cancer cells as well as the other cancer cells is able to regulate cell proliferation,
survival and migration. The aim of this study was to investigate the effects of
lysophosphatidic acid against cell toxicity of some chemotherapy agents (docetaxel,
estramustine, mitoxantrone) which are used in prostate cancer. For this purpose,
optimum dose of LPA was determined in PC3cells. PC3 cells treated with
lysophosphatidic acid, docetaxel, docetaxel+LPA, estramustine, estramustine+LPA,
mitoxantrone and mitoxantrone+LPA. Lysophosphatidic acid increased cell
proliferation. Docetaxel, estramustine and mitoxantrone decreased cell proliferation.
Docetaxel+LPA, estramustinetLPA and mitoxantronetLPA increased cell
proliferation compared to docetaxel, estramustine and mitoxantrone treated cells.
Lysophosphatidic acid increased colony formation in PC3 cells. Docetaxel,
estramustine and mitoxantrone decreased colony formation. Docetaxel+LPA,
estramustine+LPA and mitoxantrone+LPA increased colony formation compared to
docetaxel, estramustine and mitoxantrone treated cells. It was seen that
lysophosphatidic acid blocked docetaxel, mitoxantrone and estramustine-induced
apoptosis. Lysophosphatidic acid decreased docetaxel, estramustine and
mitoxantrone-induced cytotoxicity and increased cell survival and proliferation. The
blocking of lysophosphatidic acid secretion which is highly expressed in cancer cells
may enhance the cell killing effects of docetaxel, estramustine and mitoxantrone in
prostate cancer treatment. This study suggest that the inhibition of signal pathways of
lysophosphatidic acid could improve the treatment of cancers by docetaxel,
mitoxantrone, estramustine and possibly other chemotherapeutic agents.

Key words: Prostate cancer, lysophosphatidic acid, docetaxel, estramustine,
mitoxantrone, apoptosis, cell proliferation.
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GIRIS

Giliniimiizde 6liim nedenleri arasinda kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci
sirada kanser yer almaktadir. Prostat kanseri bati toplumlarinda erkeklerde en sik
goriilen kanser tiiriidiir. Sadece ABD’de 2006 yilinda 234.460 yeni prostat kanseri
tanist konmustur (1). Prostat kanseri, kansere bagli 6limlerden akciger ve kolon
kanserinden sonra 3. siradadir ve kansere bagli 6liimlerin %9 undan sorumludur (1).
Prostat kanseri goriilme insidansi yasla birlikte artmaktadir. Otuzdokuz yasindaki bir
erkekte prostat kanseri olugsma olasilig1 yaklagik olarak 1/10000 iken, bu oran 40-59
yas araliginda 1/103, 60—79 yas araliginda 1/8 olmaktadir (2).

Prostat spesifik antijen (PSA) ile yapilan tarama ¢aligmalariyla hastaligin erken
evrede yakalanma sansinin artti§1 ve mortalitesinin azaldig1 gosterilmistir. Bu evrede
yakalanan hastalarda radikal tedavi ile kiir saglanabilmektedir. Lokal radikal tedavi
ile kiir saglanamayacak hastalar i¢in ilk tedavi sekli hormonal tedavidir (3). Bu
hastalarda hormon ablasyon tedavisiyle progresyonsuz sag kalim siiresi 12 ile 33 ay
arasindadir (4). Bir¢ok hasta tedaviye semptomatik ve biyokimyasal cevap verir.
Fakat, tedavi sagkalimi1 uzatmaz ve nihayetinde tiim hastalarda androjenden bagimsiz
safhaya girilir. Bu hastalar bir yere kadar ikincil hormonal miidahalelere cevap
verirler. Hormonal tedavilere ragmen bu hastalar kaginilmaz bir sekilde progresyon
gosterirler ve hormona direngli hale gelirler (5). Bu noktada sag kalimi arttirmak ve
etkili bir palyatif tedavi saglayabilmek amaciyla ¢esitli kemoterapi protokolleri ve
deneysel yaklasimlar glindeme gelmektedir (6). Bunun yanisira, prostat kanseri
tedavisinde kemoterapi sadece hormona direngli hastalikta kullanilmamaktadir.
Kemoterapi, yliksek riskli lokalize prostat kanserinde radyoterapi ve radikal
prostatektomi sonrasi veya oncesi rekiirrensi azaltmak amaciyla ve hormon ablasyon
tedavisiyle indiiklenen ve kemoterapi yanitini azaltabilecek bazi mutasyonlar ortaya
ctkmadan once hormonal tedaviye eklenerek kullanilabilmektedir (7).

Prostat kanseri tedavisinde kullanilan kemoterapi ilaglarimin arasinda
dosetaksel, estramustin ve mitoksantron bulunmaktadir. Bugiin bir taksan derivesi
olan dosetaksel ile az da olsa bir sagkalim avantaji gdsterilmis olup, bu sitotoksik
ilagla birlikte prostat kanserinin tedavisinde yeni bir dénemin bagladigini sdylemek
yanlis olmayacaktir (8). Ayrica, estrodiol fosfat ile nitrojen mustard’in bilesiminden
elde edilmis olan estramustin fosfat 1966 senesinden beri ileri evre prostat kanserinin
tedavisinde kullanilmaktadir (9). Prostat kanseri tevdisinde kullanilan diger ilag
mitoksantrondur. Mitoksantron, antrasiklin antineoplastik tiirevi ve DNA-reaktif bir
ajandir (10). Literatiirde, bu ilaglarin kanser hiicrelerinde sitotoksik etki yarattigi ve
hiicrelerin 6liimiine neden oldugu bildirilmistir (11-15).

Lizofosfatidik asit (1-agil-sn-gliserol-3fosfat), ¢cok sayida biyolojik fonksiyon
gosteren ve bilinen en basit gliserofosfolipidlerden birisidir. Serumda bulunan aktif
formunun konsantrasyonu 1-5 uM’dir (16). Lizofosfatidik asit hiicre proliferasyonu,
hiicre sagkalimi, trombosit agregasyonu, diiz kas kasilmasi ve tiimor hiicre



invazyonunun uyarilmasi gibi birgok biyolojik olaylarda rol alir (17). Lizofosfatidik
asidin sentezlenmesini saglayan enzim lizofosfolipaz D’dir. Bu enzim, lizofosfotidil
kolin’den lizofosfatidik asit sentezlenmesini saglar ve plazma lizofosfatidik asit
seviyesinin degisiminden sorumludur. Lizofosfatidik asit sentezlendikten sonra,
hiicre membraninda bulunan G proteini bagl reseptorlerine baglanarak cesitli
biyolojik olaylarin gerceklesmesine neden olur. Daha once yapilmis olan
caligmalarda, kanser hiicrelerinde lizofosfolipaz D ekspresyonunun arttigr ve
lizofosfatidik asidin kanser hiicrelerinde etki gosterdigi bildirilmistir (18).

Literatiir taramasi sirasinda, lizofosfatidik asidin prostat kanseri PC3
hiicrelerinde, prostat kanseri tedavisinde kullanilan bazi kemoterapi ilaglarinin
olusturdugu hiicre toksisitesi lizerine etkisini gosteren herhangi bir c¢aligmaya
rastlanamamistir. Bu nedenle, bu calismada kanser tedavisi i¢in kullanilan bazi
kemoterapi ilaglarinin (dosetaksel, estramustin ve mitoksantron) olusturdugu hiicre
toksisitesine karsi kanser hiicrelerinde salinimi artan lizofosfatidik asidin etkisi
aragtirtlmistir. Bunun yanisira, kullanilan kemoterapi ajanlarinin neden oldugu
apoptozisi lizofosfatidik asidin Onleyip Onleyemeyecegi arastirilarak literatiire
kazandirilmastir.



GENEL BiLGILER

2.1. Prostat Kanseri

Kanser kontrol edilemeyen hiicre cogalmasi ile tanimlanan bir hastaliktir. Kanser
hiicrelerinde, hiicreye hem dis ¢evreden hem de hiicre i¢i ortamdan gelen ¢cogalmayi
baskilayict uyarilar ile ilgili bozukluklar s6z konusudur. Ayrica, kontrolsiiz
cogalmaya engel olmasi beklenen negatif geri bildirim mekanizmalar1 da
bozulmaktadir. Kontrolsiiz hiicre ¢gogalmasi ve eszamanli apoptozisin baskilanmasi,
karsinogenez siirecinin temelindeki 6nemli iki etkendir.

Kanser hiicresinde ¢ogalma kontroliiniin ortadan kalktig1 siirecte, hiicre dongiisii
ile ilgili genler ve kontrol noktalar1 ile ilgili genler siklikla mutasyona ve hiicre islev
bozukluguna ugrarlar (19).

Hiicre disindan gelen c¢esitli uyarilarin hiicre tarafindan algilanmasi ve sinyalin
hiicre i¢ine iletilerek cevap olusturulmasinda haberci sistemlerin esansiyel rolii
bulunur. Karsinogenezde, sinyal iletimi yolaklarimi da icine alan temel Ozellik
hiicrenin denetimsiz biiylimesi ve ¢ogalmasidir. Buna gore, biiyiimeyi uyaran
sinyallerin yoklugunda ve/veya biiylimeyi inhibe edici uyarilarin alinmasi halinde
dahi, hiicrenin biiyiime ve ¢ogalma yetenegi devam eder. Hiicreye bu potansiyeli
kazandiran etmenler, onkogenlerin fonksiyonlarini arttiran degisiklikler (mutasyon,
upregiilasyon) ve/veya tiimor baskilayici genler ile ilgili degisiklikler (inaktivasyon,
gen kaybi) olabilir (20).

Diinyada farkl iilkelerde belirgin sekilde degisen insidans ve mortalite oranlari
ile prostat kanseri, erkekler arasinda goriilen dordiincii en sik kanser tiiriidiir. 1990’11
yillarin baslangicindan bu yana yeni tarama testleri ve tedavideki iyilestirmeler, bu
hastaligin insidansinda, tani evresinde ve mortalitesinde dramatik diizenlemelere
neden olmustur. Molekiiler biyolojide ve epidemiyolojide dev ilerlemeler, prostat
kanserinin etiyolojisi ve biyolojisinde yeni ufuklar agmistir. Bu gelismeler hastaligin
daha iyi anlasilmas1 ve gelecekte prostat kanserinin 6nlenmesi ve tedavisinde yeni ve
daha 1yi yollarin agilmasina neden olacaktir (21).

2.1.1. Epidemiyoloji

Prostat Kanseri gelismis iilkelerde erkeklerde en sik goriilen kanser haline
gelmistir. Dilinya c¢apinda 1990 yillardan itibaren insidansi yiikselmeye baslamistir
(22). Prostat icin uygulanan tedavi metodlarinin gelismesi, Ozellikle transiiretral
rezeksiyon prostat operasyonun yaygin kullanima girmesi ile birlikte batili tilkelerde
1970’1lerin sonu, 1980’lerin basinda insidansinda yiikselme olmustur (23). 1986—
1992 yillar1 arasida prostat spesifik antijenin (PSA) kullanima girmesi ile birlikte
prostat kanseri yakalama insidansinda belirgin bir artis olmustur (24). 1990’larin
ortalarinda ABD’de insidansta minimal bir azalma goriilmesine ragmen tekrar
yiikselmeye baslamistir. Asya lilkelerinde goriilme insidansi1 genel olarak diisiiktiir,
ancak son yillarda artmaya baslamistir. Bunun sebebi olarak da batili tip yasam



tarzinin, Ozellikle diyet ve beslenme aliskanliginin  giderek yayginlagmasi
gosterilmistir (22).

Yaslanma ile birlikte erkeklerin ¢ogunda mikroskopik prostat kanser odagi
gelismekte ve yasadiklar1 populasyondaki yiiksek veya diislik risk durumuna gore
invaziv hastalik ortaya ¢ikmaktadir (25) . Erkeklerin ¢ogunda mikroskopik hastalik
gelismesine ragmen, bunlardan c¢ok kiiclik bir oran1 invaziv hastalik haline gelmekte
ve ¢ok az bir kismi1 da erken Oliimlere neden olmaktadir. Prostat Kanseri, kansere
bagl oliimlerde akciger ve kolon kanserinden sonra 3. siradadir ve kansere bagl
oliimlerin %9’undan sorumludur (1). Prostat Kanseri goriilme insidansi yasla birlikte
artmaktadir. 39 yasindaki bir erkekte prostat kanseri olugsma olasilig1 yaklasik olarak
1/10000 iken, bu oran 40-59 yas araliginda 1/103, 60-79 yas araliginda 1/8
olmaktadir (26).

2.1.2. Insidans

Prostat kanseri insidansi 1rk, diyet aligkanligi, yasam tarzi, cografya ve tarama
caligmalar1 gibi nedenlerden dolay, iilkeden iilkeye hatta ayni iilkenin farkl yerlesim
bolgelerine gore degismektedir.

Prostat kanserinin en dikkat ¢ekici 6zelliklerinden birisi, onun ortaya ¢ikisinda
ve progresyonunda cografi varyasyonun derecesidir. ABD’de erkekler arasinda en
sik tanis1 konan kanser prostat kanseridir ve kansere bagli 6liimlerin nedeni olarak da
ikinci sirada yer alir (27, 28).

Prostat kanser insidansi 1995°den beri yillik yaklasik % 1.7 artig gosterirken,
mortalite oran1 1994’den bu yana her yil i¢in yaklasitk % 4 azalmaya devam
etmektedir (29).

Ulkemizde epidemiyolojik anlamda ilk ve tek olan insidans ¢alismasi, Izmir
ilinde yapilmistir. Bu caligmada prostat kanseri, akciger, mesane, malign melanom
dist deri kanserleri, larinks kanserinden sonra en sik goriilen 5. kanserdir ve 1995-
1996 yillar1 arasinda insidans 9.1/100000 bulunmustur (30).

2.1.3. Prostatin Yapisi

Normal prostat 18 g agirliginda, 3cm uzunlugunda, 4 cm genisliginde ve 2 cm
kalinliginda olup i¢inden prostatik iiretra gecer (21). Prostatin %70°1 glandiiler ve
%30’u fibromuskuler stromadan olusur. Stroma kollajen ile bol diiz kas icerir ve
prostat kapsiilii ile ilintilidir. Stromada yer alan diiz kaslar bez yapilarin ¢evresinde
yogunlagmistir ve ejekulasyon sirasinda kasilarak prostetik sekresyonun iiretraya
bosalmasini saglar. Prostatik iiretra, prostatin uzunlugu boyunca daha ¢ok 6n yiize
yakin olarak uzanir ve degisici epitel ile ortiiliidiir (31).

Preprostatik {iretranin alt, arka ve yanlarini saran tranzisyonel bdlge, prostat bez
yapisinin % 5-10’unu kapsar. Fibromuskuler bir bant ile prostatin diger bez
yapilarindan ayrildig i¢in transrektal ultrason ile kolayca belirlenebilir. Santral
bolge, koni seklinde ejakulatuvar kanallarin gevresini sarar ve prostat bezlerinin %
25’ini kapsar. Bu bolgedeki bez yapilar embriyonik olarak Wolf kanali kaynakli
oldugu i¢in yapisal ve immiinhistokimyasal olarak digerlerinden farklidir (32).



Sekil 2.1. insan prostatinin yapisi (33) .

2.1.4. Risk Faktorleri

Yas: Prostat kanserinin goriilme siklig1 yasla birlikte belirgin olarak artmaktadir. 50
yas istii erkeklerde hem goriilme sikligi hem de kanserden 6liim orani yasa baglh
olarak artar. 39 yas altinda goriilme oran1 1/10.000 iken, 40-59 yaslar arasinda 1/139
ve 60-79 yaslar1 arasinda ise bu oran 1/8'dir (34).

Heredite: Ailede prostat kanseri dykiisii olmasi, hastaligin gelismesi icin en biiyiik
risk faktorii olarak kabul edilir ve genetik yatkinlik tiim yaygin kanserler arasinda
olast en giiclii risktir (35). Birgok caligma prostat kanseri hastalarinin yakini olan
erkeklerde prostat kanseri insidansinin normal populasyona gore arttigini
gostermistir. Tiim prostat kanserlerinin %9'unda ve 55 yasin altindaki vakalarin %45
'inde yiiksek olasilikli otozomal dominant ge¢is varli§i gosterilmistir. Babasi ya da
erkek kardesine 50 yasin altinda prostat kanseri tanis1 konulmus bir erkekte prostat
kanseri riski yaklagik 7 kat artmistir (36).

Irk: Degisik etnik gruplarda prostat kanseri insidansi genis bir varyasyon gosterir.
Goriilme ve 6liim oran1 Iskandinav iilkelerinde yiiksek iken Japon irkinda oldukga
diisiiktiir. A.B.D' de yasayan siyah erkeklerde insidans oldukca yiiksek iken, ayni
bolgede ve ayni sosyoekonomik diizeydeki beyaz erkeklerde daha diisiiktiir (37).

Diyet: Diyet ile yiiksek oranda yag alimimin prostat kanseri insidansini arttirdigi
diistiniilmektedir. Bu hipoteze gore, diyetle alinan fazla miktarda yag, seks
hormonlarinin sentezini arttirmakta bu da prostat bezinde kanser riskini
arttirmaktadir. Bu hipotez sadece yaglar i¢in degil, ayn1 zamanda yagda eriyen
vitaminler (A, D, K) ve eser elementler (¢inko) icin de gecerlidir (38). Bazi
calismalarda yiiksek kalsiyum tiiketiminin prostat kanseri riskinde artisla iligkili
oldugu bulunmustur (39). Likopen, selenyum ve E vitamininin antioksidan



etkileriyle, kanserde potansiyel bir negatif faktdr olduklarina dair gesitli ¢alismalar
yapilmustir (37, 38, 40).

Sigara: Sigara iciminin prostat kanseri ile iligkili oldugu daha 6nce gosterilmistir
(41). Sigaranin derin inhalasyonu ya da ¢ok icilmesi ile prostat kanser riskinin arttig
gosterilmistir (42).

Androjen: Prostat tiimdrleri androjenlere asir1 derece duyarlidir. Medikal ve cerrahi
kastrasyon sonrasi gerilerler. Afrikali Amerikalilarda prostat kanseri insidansinin
yiiksek olmasinin, dolasimdaki androjen seviyeleri ile iligkili oldugu ileri
stirilmiistiir. Ayrica geng Afrikali Amerikalilarda, Japon erkeklere gore 3a,17p-
androstendiol glukronid ve andosteron glukronid gibi androjen metabolitlerinin
serumda daha yiiksek diizeyde oldugu gosterilmistir. Bu metabolitlerin testosteronun
So-rediiktaz ile dehirotestosteron (DHT)’a doniisiim diizeyini yansittigina inantlir ve
total testosterona gore intraprostatik androjen aktivitesini gdstermede daha iyi bir
marker olabilecegi diisiiniilmektedir (21).

Genetik polimorfizm: Bir lokusta birden fazla allelin bulunmas1 seklindeki DNA
niikleotid degisimlerine polimorfizm adi verilir. Allellerin genel popiilasyondaki
kromozomlarn %1’inden fazlasinda bulunmasi "genetik polimorfizmi" olusturur

Q1)

Prostat kanserinin yalnizca yaklasik %10’unun nadir, yiiksek penetran genlerle
gecis gosterdigine inanilmasina ragmen, ¢ok sayida sik bulunan diisiik penetran
genlerin prostat kanseri gelismesine katkida bulunmasi daha olasidir. Bu genler,
diger genlerle birlikte davranarak ya da bazi gevresel faktorlere hastanin cevabini
etkileyerek prostat kanserinin gelismesine zemin hazirlayabilmektedir. Molekiiler
epidemiyolojik calismalar, spesifik gen polimorfizmi (6rn. bir genin kendi
fonksiyonunu degistirebilen kalitsal dizi varyantlari) ve prostat kanseri gelisme riski
arasinda ¢ok sayida sasirtici birliktelikler ortaya ¢ikarmistir (21).

Insiilin benzeri biiyiime faktorii: Insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 (IGF-1) normal
ve transforme prostat eriteli {izerinde hem mitojenik, hem de antiapoptotik etkiye
sahiptir (43). Bazi veriler IGF-1’in prostat kanserinin baglamasinda ve ilerlemesinde
yer aldigmi gostermektedir. Artmis prostat kanseri riski ile plazma IGF-1 seviyesi
arasinda 6nemli bir iligski bulunmustur (44).

2.1.5. Laboratuvar Bulgular:

Prostat spesifik antijen (PSA), primer olarak prostat epitel hiicrelerinde ve
seminal sivida bulunan ve prostat kanseri tanisinda, tedavi planlanmasinda ve tedavi
sonrast izlemde tlimor biliminde bugiine kadar esine az rastanmis bir basar1 ve
yayginlikla kullanilmis bir belirtectir. PSA, prostat disinda ¢ok az oranda periiiretral
bezler, endometrium ve normal meme dokusundan sentezlenir. 50 yasin1 gegen
erkeklerde iki yilda bir PSA tayinlerinin yapilmasi tavsiye edilmekte olup, her
prostat kanserinde degerin yiiksek bulunmayabilecegi hatirda tutulmalidir. 4.0
ng/ml’nin tlizerindeki PSA degerleri prostat kanseri agisindan incelenmeyi
gerektirmektedir. PSA’nin ¢ok kiiciik bir miktar1 serbest (fPSA) olarak bulunmakta
olup, biiyiik bir kismi a-2 makroglobulin (A2M) ve a-1 antikimotripsine (ACT)



baghdir. Bunlar kandaki iki major serin proteaz inhibitoérii olup total serum
proteinlerinin %10’unu olustururlar. PSA’nin yarilanma omri 2.2 ile 3.2 giin
arasinda degismekte olup radikal prostatektomiyi takiben 2-3 hafta ig¢inde en alt
seviyeye ulagir (21).

2.1.6. Tedavi

Insanlarin farkli kalitsal dzelliklerine eklenen farkli somatik mutasyonlar hem
cok karmagik hem de ¢ok heterojen bir hastalik grubunun, kanserin, ortaya ¢ikmasina
neden olur. Kanser genomunda meydana gelen degisiklikler tiimorlerin gelisimi,
metastatik karakteri, ilaglara kars1 verdikleri cevaplar gibi baz1 dlgiilebilir fenotipik
ozelliklerle karsimiza ¢ikar. Bu genetik ve fenotipik degisiklikler, normal hiicrelerde
biiylime, gelisme, 6liim gibi islevleri diizenleyen sinyal iletim yolaklarinda da bazi
degisimlerin ortaya ¢ikmasina neden olur. Kanser hiicrelerinde aktive olan potansiyel
yolaklar hedefe yonelik tedavi girisimleri i¢in belirlenebilmektedir. Hedefe yonelik
tedaviler, secici olmalari nedeniyle 6zgiil-molekiiler hasar1 olan tiimor hiicrelerine
yonelerek kanser hiicresini o6ldiiriirken, normal hiicrelerin saglikli bir ortamda
devamina imkan tanir (45).

Genellikle giinlimiizde organa smirl prostat kanserinde, radyoterapi +hormon
tedavisi, brakiterapi + hormon tedavisi, kriyoterapi, radikal prostatektomi, lokal ileri
evrede radyoterapi + hormon tedavisi, brakiterapi £ hormon tedavisi, radikal
prostatektomi: radikal prostatektomi sonrasi niiks durumunda radyoterapi, hormon
tedavisi (devamli veya aralikli), metastatik hastalikta hormon tedavisi (devamli veya
aralikli), bifosfanatlar (zoledronik asit), radyoterapi (agr1 tedavisi), hormona direngli
hastaliklarda ise kemoterapi, kortikosteroid, bifosfanatlar (zoledronik asit) ve
radyoterapi (agr1 tedavisi) uygulanmaktadir (46).

2.2. Kemoterapi

Glinlimiizde kanser tedavisinin en az bir doneminde ila¢ tedavisi
kullanilmaktadir. Kanserin ilagla tedavisinden s6z edildiginde, ilk akla gelen ilag
grubu sitotoksik ajanlar yani "kemoterapi"dir. Hormonal tedavi, immunmodiilatorler
ve son yillarda ilag portfdyiine giren tirozin kinaz inhibitorleri, antikorlar ve
antianjiyogenik ajanlar gibi hedefe yonelik tedaviler kemoterapi ile birlikte veya ayri
olarak kanser tedavisinde rol alirlar. Sitotoksik kemoterapi baz1 yayilmis kanserleri
tyilestirirken, digerlerinde tiimorleri kii¢tiltiip belirtileri azaltir ve hatta bazen yasam
stiresini uzatir (47).

Kemoterapi gliniimiizde dort temel klinik durumda kullanilmaktadir.

Primer-indiiksiyon kemoterapisi
Neoadjuvan kemoterapi
Adjuvan kemoterapi
Lokal-rejyonel kemoterapi

Primer-indiiksiyon kemoterapisi, ileri evre kanserle bagvuran ve baska tedavi
secenegi olmayan hastalara uygulanan ilag tedavisidir (47). Neoadjuvan kemoterapi
cerrahi ve radyoterapi ile tedavi yapilabilen ancak sadece lokal tedavi ile basari
oranmin diisiik oldugu kanser tiirlerinde cerrahi ve/veya radyoterapiden Once ilag
uygulamasi olarak tanimlanir (48). Kanserin ilagla tedavisinda en 6nemli klinik



uygulamalardan biri lokal tedavi sonrasi adjuvan kemoterapi verilmesidir (49).
Hastalik niiksline mikrometastazlarin yol agtig1 varsayilarak lokal tedaviden sonra
kemoterapi uygulanmasi ile mikrometastazlarin yok edilmesi, lokal ve sitemik
niiksiin azaltilarak genel sagkalimin azaltilmasi hedeflenmektedir. Urolojik
tiimorlerde adjuvan kemoterapinin yarar1 heniiz kanitlanmamaistir (50).

Metastatik prostat kanserlerinde temel olarak kullanilan tedavi yontemi cerrahi
ya da medikal kastrasyon olmasina ragmen; bu hastalarin ¢ogunda 18-24 ay
igerisinde hormona direng gelismektedir (51). Bu hiicrelerin hastaliin ilk olustugu
donemde mi varoldugu, yoksa sonradan mutasyonla mi gelistigi bilinmemektedir
(52). Baslangicta “androjen bagimli” tiimorler, tipki normal prostat epiteli gibi
androjen yoklugunda gerilerler. Cerrahi ya da medikal kastrasyona ragmen
bliylimesine devam eden tiimoér “androjen bagimsiz” olarak adlandirilir (53). Bu
timorler degisik hormonal yaklagimlara yanit verebilir. Degisik hormonal
yaklasimlara cevap vermeyen tiimoér ‘“hormona direncli” olarak kabul edilir. Ilk
asamada androjen baskilayici tedaviler yapilan ve daha sonra ilerleyen prostat
kanserlerinde en sik kullanilan yontem antiandrojenlerin geri cekilmesidir. Bu
asamadan sonra ikincil hormonal tedaviler ve sitotoksik kemoterapiler yer
almaktadir (54).

Ancak antiandrojen tedavisinin devam etmesine ragmen hastalik belli bir
asamadan sonra ilerler. Yapilan arastirmalar kastrasyona direngli prostat kanserinde
(KDPK) androjen reseptorleri aktivasyonu ve sinyalizasyonunun devam ettigini
gostermektedir (55-57). Dolayisiyla hastaligi hormona refrakter kabul etmek igin
oncelikle sekonder hormonal maniiplasyonlarin yapilmasi gerekir. Bugiin bu amagla
antiandojen geri ¢ekilmesi, yeni antiandrojenin eklenmesi, Ostrojenik ilaglar,
adrenolitik ajanlar ve yeni baz1 ajanlar kullanabilmektedir (58, 59). Bugiin bir taksan
derivesi olan dosetaksel ile az da olsa bir sagkalim avantaji gosterilmis olup bu
sitotoksik ilagla birlikte bu kanserin tedavisinde yeni bir donemin basladigin
sOylemek yanlis olmayacaktir (8). Ayrica, estrodiol fosfat ile nitrojen mustard’in
bilesiminden elde edilmis olan estramustin fosfat 1966 senesinden beri ileri evre
prostat kanserinin tedavisinde kullanilmaktadir (9).

2.3. Dosetaksel

Taksol, yeni dogal antikanser bilesikler bulmak iizere Ulusal Kanser Enstitiisii
(60) tarafindan degisik bircok bitkinin tarandigi bir program kapsaminda, ABD'de
yetisen Taxus brevifolia'nin kabugundan 1971 yilinda izole edilmistir (61). Bu yildan
sonra lizerinde yapilan yogun ¢alismalar sonucunda taksol, 1983 yilinda faz I, 1985
yilinda faz II galismalarina alinmistir (12). Taksol, Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi
(FDA) tarafindan 1992 yili i¢inde ovaryum ve 1994 yilinda meme kanserli hastalara
verilmek tlizere ruhsatlandirilmistir. Preparati  TAXOL (Bristol-Myers Squibb
Company, New York, NY) olarak isimlendirilirken etken maddesine paklitaksel
(Sekil 2.2.) ad1 verilmistir (62).



Sekil 2.2. (A) Paklitaksel ve (B) dosetakselin kimyasal yapisi .

1985 yilinda taksoliin yarisentez ile temini c¢aligmalari sirasinda, taxotere adi
verilen bir taksol analogu sentezlenmistir. 1990 yilinda faz I, 1992 yilinda faz II
caligmalar1  yapilmistir. Taxotere 1996 yilinda antikanser ilag olarak
ruhsatlandirilmistir. Preparati TAXOTERE (Rhone-Poulenc Rorer Pharmaceutical,
Inc., Collegeville, PA.) olarak isimlendirilirken etken maddesine docetaxel
(dosetaksel) adi1 verilmistir (62). Dosetaksel faz I'e 1990 yilinda girmistir. Doz
siirlayict toksisite nétropeni olmustur. Bazi vakalarda ¢ok sik ve siddetli olmamakla
birklikte mukozitis ve ates bildirilmistir. 1992'de faz II calismalar1 baslamistir.
Dosetaksel faz II calismalarinda premedikasyon uygulanmadan, 100 mg/m* dozda
bir saatlik infiizyon seklinde ii¢ haftada bir tekrarlanarak uygulanmistir (63-66).

Dosetaksel antitiimor etkilerini, hiicrede mikrotubullerin toplanmasini arttirmak
ve depolimerizasyonunu oOnleyerek stabil mikrotubul topluluklari olusturmak
suretiyle gostermektedir (13, 67).

Dosetakselin atilim1 karaciger ve safra yolu ile olmaktadir. Karacigerde sitokrom
P450 enzim sistemi ile metabolize olmaktadir. Dosetaksel'de C6 ve C3'-para
pozisyonlar1 hidroksilasyona uygundur, fakat bu gerceklesmemektedir. Dosetaksel'in
major olarak dort metaboliti vardir; t-butil ester grubu sirastyla alkol, aldehit ve aside
okside olmaktadir. Dosetaksel'in metabolitleri esas bilesiklerine gore inaktif veya
daha az sitotoksik oOzelliktedir. Bu ilagla birlikte karaciger enzim sistemlerini
indiikleyen ilaglarin kullanilmasi dosetaksel metabolizmasini degistirebilmektedir.
Karacigeri bozuk olan hastalarda degisen metabolizma ve atilimina bagli olarak
toksisite olasilig1 artmaktadir (15, 68, 69).



2.4. Estramustin

Estramustin ~ fosfat  (estradiol-3-N-bis-(2-choloroethyl)-carbomate-17-beta-
dihydrogen disodium phosphate) temel olarak estradiol ile nitrojen mustard
kombinasyonundan olusmustur (70). Diger bir ifade ile yapisal olarak bir hormon
tirevi ve alkilleyici gruptan olusan bir kemoterapdtik ajandir. Dolayisiyla teorik
olarak “hormonal tedavi ve kemoterapi” imkanini -estrojenik ve antimitotik etkiyi-
ayni anda saglayabilmektedir (71). Estramustin fosfat (EMP) kendine 6zgii ¢ift yonlii
etki mekanizmasina sahip bir antitimor ajandir (72). Estramustin, mikrotubul bagh
proteine veya tubuline baglanarak mikrotubul fonksiyonunu inhibe ederek etkisini
gosterir (73). Yapilan in vivo ¢alismalarda hormonal ve hormonal olmayan etkileri
gosterilmistir  (74). EMP metabolizmasinin {iriinii olan 0Ostron ve Ostradiol,
antigonadotropik aktivite gostererek, testosteron diizeylerini cerrahi kastrasyon
sonras1 erigilen degerlere yakin diizeyde diisiirlir. Ana bilesigin defosforilasyonu
sonucu agiga cikan sitotoksik metabolit estramustin, daha sonra estromustin’e
metabolize olur; bu iki metabolitin tiimor hiicreleri iizerinde antimitotik etkileri
vardir. Bu etkiler, metafaz asamasinda mikrotubulus olusumu inhibisyonu ve
interfaz asamasinda mikrotubulus yikimina baghdir.

Mikrotubuluslar iizerindeki bu etki, in vivo olarak, insan prostat tiimori
ksenograflarinda da gosterilmistir. Mikrotubulus polimerizasyonunun estramustin
tarafindan inhibisiyonunun, tubulin ile dogrudan etkilesmeye bagli oldugu
kanitlanmistir. Buna ek olarak, estramustin ile mikrotubulusa bagh proteinler (MAP)
arasinda da etkilesme oldugu gosterilmistir (72).

Estramustin, serum testosteron diizeyinde diger estrojenlere (diethylstilbestrol
gibi) benzer sekilde 6nemli oranda azalmaya sebep olabilmektedir (71). Ancak asil
etki mekanizmasimin “mikrotiibiil iligkili proteinlere” baglanmak siiretiyle olustugu
diistiniilmektedir (11,14). Niikleer matriks diizeyinde baglandigi ve DNA
replikasyonunu etkiledigi iddia edilmistir. Ayrica tiibiilin ile olan iliskisinin baz1
ilaglarla birlikte kullanimi durumunda sinerjistik etki yaratti1 gdsterilmistir (75). Ote
yandan estramustin fosfatin “efflux pompasi” yoluyla hiicre i¢i ilag birikimini
etkileyerek “multidrug direng¢” gelismesini 6nledigi de savunulmustur (76).

Bu sahip oldugu yapisal 6zellik estramustin fosfatin, prostat kanseri tedavisinde
degisik amaglarla yaygin olarak kullanilmasina yol agmistir. Nitekim ilk olarak
hormon direngli prostat kanserinde ikincil hormonal tedavi segenegi olarak
kullanilmistir (77). Daha 1970°1i yillarda ¢ok merkezli ¢aligmalarda metastatik
prostat kanserinde birincil tedavi olarak dahi denenmistir. Bunun yanisira adjuvan
veya neoadjuvan amagcla lokalize prostat kanserinde de cesitli aragtirmalarda yer
almistir. Ancak siiphesiz en 6nemli ve yaygin kullanimi onceleri tek basina daha
sonralar1 ¢ok farkli kombinasyonlarda hormon direngli prostat kanserinde s6z konusu
olmustur.

Klinik olarak kullanilan estramustin, proila¢ halindedir. Gastrointestinal kanalda
hizla defosforilasyona ugrayarak estramustin’e doniisiir ve oral uygulama sonrasi
plazmada degismemis EMP’ye rastlanmaz. EMP’nin proteine baglanma oran1 %
99’dur. Estramustin, plazmadaki major bilesik olan estromustin’e metabolize olur.
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Estramustin fosfat halinde kullanilir ve  EMP defosforile oldugu zaman aktif
hale gelir ve estramustin olarak kana gecer. Estramustin fosfat hiicrede aktif halde
bulunmaz ¢iinkii plazma membranini gecemez (72).

Estramustin’in, direncli hiicre dizilerinde P-glikoprotein fonksiyonunu modiile
ettigi, bu yolla hiicre i¢i ila¢ birikimini arttirarak, eszamanli olarak uygulanan
sitotoksik ilaglarin sitotoksisitesini artirdigr gosterilmistir. Bu modiilator etkinlik, in
vitro insan prostat timor hiicrelerinde estramustin ile diger ajanlar arasinda
bulundugu belirlenen sinerjinin temelini olusturabilir. Hem estramustin, hem de
estromustin sitotoksik etki gdsterir ve her ikisinin de proteine baglanma diizeyleri
yiiksektir. Estromustin’in eliminasyon yari-omrii yaklasik 80 saattir. Estramustin ve
estromustin daha sonra yeniden metabolize olur ve sirasiyla dstradiol ve Ostron’a
doniisiirler. intravendz uygulama sonrasi plazmada degismemis halde EMP bulunur,
ancak hizla metabolize olur (eliminasyon yari-Omrii: 1.2 saat) ve oral uygulama
sonrasinda oldugu gibi ayn1 metabolitlere doniislir. Estromustin, intravendz
uygulama sonrasinda da major metabolittir.

Estramustin ve estromustin safra ve feges yoluyla atilir, idrarda bulunmazlar.
Ostradiol ve ostron ise daha sonra metabolize olarak, kismen idrarla atilir. EMP
tedavisi sonrasinda, insan prostat tiimor dokularinda estramustin ve estromustin
saptanmistir. Hastalarda, estramustin ve estromustin’in tiimor dokusundaki
diizeyinin, plazma diizeyinden daha yiiksek oldugu ortaya cikarilmistir. Bunun
nedeni muhtemelen, estramustin ve estromustin’in prostat tiimor dokusunda varligi
gosterilen bir proteine baglanarak burada tutulmasidir.

v
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Sekil 2.3. Estramustin fosfatin kimyasal yapisi. Ok isaretleri (a) fosfataz, (b) estraz ve (c) proteaz ile
boliinebilen bolgeleri gosterir (78).
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2.5. Mitoksantron

Mitoksantron DNA zincirini kirmak, DNA’ya eklenmek, DNA sentezini inhibe
etmek, DNA agregasyonuna yol agmak ve hiicre siklusunu geciktirmek yoluyla etki
gdsterir. In vitro antitiimor aktivitesi yogunlasma ve maruz kalinan siireye bagh
olarak ve diger antineoplastik ilaglarla gosterdigi sinerji ile degismektedir.
Mitoksantron doz ve siireye bagli olarak hiicre siklus ilerlemesinde gecikmeye neden
olur. En ¢ok hiicre siklusunun ge¢ S fazinda sitotoksiktir. Ancak, hiicre siklusuna
ozgiil degildir (79).

Mitoksantron DNA cleavable kompleks topoizomerazi stabilize ederek ve
serbest radikaller olusturarak DNA iizerinde kiriklar olusturur. Ayni zamanda
elektrostatik ¢apraz baglanma ile DNA agregasyonu yapar. Mitoksantron’un siklik
deriveleri DNA’ya kovalent olarak baglanir ve bu da sitotoksik olabilir (80). Timor
hiicrelerinde P-glikoprotein ekspresyonunun artist sonucunda mitoksantrona direng
olabilir. Bunun yaninda topoizomeraz II aktivitesindeki veya seviyesindeki
degisiklik, DNA onarim mekanizmalarinin gelistirilmesi ile mitoksantrona timor
hiicre direnci gelisebilir. Mitoksantronun immunsupresif, antiviral ve potansiyel
antiangionenik aktiviteleri de farmakodinamik ¢aligmalarda gdsterilmistir (81, 82).

Mitoksantron yapisinda, iki temel yan zincir ve diizlemsel trisiklik kromofor
igerir. Yapida bulunan yan gruplar, guanin ve DNA sekansi ile baglanarak kimyasal
reaktivite gosterebilmesi i¢in dnemlidir. Mitoksantronun DNA’ya baglanabilmesi ise
DNA kondenzasyonuna ve DNA replikasyonunun ve RNA transkripsiyonunun
inhibe edilmesine neden olur.

QL IO

oH “ HN‘\\/‘\\NGH

Sekil 2.4. Mitoksantron’un kimyasal yapis1 (10).

2.6. Lizofosfatidik Asit

Hiicre membranlari, baslica yag asidi ve gliserolden yapilmis fosfolipidlerden
meydana gelmislerdir. Gliserol, hidrofilik fosfat grubu ve lipofilik yag asidi
kuyruguna baghdir. Bu sayede fosfolipidler amfipatik &zellik kazanir. ki tabakadan
olusan fosfolipidler sulu ortamda kuyruk kuyruga birleserek lipid c¢ift tabakasini
olustururlar ki bu hiicre membraninin temel yapisidir (83). Her ne kadar baslangigta
yalnizca hiicre membraninin temel taslarini olusturmasi biliniyorsa da, gliniimiizde
Oonemli hiicre sinyalizasyon molekiilleri olarak goriilmektedir (84). 1989°da Corven
ve arkadaslar1 (85) Lizofosfatidik asit (LPA) ve diger fosfolipidlerin hiicre
membraninin basit birer bileseni olmadigini, bunun yaninda biyolojik mediyatorler
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olduklarin1 kanitlamistir. LPA (1-agil-sn-gliserol-3fosfat), fosfolipid yapidadir ve bir
cok farkli fizyolojik olayda rol alir (86).

2.6.1. Lizofosfatidik Asidin Yapis1 ve Biyokimyasi

Lizofosfatidik asit, ¢esitli hastaliklarda rol oynayan ve birden fazla biyolojik
fonksiyonlar1 olan en cazip fosfolipid mediatorlerden biridir. LPA kii¢lik ve yapisal
olarak en basit gliserofosfolipiddir. Bir gliserol, bir fosfat bas grubu ve bir yag asidi
igerir (87). Lizofosfatidik asit dogal olarak R konfigiirasyonda bulunur. Gliserol
omurgasi lizerine 1. ve 2. pozisyonunda konjuge yag asitleri bulunabilir. Bunlara ek
olarak, zincir ¢esitli kimyasal baglarla gliserol omurgasina baglanabilir. Gliserol
omurgasina acil, alkil veya alkenil baglar1 1-pozisyonundan baglanabildigi gibi, 2-
pozisyonundan da a¢il bagi olusturabilir. Zincirde agil bagi, 18 karbonlu yap1 ve tek
cift bagli doymamis yap1 en sik kullanilan ve piyasada mevcut LPA formudur. Bu
forma oleil-LPA veya 18:1 LPA denir. Bu LPA diger uzun zincirli fosfolipidlere
gore suda daha ¢ok ¢oziiniir. Ciinkii serbest hidroksil ve fosfat grubuna sahiptir (88,
89).

O
Il

CHOH

| o

CH,O I|:|=|' — OH
OH

Sekil 2.5. Lizofosfatidik asidin kimyasal yapisi (90).

2.6.2. Lizofosfatidik Asit Uretimi, Salinim ve Yikimi

Reseptor bagimli hiicresel cavaplarin indiiklenmesi igin LPA ekstraseliiler
alanda kritik konsantrasyonda bulunmalidir. Lizofosfatidik asidin sentez, tasinma ve
degredasyonundan  sorumlu enzim ve proteinlerin  kontroli = LPA’nin
biyoyararlanimini etkiler. Sekil .2.6. da LPA’nin sentez ve yikimi i¢in olasit yolaklar
gosterilmistir. Bir cok calisma fosfatidik asidin (PA), fosfolipaz A araciligiyla
degrade olmasi sonucu olustugunu gosterse de, biyolojik yolaklar heniliz tam
aydinlatilamamistir (91). Bu yolak LPA iiretimi i¢in en basit yolaktir. Ciinkii
fosfatidik asit aktive olmus hiicrelerde siklikla iiretilir (92). Fosfolipaz C (PLC) ve
diacilgliserol (DAG) kinaz etkileriyle PA olusur. Diagilgliseroliin bir lipaz etkisiyle
monoagilgliserole (MAG) deacile oldugu 6ne siiriilmektedir, bu sayede daha ileri bir
deacilasyon ve fosforilasyona ugrayarak LPA olusmaktadir (93). Lizofosfatidik
asidin sentezi i¢in bir bagka olasilik dogrudan fosfolipaz D (PLD) etkisiyle PA’ten
sentezidir. Bakteriyel PLD hedef hiicrelerinin dis membran tabakasinda,
lizofosfatidil kolinden (PLC) LPA sentezlerler. Normal hiicrelerde LPA olusumu
fiziksel karmasa durumunda veya plazma membran reseptorlerinin yada diger yiizey
proteinlerinin uyarilmasiyla baslar ve fosfolipazlar gibi kritik enzimler aktive olur.
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Bunlarin aksine tiimor hiicreleri kendiliginden LPA sentezleyebilir. LPA’ nin belirli
hiicre tiirlerinden (epitel hiicreler, fibroblastlar, makrofajlar ve bazi tiimor hiicreleri)
aktivasyona bagl olarak salindig1 gosterilmistir (94).
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Sekil 2.6. Lizofosfatidik asit yolaklar1 (A: PLA1/PLA2-lizoPLD yolagi, B: PLD-PLA1/PLA2 yolag)

(PLD: fosfolipaz D, PLA, : fosfolipaz A; , PLA, : fosfolipaz A,, lizoPLD: lizofosfolipaz D)
(95).
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Aktive olmus trombositler belirli oranda ekstraseliiler LPA olusturabilirler ki
kandaki LPA’nin baglica kaynagi bu yolladir. Serum LPA konsantrasyonu
mikromolar diizeydedir. Eichholtz ve arkadaslarimin (96) calismast Sano ve
arkadaglar1 (101) tarafindan elestirilmistir ve LPA konsantrasyonunun kesin bir
miktar tayini olmadigini belirtmiglerdir. Sano ve arkadaslart (97) trombositlerce
tiretilen LPA’nin ¢ogunlugunun trombositlerin dig kisminda meydana geldigini 6ne
stirmektedirler. Bu arastirmacilara gore, LPA’nin az bir miktar1 trombositlerde
olusmaktadir. LPA iiretiminin biiyiik bir kismi1 membran ve serum fosfolipidlerinin
PLA1, PLA2 ve fosfolipaz araciligiyla olmaktadir (97). Fosfolipaz, kolin tiirevi
fosfolipid mediyatorlerini lipid fosfat tiirevi mediyatorlere doniistiiriir. Boylece
lysoPLD periferal dokulara LPA saglayabilir.

LPA hiicre icindeki ve disindaki lipid baglayici proteinlere baglanir ve tasginir.
Proteinlere baglanmasi serbest LPA konsantrasyonunu regiile eder. Boylece toksik
diizeyler 6nlenmis olur (98). Plazmada LPA biiyiik 6l¢iide albumin ve lipoproteinlere
bagli olarak bulunur. Albumin LPA icin yiiksek kapasite ve diisiik afiniteli bir
depodur. Bu sekilde, hiicre dis1 serbest LPA havuzu bolgesel olarak veya
dolasimdaki kan araciligiyla hiicreleri aktive eder. Albumine baglanmak suretiyle
LPA, serum fosfolipazlarinca sindirilmekten kurtulmus olur. Olas1 yikim yolaklar
arasinda lizofosfolipaz araciligiyla deagilasyonu ve lizofosfataz ile defosforilasyonu
sayilabilir. Bu enzimler yeni potansiyel sinyal molekiillerini olusturabilir.
Lizofosfatidik asit, LPA agiltransferaz ile PA’ya, fosfotidat fosfohidrolaz ile
monoagcilgliserole ve lizofosfolipazlar ile gliserol-3fosfota hizli bir sekilde
dontisebilir (99).

2.6.3. Lizofosfolipaz D

Lizofosfolipaz D (lizoPLD), LPA sentezlenmesinde anahtar enzimdir. LPA
ekstraseliiler sinyal molekiilii olarak davranan lipid fosfat esteri yapisindadir (100).
Ik lizoPLD aktivitesi Wykle ve Schremmer tarafindan plasmojen sentezi ¢alismasi
sirasinda kesfedilmistir. Bu enzim fare beyin mikrozomlarinda bulunmustur. Bu
calismay1 takiben farkli hayvan dokularinda ve bazi bakterilerde lizoPLD aktivitesi
gozlenmistir (101). LizoPLD, LPC’i doniisiime ugratarak fizyolojik ve patofizyolojik
fonksiyonlarin1 gosterir [Sekil(1)] (102).

Lizofosfolipaz D bir pre-pro-enzim olarak sentezlenir ve proenzim olarak salinir.
Intraseliiler lizoPLD optimum aktivite icin Ca>* veya Mg?* iyonlarina ihtiya¢ duyar.
Bununla birlikte plazmada bulunan lizoPLD, Zn?", Co?", Mn?" veya Ni?" gibi metal
iyonlarina ihtiya¢ duyar (103).

J I

R o Lizofosfolipaz D R O
HO Q — Hoq_
OO~ O—pP—OH
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Lizofosfatidil kolin (LPC) Lizofosfatidik asit (LPA)
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Sekil 2.7. Lizofosfolipaz D araciligi ile lizofosfatidil kolinden lizofosfatidik asit olusum reaksiyonu
(104).

Insan plazmasindan ve fetal sigir serumundan saflastirilan lizoPLD’nin, tiimor
hiicresi motilite uyarici faktorii olarak izole edilen fosfodiesteraz (NPP2)/pirofosfataz
ektoniikleotidi olan ototaksin’in ¢Oziliniir formuyla 6zdes oldugu bulunmustur.
Ototaksin, melanoma hiicre silipernatantlarindan izole edilen tiimér hiicresi motilite
uyarict faktoriidiir. Ototaksin etkisini 5’-niikleotid pirofosfataz ve fosfodiesteraz
aktivitesi araciligiyla gerceklestirir (105). LizoPLC icin dlgiilen Km degerinin
sentetik niikleotid substrat1 i¢in belirlenen Km degerine gére daha diisiik olmasi
nedeniyle, lizoPLD i¢in fizyolojik substat olarak LPC’in daha uygun oldugu
gosterilmistir. Rekombinant ototaksin, 6zellikle LPC varliginda ¢ok ¢esitli hiicre
dizilerinde proliferasyonu ve kemotaksiyi ¢arpici bir sekilde arttirmistir (105).

Lizofosfolipaz D  amino terminaline yakin bdélgede hidrofobik domaine
sahiptir. Bundan dolay1 lizoPLD pre-pro enzim olarak sentezlenir ve proteolitik
islem gdrmiis protein olarak salinir. Iki tane sisteince zengin somatomedin B-benzeri
domain ise hidrofobik domaine yakin kisimdadir. LizoPLD/NPP aktivitesi igin
gerekli olan katalitik domain kisim ortadadir. Niikleaz benzeri domain ise karboksil
terminale yakindir (Sekil 2.8) (106).

LPC LPA + kolin
SPC SIP+ kolin
katalik domain MORFO domain
A A
4 N 3

NH:ﬂ]ﬂﬂN -COOH!

I hidrofobik domain

[[ﬂ]l somatomedin B-benzen domain
| EF-Erbenzermoff

Sekil 2.8. Lizofosfolipaz D’nin yapisi. (LPC: lizofosfatidil kolin, LPA: Lizofosfatidik asit, SPC:
fingozilfosfatidilkolin, S1P: Sfingozin-1-fosfat, MORFO: oligodentrosit diizenlenme ve
fokal adhezyon organizasyonu) (106).
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Kanser hiicrelerinin yayilmasi ile enzimin upregiilasyonu arasinda iliski oldugu
belirlenmistir. LizofoPLD ekspresyonunun artmasi ile kanser hiicrelerinde LPA
tiretimi artar (106).

2.6.4. Lizofosfatidik Asit Reseptorleri

Lizofosfatidik asit etkilerini genis doku dagilimi gdsteren G protein bagh
reseptorleri (GPCR) araciligiyla gostermektedir. Lizofosfatidik asit reseptorleri
birgok hiicre tipinde G proteini bagli reseptorleri araciligiyla proliferasyon,
farklilasma, migrasyon ve apoptozis gibi biyolojik cevaplarin olugsmasina neden olur.
Ayrica, kanser hiicrelerinde de sagkalim ve proliferasyonda rol alir ($ekil2.9).
Ornegin androjen bagimsiz insan prostat kanseri PC3 hiicrelerinde, LPA1 reseptorii
LPA aracili mitojenik sinyalde etki gosterirken, LPA2 ve LPA3 reseptdrleri de hiicre
sagkaliminda etki gosterir (107-109).

[] Fosfodiesteraz domain

I Somatomedin B benzeri domain

LPC
LizoPLD /

/ \
v v
Proliferasyon Migrasyvon

Sekil 2.9. Lizofosfatidik asidin lizofosfolipaz D tarafindan tretilmesi ile lizofosfatidik asidin, G
proteini bagli reseptorlere baglanarak hiicresel cevap olusturmasi (MAG: monoagilgliserol,
LPA: lizofosfatidik asit, LPC: lizofosfatidil kolin, lizoPLD: lizofosfolipaz D) (110).

Simdiye kadar tanimlanan yedi tane LPA reseptorii vardir. Bunlardan {ici
endotel hiicresi farklilasma geni ( Edg) ailesine aitken ( LPA1/EDG2 , LPA2/EDG4
ve LPA3/EDG7 ), diger dort reseptdor non-Edg’dir (GPR23/p2y9/LPAA4,
GPR92/LPAS, GPR87 ve P2Y5) (111, 112). Lizofosfatidik asit sinyalinin baglama
basamagi olarak heterotrimerik G proteini tipleri olan Gq, Gi ve G12/13 kabul
edilmistir. Gq’nun aktivasyonu fosfolipaz C’yi stimiile eder. Fosfolipaz C’nin
stimiilasyonu DAG ve IP3 olusumuyla sonuglanir. Protein kinaz C aktive olur ve
intraselliiler kalsiyum mobilizasyonu gerceklesir. Lizofosfatidik asidin indiikledigi
kalsiyum mobilizasyonu, hem pertussis toksin duyarli Gi hem de fosfolipaz C’yi
aktive eden PTX-duyarsiz Gq araciligiyla gergeklesebilir (113) .

Pertussis toksin duyarli — Gi , mitojenler tarafindan aktive edilen protein
kinazlarin (MAPK) aktivitesini giiclendirir ve hiicrede intraseliiler siklik adenozin
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monofosfat (CAMP) seviyelerini azaltir. Lizofosfatidik asidin proliferatif etkileri Gi
proteini lizerinden gerceklesen MAPK aktivitesi ile gergeklesir. G protein bagl
reseptorleri ile MAPK arasindaki iligki bir ¢ok ¢alismada tanimlanmistir. Gi’nin By
dimerik subiinitinin MAPK’1n aktivasyonundan sorumlu oldugu diigiiniilmektedir. o
subiinit ise adenilil siklaz inhibisyonuna aracilik eder.

G12/13’lin aktivasyonu aktin aracili sitoskeletal yeniden yapilanmayi baslatan
small GTPase Rho’yu mobilize eder. Lizofosfatidik asit, Rho’yu Gal2/13 aracili
yolakla aktive eder. Rho (Ras-related small GTPase), LPA’nin aktin stres fiber
formasyonu, fokal adhezyon komplekslerinin birlestirilmesi ve néron retraksiyonu
gibi etkilerinde Rho araci molekiildiir.

Hiicre proliferasyonun LPA ile indiiksiyonu, Gi ve GI12/13 yolaklarinin
koordinasyonuna ihtiya¢ duyar (107).

PIP2 DAG+IP3

/

\

i ATP cAMP
K

0
1 Y-27632
Rho kinaz ¥ 5

Protein Kinaz C
aktivasyonu

t[Ca?t)

DNA sentezi
Hiicresel proliferasyon

Stres-fiber formasyonu
Hiicre sekil degisimi

Sekil 2.10. Lizofosfatidik asit sinyal yolagi (PLC: fosfolipaz C, PIP, : fosfatidilinozitol difosfat, DAG:
diagilgliserol, IP; : inozitol trifosfat, MAPK: mitojen aktif protein kinaz, AC: adenilil siklaz,
PTX: pertusis toksin,) (107).

2.7. Apoptozis

Hiicrelerin yasami ve 6limii arasindaki dengenin saglanmasina temel olusturan
mekanizmalardan biri programlanmis hiicre 6liimii olarak tanimlanan apoptozistir.
Bu tanim 1972 yilinda Kerr ve arkadaslar1 (114) tarafindan ortaya atilmistir.
Apoptozis, Yunanca’dan kdken alan bir sozciiktiir. Birgok hiicre tipinde ve degisik
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dokularda goriilen apoptozis, hiicre Oliimii ile sonuglanan belirli morfolojik
degisiklikler ile ortaya ¢ikar. Bu degisiklikler nekroz sonucu gelisen hiicre
Oliimiinden farklidir (115, 116).

Apoptozisde kromatin kondenzasyonu, desmozomal baglanti yikimi, hiicre
yiizeyindeki spesifik yapi taslarinin kaybi ve diger hiicrelerle temas o6zelliginin
kaybolmasi s6z konusudur. Hiicre membran1 intakt olmakla beraber bol kivrimli bir
hale geger. Mitokondri porlarinin agilmasini takiben litik siire¢ baslar ve apoptotik
cisimcikler olusur. Bu cisimcikler mikrogevrede mevcut olan fagositlerin i¢ine alinir
ve lizozomal yol ile hizla yikilirlar. Dolayisiyla apoptozis siirecinde hiicre igeriginin
hiicre dis1 ortama salinimi1 s6z konusu degildir (115, 116).

APOPTOTIK SUREC

| e s S | | e
Indﬁl{]eyici Modiilatér Efektor Substrat Oliim
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. Biiylime faktdrii . . Kaspazlar . Birgok hilere proteini
eksikligi : TRADD . DNA
.Adezyonun kaybi . FLIP
. Oliim reseptorleri- . Bel-2 ailesi

nin uyarilmasi . Sitokrom ¢ Komsu hiicreler veya

. Radyadyon O makrofajlar tarafindan

. Kemoterapt . Mdm2 fagosite edilen apoptotik
.Seramid cisimeikler

Sekil 2.11. Apoptozisin genel goriiniimii (117).

2.7.1. Intrinsik Apoptozis Yolag

Bu yolakta, apoptotik sinyal iletimi mitokondri aracili olarak gercgeklesir.
Hiicreye gelen sinyal dis mitokondri membranin1i uyarir ve mitokondriden
proapoptotik molekiillerin salinnmina yol agar. Bu molekiiller sitokrom c ve
Smac/DIABLO (second mitochondria-derived activator of caspases) proteinleridir.
Daha sonra sitosolde sitokrom c, apoptotik proteaz aktive edici faktér-1 (APAF-1)
ve prokaspaz-9 ile birlikte apoptozom olusumuna katilir. Prokaspaz-9 apoptozom
icinde aktif formuna doniisiir. Kaspaz-9, bu yolagin aktivasyonunda “baslangi¢”
kaspazi olarak bilinmektedir ve o da diger kaspazlar1 (kaspaz-3, kaspaz-6, kaspaz-7)
aktive etmek suretiyle apoptosis stirecini tetikler (115, 116).
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Apoptozisi uyaran etkenler, DNA hasar1 olusmasi veya hipoksi, onkoprotein
aktivasyonu ve biiyime faktorii eksikligi gibi hiicrede stres yaratan degisikliklerdir.
Iyonize radyasyon veya ultraviyole 1sin etkisiyle DNA da g¢ift zincir kiriklar
meydana gelir. DNA hasari, protein kinazlar1 harekete gegirir ve bu kinazlar da hedef
proteinlerin fosforilasyonunu katalizler. DNA protein kinaz (DNA-PK) ve MAPK lar
gibi protein kinazlarin énemli hedeflerinden biride p53 tiimdr baskilayici proteindir.
P53 fosforile olunca, p21 ve GADDA45 proteinleri iizerine pozitif diizenleyici etki
yapar ve hiicre dongiisii duraklamaya ugrar (116)

2.7.2. Ekstrinsik Apoptozis Yolag:

Bu apoptotik sinyal yolu, hiicre yilizeyindeki 6liim reseptorleri araciligi ile
uyarilir. Oliim reseptdrleri hiicre membraninda yerlesim gdsteren proteinlerdir ve
ligandlar1 ile baglaninca apoptozisi uyarirlar. Bu reseptorler TNF (tiimor nekroz
faktorii) reseptor ailesinde yer alirlar. Yedi adet 6liim reseptorii (FAS, TNF-R1, DR-
3, TRAIL-R2, DR-6, EDA-R ve p75NTR) tanimlanmstir (116).

Niiklear faktor kappa B (NFKB) bir transkripsiyon faktoriidiir. Niiklear faktor
kappa B’nin apoptozis, metastaz ve anjiyogenez siirecinde énemli rolii vardir (115).
Niiklear faktér kappa B’nin antiapoptotik etkisi tiimor progresyonunda etkili
olmaktadir. Niiklear faktor kappa B uyarist bir ¢ok dis etken ile tetiklenebilir. Bunlar
arasinda TNF-a, interlokinl, kemoterapdtikler, bakteriyer lipopolisakaritler,
radyasyon ve enflamasyon sayilabilir.

2.7.3. Kaspazlar

Kaspazlar, proteolitik etki gosteren molekiillerin olusturdugu bir gruptur ve
apoptozisde ortaya cikan morfolojik degisiklikleri tetiklemektedirler. Insan
hiicrelerinde bir diizineden fazla kaspaz tanimlanmistir (118). Bu proteinler, normal
kosullarda hiicrenin sitoplazmasinda inaktif zimojen (inaktif proenzim) formunda
bulunurlar ve prokaspaz olarak adlandirilirlar. Prokaspazlarin aktif kaspazlara
dontisiimii hiicreye 6liim uyarisinin gelmesini takiben proteolitik bir islem ile olur.
Kaspazlara ihtiya¢ duyuldugunda yeniden sentezlenmeleri gerekmez. Apotozisis
tetikleyen baslangi¢ sinyalinin ardindan, sitoplazmadaki proenzimler aktif kazpaz
formuna gecerler ve yaklagik bir saat i¢inde hiicre 6liimii gerceklesir (119).

2.7.4. Apoptozisin Kontrolii

Apoptozis ¢ok sayida ve c¢esitte mediator tarafindan diizenlenir. Bunlar arasinda,
bazi iyonlar (kalsiyum), molekiiller (seramid), genler (c-myc), proteinler (p53) ve
hatta organeller (mitokondri) bulunmaktadir. Baz1 mediatorler hiicre tipine 6zgiindiir,
bazilar1 da apoptotik stimulusun cesidine gore farklilik gosterebilirler. Apoptotik
siirec boyunca hiicre ic¢ine siirekli  kalsiyum girisi olur. Kalsiyum iyonlari
endoniikleaz  aktivasyonunda, doku transglutaminaz aktivasyonunda, gen
regulasyonunda, proteazlarin aktivasyonunda ve hiicre iskeleti organizasyonunda rol
alabilirler. Lizofosfatidik asit gibi sinyal molekiillerinin etkisiyle de hiicrede
kalsiyum artis1 gergeklesir ve apoptosis yolaklarinin uyarilmasini saglar (117, 120).
Fakat hiicreye kalsiyum girisi apoptozisin ger¢eklesmesi i¢in esansiyel degildir. Bel-
2 ailesi, iiyelerinin bir kism1 (Bax, Bad, Bid, Bcl-Xs) apoptozisi indiikler, bir kismi
(Bcl-2, Bcl-X1) ise inhibe eder. Bu ailenin iiyeleri kendi aralarinda homo- veya
hetero-dimerler olustururlar. Hiicrenin yasayabilirlik durumu, bu ailenin proapoptotik
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ve antiapoptotik iiyelerinin rolatif oranina baglidir. Bu heterodimerlerden biri olan
Bcl-2/Bax (ikisinin orani), bazi hematolojik malignensilerde prognostik markir
olarak kullanilmaktadir. Ciink{i, oranin artmasi ya da azalmasi apoptozisin
inhibisyonu veye aktivasyonu ile sonuglanir. Bu da prognozu belirleyici bir deger
tasiyabilir.

Seramid, membrana bagl asid sfingomyelinaz aktivasyonunun bir iriiniidiir.
Plasma membran hasarina kars1 bir sinyal oldugu diisiiniilmektedir. p53, hiicrede bir
sekilde (radyasyon, kemoterapi etkisiyle) DNA hasar1 olustugunda, eger hasar
onarilabilecek diizeyde ise hiicre siklusunu G1 fazinda durdurur ve hiicreye
DNA’sin1 tamir edebilmesi i¢in zaman kazandirir. Eger DNA hasar1 tamir
edilemeyecek kadar biiylikse bu durumda p53 apoptozisi indiikler. p53’iin apoptozisi
indiiklemesi, Bax’in ekspresyonunu artirmasi ve bdylece Bcl-2/Bax oranim
degistirmesi yoluyla gergeklesir.

Sitokrom c, mitokondri i¢ membraninda bulunan elektron transport zincirinin bir
proteinidir. Son yillarda anlagilan 6nemiyle apoptozis siirecinde merkezi bir konuma
oturmustur. Bu yilizden de sitokrom c’nin mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesi
apoptozis yoluna girmis bir hiicrede irreversibl bir doneme girildigini isaret eder.
Sitokrom ¢, mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamis bir  sekilde
mitokondriden apoptozis-indiikleyici faktér (AIF, apoptozis uyarici faktor) ile
birlikte sitoplazmaya salinir. Sitokrom c sitoplazmik protein olan Apaf-1’e baglanir
ve onu aktive eder, ardindan ATP’nin de katilimiyla apoptozom adi verilen bir
kompleks olusur. Buraya kadarki mekanizma kaspaz-bagimli apoptozisi gosterir.
Oysa kaspaz-bagimsiz apoptozisin varligi da bilinmektedir. Kaspaz-bagimsiz
apoptozis yine mitokondriden saliverilen bir faktdor olan AIF’lin etkisiyle
gerceklestirilir. Fakat, AIF’{in etkiledigi niikleazin ne oldugu heniiz bilinmemektedir.
Kaspaz’lar, zimojen (inaktif prekiirsor) olarak sitoplazmada bulunan ve aktif
merkezlerinde sisteinin yer aldigindan sistein proteazlar olarak adlandirilan bir grup
enzimlerdir (117).

Apoptozisde diizenleyici rolii olan proteinler ii¢ grupta incelenir:

1. Hiicresel FLICE- inhibitor protein (cFLIP)

Apoptozis yolagina hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorleri asamasinda etki ederler.
DISC’e baglanirlar ve kaspaz-8 aktivasyonunu inhibe ederler. Buna gore cFLIP
ekstrinsik yolagin fonksiyonel inhibisyonuna yol agmaktadir.

2. Bcl-2 protein ailesi

Bu ailedeki proapoptatik proteinler (Bax, Bid, Bad, Bim, Bcl-2 ve Bcl-Xy) ise
antiapoptotik  ozellik tasirlar. Bu proteinler intrinsik yolagin diizenleyici
molekiilleridir.

3. Apoptozis proteinleri inhibitor ailesi (IAP)

Bu molekiiller kaspazlara baglanirlar ve kaspazlarin aktivitesini inhibe ederler (121).
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2.7.5. Apoptozis ve Urolojik Tiimorler

Kemoterapotik ajanlar ve radyoterapi etkilerini apoptozisi indiikleyerek
gosterirler. Tiimor dokusu heterojen bir hiicre populasyonudur. Genotoksik ajanlar
verildiginde duyarl hiicreler 6liirken direncli klonlarin cogalmasi ve tedavi siirecinde
yeni genetik mutasyonlarin gelismesi kanserin tedavisinde onemli bir basarisizlik
nedenidir.

Urolojik tiimérlerde de apoptozisdeki sinyal yollar1 ve molekiilleri onemli
tedavi hedefleri arasinda yerini almaktadir. Lokalize prostat kanseri cerrahi veya
radyoterapi ile etkili bicimde tedavi edilmektedir. Ancak, ilerlemis prostat kanserinde
mortaliteyi azaltmak ic¢in tedavide yeni yaklasimlara ihtiyag vardir. Prostat
kanserinin ilerlemesi, apoptozisle iligkili bir¢ok genin islevinin bozulmasi ile
baglantilidir. Dolayisiyla tedavide proapoptotik sinyal yollarinin hedeflenmesi
prostat kanseri agisindan 6nemlidir (121, 122).
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GERECLER VE YONTEMLER

3.1. Hiicre Kiiltiirii

Bu caligmada kullanilan PC3 hiicre dizileri American Type Tissue Culture
Collection (ATCC)’a ait olup, Prof. Dr. Salih SANLIOGLU ndan temin edilmistir.
PC3 hiicrelerinin 6zellikleri Tablo 3.1°de gosterildigi gibidir.

Tablo 3.1. Bu calismada kullanilan prostat kanseri hiicre dizisinin 6zellikleri (ATCC).

Hiicre dizisi Kokeni Biiyiime Morfoloji Androjen
ozellikleri bagimhilig:
PC3 Insan prostat Yapisan hiicre | Epitelyal Yok
adenokarsinoma

3.1.1. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan soliisyonlar
a) RPMI-1640 sivi besiyeri (Sigma R0883): Fenol kirmizisi igerir, L-glutamin
igcermez. Son kullanma tarihine kadar +4°C’de saklandi.

b) L-Glutamin (200 mM) (Sigma G3126): 1,46 g L-glutamin hassas terazide
tartildi ve serumsuz medyumda c¢oziilerek hacim 50 ml’ye tamamlandi. Daha
sonra kahverengi steril bir sisede -20°C’de saklandi. Besiyere eklenirken son
konsantrasyonu 2 mM olacak sekilde ayarlandi.

¢) Fetal sigir serumu (FBS) (Biochrom 02S0113): 100 ml’lik siselerde ve 1s1yla
inaktive edilmis halde temin edildi. Son kullanma tarihine kadar -20°C’de
saklandi. Toplam besiyerinin %10 unu olusturdu.

d) Antibiyotik antimukotik ¢ozelti (Sigma A5955): 100 ml’lik sisede ve 100 kat
konsantre halde temin edildi. Icinde 10000 U/ml penisilin siilfat, 10 mg/ml
streptomisin siilfat ve 25 pg/ml amfoterisin B antibiyotik kokteyli bulunmaktadir.
Son kullanma tarihine kadar -20°C’de saklandi.

e) Tripsin-etilen diamin tetra asetik asit (Tripsin-EDTA) (Sigma T4049): 2.5 g/l
tripsin ve 0.5 g/l EDTA igermektedir. Son kullanma tarihine kadar -20°C’de

saklandi.

f) Fosfat tamponlu tuz (PBS) (0.1 M) (pH:7.2-7.3): 2.68 mM KCI, 136,9 mM
NaCl, 1,47 mM KH;PO4 ve 8.06 mM Na,HPOy igerir.
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Hazirlanisi: 0.2 g KCI, 8.0 g NaCl, 0.2 g KH,PO4 ve 2.88 g Na,HPO4.12H,0
tartild1 ve 1 litrelik beher iginde bidistile su ile ¢oziildii. pH’s1 ayarlandiktan sonra

balon jojede hacim 1 litreye tamamlandi. 121°C’de 20 dakika otoklav edildi ve
+4°C’de saklandi.

g) Dimetil siilfoksit (DMSO) (Merck 109678): 1litrelik sisede temin edildi. Oda

sicakliginda saklandi.

h) Hiicre dondurma coézeltisi: %5 DMSO iceren medyum steril bir tiipte
hazirlandi ve hiicre pelleti ilizerine 1 ml eklendi. Bu soliisyon hiicreler
dondurulacagi zaman taze olarak hazirlandu.

3.1.2. Besiyerinin Hazirlanmasi

Besiyerinin hazirlanmasi i¢in kullanilan tiim ¢6zeltiler su banyosunda 37°C’ye
getirildi. RPMI-1640 s1v1 besiyerinden 120 ml alinarak bagka steril siseye bosaltildi.
Hazirlanmis olan L-glutaminden 10 ml almip siseye eklendi (medyumun total
hacminin %1’ini olusturmaktadir ve medyumdaki konsantrasyonu 2 mM’dir). Geri
kalan L-glutamin -20°C’de saklandi. Antibiyotik-antimukotik soliisyondan 10 ml
kadar1 besiyeri sisesine eklendi (medyumun total hacminin %1’ini olusturmaktadir).
Geri kalan 90 ml’lik antibiyotik soliisyonu 9 adet steril mavi kapakli 15 ml’lik tiipe
esit olarak paylastirilip -20°C’de saklandi. 100 mI’lik fetal sigir serumunun (FBS)
tamami1 RPMI-1640 sivi1 besiyerine eklendi (medyumun total hacminin %10’u
olusturmaktadir). Hazirlanan sivi besiyeri (1L) 100 ml’lik steril siselere esit olarak
paylastirildi ve kullanilmadigi stirece +4°C’de saklandi.

3.1.3. Hiicrelerin Cogaltilmasi

PC3 hiicreleri  37°C’de, %5 CO, ve nemli hava iceren karbondioksit
inkiibatoriinde %10 FBS, %1 L-glutamin ve %]1 penisilin-streptomisin ¢dzeltisi
iceren, kullanilan hiicrelere uygun steril besiyeri kullanilarak ¢ogaltildi. Hiicrelerin
flasktaki sayisi ¢ok arttigt zaman, yapistiklart flasktan kaldirilarak yeni flasklara
pasajlandi. Pasajlama isleminde tripsin enzimi ile kaldirma yapildi. Enzimin
kullanilmadig1 durumlarda kullanilan diger pasajlama yontemi uyguland: ve kaziyici
(scraper) denilen bir malzeme kullanilarak hiicrelerin flasktan kazinmasi ile kaldirma
islemi yapildi.

PC3 hiicrelerinin ¢ogaltilmasi igleminde ilk olarak RPMI-1640 medyumu
flaskdan uzaklastirildi ve atildi. Tripsinin daha iyi etki gosterebilmesi i¢in birkag ml
serumsuz medyum eklendi. Hiicre i¢i artiklarin serumsuz medyum ortamina
gecebilmesi i¢in birkag¢ dakika inkiibatorde bekletildi. Bu islemin ardindan serumsuz
medyum ortamdan uzaklastirildi ve 75 cm®lik flask yiizeyi igin yaklasik 5 ml tripsin
eklendi. Tripsin eklenmesinin ardindan 5-6 dakika inkiibatorde bekletildi ve
hiicrelerin yapistiklar1 flasktan ayrildiklar1 gozlenir gdzlenmez taze medyum
eklenerek pipetaj yapildi ve hiicreler yeni flasklara dagitildi. Hiicreler, 37°C’de, %5
CO; ve %95 nemlendirilmis hava igeren karbondioksit inkiibatoriinde, uygun
medyum i¢inde inkiibe edilerek ¢cogaltildi.

3.1.4. Hiicrelerin Dondurulmasi

Daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak {izere hiicrelerin bir kismi uygun sekilde
donduruldu. Hiicreler flasktan uygun sekilde kaldirildi ve medyum eklenerek
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500xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan atild1 ve kalan pellet %95 tam hiicre
medyumu ve %5 (v/v) DMSO’dan olusan dondurma medyumu igerisinde tekrar
siispanse edildi. Hiicre siispansiyonlar1 cryo tiiplere dagitildi ve kademeli dondurma
yapmak i¢in izopropil alkol iceren dondurma kab1 (freezing container) i¢inde 4 saat
—80°C’de tutuldu. Daha sonra cryo tiipler siv1 nitrojen tankina transfer edildi.

3.1.5. Hiicrelerin Coziilmesi

Dondurulan hiicreler deneylerde kullanilmak iizere hiicreye ihtiya¢ oldugunda
¢oziildii. Bu islem su sekilde gergeklestirildi: Hiicreleri igeren cryo tiip 37°C su
banyosunda hafifce sallanarak ¢oziildii, kontaminasyon olasiligin1 azaltmak igin cryo
tiipler suyun ylizeyinde tutuldu. Cézdiirme islemi hizli bir sekilde (yaklasik 2 dakika)
yapildi.Cryo tiiplerin igerigi ¢oziiliir ¢6ziilmez su banyosundan uzaklastirildi ve disg
yiizeyi alkolle temizlendi. Bu asamadan sonraki islemler siki aseptik kosullar altinda
yapildi. Flaska aktarilan taze medium {izerine hizli bir sekilde cryo tiipteki hiicre
siispansiyonu eklendi ve hiicreler 37°C’de, %5 CO; ve %95 nemlendirilmis hava
iceren karbondioksit inkiibatoriinde tiretildi.

3.2. Lizofosfatidik Asit, Dosetaksel, Estramustin ve Mitoksantron’un
Sitotoksisite Calismalar

3.2.1. Lizofosfatidik asit ve ilaclarin hazirlanmasi

Yapilan denemelerde hiicreler, belirtilen siirelerde ilag¢ ile muamele edildikten
sonra, 37°C’de %5 CO; ve %95 nemli ortamda karbondioksit inkiibatoriinde liretildi.
llaclar belirlenen ¢oziiciilerin ila¢ siselerine eklenmesi ile hafifce calkalanarak
¢oziildi. Ilaclarin ¢oziilmesi icin kullanilan coziiciiler, kontrol olarak ekilen hiicre
gruplarina da eklendi.

Lizofosfatidik asit (LPA) (5 mg) (5.7x10° uM) (Sigma L7260): 2 ml
kloroform:metanol:asetik asit (v:iv:iv) (95:5:5) ¢ozeltisinde ¢oziildii ve stok c¢ozelti
olarak -20°C’de sakland.

Dosetaksel (5 mg) (6.18x10° mM) (Sigma 01885): 100 pl etanol cdzeltisinde
¢oOziildl ve stok ¢ozelti olarak -20°C’de saklandi.

Estramustin (5 mg) (8.86x10° uM) (Sigma E0407): 1 ml su icinde ¢oziildii ve stok
¢Ozelti olarak -20°C’de saklandi.

Mitoksantron (10 mg) (1.93x10* pM) (Sigma M 6545): 1 ml etanol icinde ¢ozildii
ve stok ¢ozelti olarak -20°C’de saklandi.

llaglar ¢oziildiikten sonra, istenilen konsantrasyonda ilag soliisyonlarinin
hazirlanmasi i¢in stok ¢ozeltilerinden belirli miktarlar alinarak seyreltilme islemi
yapildi. Yapilan deneylerde kullanilan ilaglarin son konsantrasyonu  hiicre
kiiltiirtinde kullanilan besiyeri hacmine gore ayarlanda.

3.2.2. Lizofosfatidik asit doz ¢alismalar

Hiicreler, 75 cm® flasklarda iiretildi ve %70 yogunluga ulastiginda tripsinle
muamele edildi. Tripsinle muamele edilerek kaldirilan hiicreler, 96 kuyucuklu
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petriye ekildi ve %70 yogunluga ulastigi, 24 saat sonunda LPA ile muameleye hazir
hale geldi. Lizofosfatidik asit, ortamdaki son konsantrasyonu 1 pM, 5 uM, 10 uM ve
15 uM olacak sekilde medyum ile seyreltildi. Hiicrelerin iizererindeki medyum
ortamdan  uzaklastirildi. Daha sonra petride ayrilan bdlgelere  farkl
konsantrasyonlardaki LPA soliisyonlar1 eklendi. Lizofosfatidik asit soliisyonu
eklenen hiicreler 37°C’de, %5 CO; ve %95 nemlendirilmis hava iceren ortamda
inkiibe edildi. 24 saat inkiibasyondan sonra, hiicre proliferasyon kiti (Roche Applied
Science, 11647229001) kullanilarak ELISA Reader (Thermo Labsystems, Multiskan
Spectrum) cihazinda absorbans degerleri okundu.

3.2.3. Hiicre proliferasyon deneyi

PC3 hiicreleri, 75 cm” flasklarda iiretildi ve %70 yogunluga ulastiginda tripsinle
muamele edildi. Tripsinle muamele edilerek kaldirilan hiicreler, 96 kuyucuklu
petriye ekildi ve %70 yogunluga ulastincaya kadar beklendi. Hiicreler 24 saat
sonunda %70 yogunluga ulasti ve hiicrelerin besiyerleri ortamdan uzaklastirildi.
Hiicreler, ilag ve LPA muamelesi i¢in asagida belirtildigi gibi gruplandirildi. Petride
ayrilan kuyucuklara, bu gruplarda belirtilen ilaglart ve LPA’i iceren besiyerleri
eklendi.

Kontrol grubu: Uretilen hiicrelerin besiyeri, ilaglarin ¢oziilmesi i¢in kullanilan
coziiclileri iceren besiyeri ile degistirildi ve 37°C’de, %5 CO, igeren etiivde 24 saat
inkiibe edildi.

Lizofosfatidik asit (LPA) grubu: Uretilen hiicrelerin besiyeri, 10 pM LPA igeren
besiyeri ile degistirildi ve 37°C’de, %5 CO; igeren etiivde 24 saat inkiibe edildi.

Dosetaksel grubu: Uretilen hiicrelerin besiyeri, 10 mM dosetaksel igeren besiyeri ile
degistirildi ve 37°C’de, %5 CO; igeren etiivde 24 saat inkiibe edildi.

Dosetaksel + LPA grubu: Uretilen hiicrelerin besiyeri, 10 mM dosetaksel ve 10 uM
LPA igeren besiyeri ile degistirildi ve 37°C’de, %5 CO, igeren etiivde 24 saat inkiibe
edildi.

Estramustin grubu: Uretilen hiicrelerin besiyeri, 10 uM estramustin igeren besiyeri
ile degistirildi ve 37°C’de, %5 CO; igeren etiivde 24 saat inkiibe edildi.

Estramustin + LPA grubu: Uretilen hiicrelerin besiyeri, 10 uM estramustin ve 10 pM
LPA igeren besiyeri ile degistirildi ve 37°C’de, %5 CO; igeren etiivde 24 saat inkiibe
edildi.

Mitoksantron grubu: Uretilen hiicrelerin besiyeri, 0.2 pM mitoksantron igeren
besiyeri ile degistirildi ve 37°C’de, %5 CO; igeren etiivde 24 saat inkiibe edildi.

Mitoksantron + LPA grubu: Uretilen hiicrelerin besiyeri, 0.2 uM mitoksantron ve 10

uM LPA igeren besiyeri ile degistirildi ve 37°C’de, %5 CO, iceren etiivde 24 saat
inkiibe edildi.
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Hiicre proliferasyonunu belirlemek i¢in, hiicre proliferasyon ELISA,BrdU
(kolorimetrik) kiti (Roche Applied Science, 11647229001) kullanildi.

3.2.4. Prensip
Hiicre proliferasyonu 6l¢limii, hiicrelerin proliferasyonu sirasinda ¢ogalan DNA
miktarinin dl¢lilmesi esasina dayanir.

Bir timin analogu olan BrdU ( 5-bromo-2'-deoksiuridin), hiicre boliinmesinin S
fazinda DNA’ya baglanarak isaretlenmesini saglar. Daha sonra BrdU baglanan
hiicreler, anti-BrdU-POD monoklonal antikoru ile boyanir ve bdylece cogalan DNA
miktarinin tayinine olanak verir.

3.2.5. Kitin icerigi

BrdU reaktifi (100x konsantre, 1 ml): pH 7.4 olan PBS i¢inde 10 mM 5-bromo-2'-
deoksiuridin.

Fix denat (2x100 ml): Kullanima hazirdir.

Anti-BrdU-POD reaktifi (liyofilize) : Peroksidaz (POD) ile konjuge hibrid fare
(klon BMG 6HS) hiicrelerinden elde edilen monoklonal antikor.

Antikor seyreltme soliisyonu (100 ml): Kullanima hazirdir.
Yikama tamponu (10x konsantre, 100 ml): 100 ml PBS.
Substrat soliisyonu (TMB) (100 ml): 100 ml tetrametil benzidin (TMB).

3.2.6. Prosediir

1. 96 kuyucuklu petride hiicre kiiltiiri olusturuldu ve 100 pl ilag ve LPA muamelesi
yapilan gruplar 24 saat inkiibasyonun ardindan hiicre proliferasyonu olgiimiine
hazir hale geldi.100x konsantrasyonundaki BrdU, steril medyum ile seyreltildi. 96
kuyucuklu petride her kuyucuktaki hiicreler 100 pl besiyeri ile muamele edildigi
icin 1 ml BrdU soliisyonu hazirlandi. 10 pul BrdU kuyucuklara eklendi ve
kuyucuklardaki BrdU son konsantrasyonu 10 uM oldu. 37°C’de, %5 CO, iceren
etlivde 8 saat inkiibe edildi.

2. Kullanima hazir halde bulunan Fix Denat soliisyonundan her kuyucuga 200ul

eklendi ve 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

Fix denat ortamdan uzaklastirildi.

4. Anti-BrdU-POD, 1.1 ml distile su ile ¢6ziildii ve 10 dakika boyunca karistirildi.
Hazirlanan stok Anti-BrdU-POD soliisyonu, Anti-BrdU-POD c¢alisma soliisyonu
ile 1:100 oraninda seyreltildi. Her kuyucuga 100 pl Anti-BrdU-POD c¢alisma
soliisyonu eklendi ve 90 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

5. Yikama soliisyonu distile su ile 1:10 oraninda seyreltildi ve her kuyucuga 300 ul
yikama soliisyonu eklenerek kuyucuklar yikand.

6. Yikama soliisyonu ortamdan uzaklastirildi.

7. Her kuyucuga kullanima hazir olan 100 pl substrat soliisyonu eklendi ve oda
sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.

(98]
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8. Hiicre proliferasyonunun incelenmesi i¢in 370 nm’de, ELISA Reader (Thermo
Labsystems, Multiskan Spectrum) cihazinda absorbans degerleri okundu.

3.3. Koloni deneyi

Koloni olusturma deneyi, Mosmann T’nin (123) yontemine gére yapildi. Ilag
ugulamalarindan sonra, her bir kuyucuktaki hiicreler sayildi. Muamele edilmis olan
hiicreler her bir kuyucukta 250 hiicre olacak sekilde yeniden 6 kuyucuklu petrilere
ekildi. Petriler 6 glin boyunca hareketsiz olarak inkiibatérde bekletildi. Altinci giinde
koloniler giiriinmeye basladi. Bu giinden itibaren hiicrelerin besiyerleri 2-3 giinde bir
yeni besiyeri ile hiicreler fazla sarsilmadan degistirildi. Onikinci giinde koloniler
boyandi. Boyama i¢in kullanilan prosediir asagida ayrintili olarak agiklanmistir.

3.3.1.Malzemeler

1. Mutlak etanol

2. Fosfat tamponlu tuz (PBS) (0.1 M) (pH:7.2-7.3): 2.68 mM KCI, 136.9 mM
NaCl, 1.47 mM KH,PO,4 ve 8.06 mM Na,HPOy igerir.

3. Kristal Viyole (%]1): 0.5 g kristal viyole 50 ml PBS’de ¢oziildii.

3.3.2. Prosediir

1. Besiyeri ortamdan uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile yikanda.

2. Her bir kuyucuga 1:1 oraninda hazirlanan PBS:metanol karisimindan 3 ml eklendi
ve 2 dakika bekledikten sonra karisim uzaklastirildi.

3. Kuyucuklara 3 ml saf metanol eklendi ve 10 dakika sonunda metanol
uzaklagtirilip kuyucuklar oda sicakliginda kurutuldu.

4. Daha sonra her bir kuyucuga 3’er ml %1°lik kristal viyole eklenerek 10 dakika
bekletildi. On dakika sonunda kristal viyole ortamdan uzaklastirildi.

5. Kuyucuklar dnce musluk suyu, sonra distile su ile yikandi ve oda sicakliginda
kurumaya birakildi.

6. Kuyucuklar tamamen kurudugunda, olusan koloniler gozle goriiniir hale geldi.
Her bir kuyucuktaki kolonileri olusturan hiicre sayilar1 mikroskop kullanilarak
incelendi, PC3 hiicreleri i¢in bir araya gelmis en az 20 hiicre koloni olarak
degerlendirildi.

3.4. Lizofosfatidik asit, Docetaksel, Estramustin ve Mitoksantron’un Apoptozise
Olan Etkilerinin incelenmesi
25 em® flasklarda kiiltiire edilen hiicreler %70 yogunluga ulastiginda, asagida
bahsedildigi gibi LPA ve ilag uygulamalar1 yapildi.

Kontrol grubu: Uretilen hiicrelerin besiyeri, DMSO iceren yeni besiyeri ile
degistirildi ve 37°C’de, %5 CO, iceren etiivde 24 saat inkiibe edildi.

Lizofosfatidik asit (LPA) grubu: Uretilen hiicrelerin besiyeri, 10 uM LPA igeren
besiyeri ile degistirildi ve 37°C’de, %5 CO; igeren etiivde 24 saat inkiibe edildi.
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Dosetaksel grubu: Uretilen hiicrelerin besiyeri, 10 mM dosetaksel iceren besiyeri ile
degistirildi ve 37°C’de, %5 CO; igeren etiivde 24 saat inkiibe edildi.

Dosetaksel + LPA grubu: Uretilen hiicrelerin besiyeri, 10 mM dosetaksel ve 10 pM
LPA igeren besiyeri ile degistirildi ve 37°C’de, %5 CO, igeren etiivde 24 saat inkiibe
edildi.

Estramustin grubu: Uretilen hiicrelerin besiyeri, 10 pM estramustin iceren besiyeri
ile degistirildi ve 37°C’de, %5 CO; igeren etiivde 24 saat inkiibe edildi.

Estramustin + LPA grubu: Uretilen hiicrelerin besiyeri, 10 uM estramustin ve 10 uM
LPA igeren besiyeri ile degistirildi ve 37°C’de, %5 CO» igeren etiivde 24 saat inkiibe
edildi.

Mitoksantron grubu: Uretilen hiicrelerin besiyeri, 0.2 uM mitoksantron igeren
besiyeri ile degistirildi ve 37°C’de, %5 CO; igeren etiivde 24 saat inkiibe edildi.

Mitoksantron + LPA grubu: Uretilen hiicrelerin besiyeri, 0.2 pM mitoksantron ve 10
uM LPA igeren besiyeri ile degistirildi ve 37°C’de, %5 CO; iceren etiivde 24 saat
inkiibe edildi.

Apoptozisin belirlenmesi i¢in Annexin V kiti (Enzo Life Sciences International,
Inc, USA) kullanildi.

3.4.1. Annexin V Kkitinin prensibi

Annexin V 35-36 kDa molekiil agirliginda kalsiyum bagimli ve fosfatidilserine
afinitesi yiiksek olan fosfolipid baglayict bir proteindir. Annexin V ile baglanma
deneyinin prensibi, bu proteinin apoptozis slirecinin erken evrelerinde hiicrenin dis
membraninda yogunlasan fosfatidilserin molekiillerine hizli ve segici olarak
baglanmasi temeline dayanmaktadir. Apoptozis sirasinda plazma membranindaki
degisikliklerden dolay1, fosfatidilserin sitoplazmanin dis ylizeyine dogru kayar ve
Annexin V’in baglanmasina olanak verir.

Annexin V FITC kiti floresan (FITC) isaretli Annexin V propidium iyodiir (PI)
ile birlikte apoptozise ugrayan hiicreleri tespit etmek i¢in kullanilir. Apoptozisin
erken evrelerindeki hiicrelerde, plazma membraninin i¢ kismindan dis kismina gecen
fosfatidilserin molekiilleri, Annexin V FITC ile boyanarak goriiniir hale getirilir.
Apoptozisin ileri evrelerinde plazma membraninin gegirgenligi arttig1 i¢in, PI hiicre
membranini ge¢ip hiicrenin DNA’sina kadar inebilir ve DNA’ya baglanir. Bu durum
nekroz veya ileri evre apoptozis ile iligkili membran biitiinliigli kaybinin da analiz
edilmesini saglar. Annexin V FITC ile birlikte PI’'nin kullanildig: ¢ift boyama sistemi
ile 2 renkli akis sitometrisi sayesinde hiicrelere ait 3 populasyon birbirinden ayirt
edilebilir hale gelir. Apoptotik olmayan hiicrelerde: Annexin V ve Pl negatiftir.
Erken evre apoptozisi gosteren hiicrelerde: Annexin V pozitif, PI negatiftir. Nekrotik
veya geg evre apoptozisi gosteren hiicrelerde: Annexin V ve PI pozitiftir.

Membran lipidlerinden biri olan fosfatidilserin, normal hiicrelerde hiicre zarinin
sitoplazmik yiiziinde bulunmaktadir (124). Eger hiicre apoptozise giderse normalde
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i¢ ylizde yerlesmis olan fosfatidilserin molekiilleri hiicre zarinin dis yiliziine dogru
transloke olurlar. Bu yer degistirme, hiicre membran biitiinliigiiniin bozulmadig
apoptotik hiicre Oliimiiniin erken donemlerinde meydana gelir. AnneksinV, hiicrenin
dis ylizeyine transloke olan fosfatidilserine baglanabilen bir protein oldugu i¢in,
floresan bir madde (FITC) ile isaretlenerek apoptotik hiicre goriiniir hale
getirilebilir  (125-130). FITC-Anneksin-V komplesinin hiicre yiizeyindeki
fosfatidilserine baglanma oran1 akis sitometri ile Olgiilebilmektedir. Nekrotik
hiicrelerin yiizeylerinde de Anneksin-V baglanmasi goriilebildigi i¢in ikinci boya
olarak propidyum iyodiir kullanilmaktadir. (128, 129, 131).

Hiicresel mebran PS translokasvonu
. Apoptosis

. Farkhlasma
Ekstraseliiler . Degraniilasyon * ¢ *

. . Aktivasyon
Intraseliiler (T T XX . Nekroz o0

Annexin V-FITC ile hovama *
*x ok
. o A A
Hiicrenin dig viiziine ® e
transloke olan PS,

Annexin V-FITC ile
boyamr o0

<

. . 9
I* Annexan V-FITC Fosfatidil serin (PS)
Sekil 3.1 Annexin V ile hiicre boyama (PS: fosfatidilserin) (127).

Sekil 3.2°de lazer 1181 ile hiicrenin etkilesmesi ve bu etkilesme sirasinda
hiicreden sagilan 1s1ktan elde edilen bilgi gosterilmektedir. Akis sitometrisinden elde
edilen FSC (Forward Side Scatter ya da Ileri Bdlge Sagilmasi) olarak gosterilen
eksen degeri, akis sitometri kapilerinden akmakta olan hiicrelere gonderilen lazer
1s1ginin ileri dogru sagilmasini gosterir. Ayrica, FSC dedektorleri tarafindan
toplanan verinin doniistiiriiciide analiz edilmesi, ne kadar c¢ok ileri sagilma varsa
hiicrenin o kadar biiylik oldugunu gostermektedir. Akis sitometrisinden elde edilen
grafiklerdeki her bir nokta bir hiicreyi gostermektedir.
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Lazer 151k kaynag

Bilge sacilmasi (85C) dedektirii

fleri bilge sacilmas: (FSC) dedektirii

Sekil 3.2. Lazer 15181 ile hiicrenin etkilesmesi ve bu etkilesme sirasinda hiicreden sagilan 1smin
gosterimi.

Benzer sekilde SSC (Side Scatter ya da Bolge Sagilmasi) olarak gdsterilen eksen
degeri ise, akis sitometri kapilerinden akmakta olan hiicrelere gonderilen lazer
1s181inin - etrafa sacilmasini gosterir. Ayrica, SSC dedektorleri tarafindan toplanan
verilerin analiz edilmesi sonucunda, ne kadar ¢ok etrafa sagilma varsa hiicrenin o
kadar graniillii oldugunu gostermektedir.

3.4.2. Annexin V Kkitinin icerigi

Annexin V (FITC) (1.5 ml): %1 sigir serum albumini (BSA) ve %0.1 sodyum azid
igeren tris tamponlu tuz (pH 7.4) icinde FITC ile konjuge edilmis rekombinant
Annexin V.

Propidyum Iyodiir (1.6 ml): PBS iginde 50 pg/ml olacak sekilde hazirlandi.

Annexin V baglayic1 tampon (10X konsantre, 50 ml) (pH 7.4): 10X Annexin V
baglayic1 tampon, diliisyondan sonra 10 mM HEPES/NaOH, 140 mM NacCl ve 2.5
mM CaCl, igerir.

3.4.3. Annexin V Kitinin prosediirii

1. 10X Annexin V baglayici tampon, distile su ile 1:10 oraninda sulandirildi.

2. Ilag ve LPA uygulamalarmnin ardindan hiicreler 37°C’de %5 CO, igeren etiivde 24
saat bekletildi. Daha sonra hiicrelerin besiyerleri atilip, tripsinizasyon islemi
yapildi. Tripsinizasyon igleminin ardindan mavi kapakli santrifiij edilebilen
tiiplere alman hiicreler, 1500 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatan
uzaklagtirilan hiicreler iki kez PBS ile yikandi.

3. Hiicreler, 10X Annexin V baglayict tampon ile 2 x 10° - 3 x 10° hiicre/ml olacak
sekilde resiispanse edildi (deneyimizde hiicre sayisi dikkate alinarak, 300 ul’lik
tampon kullanildr).

4. Hiicreler 100 pl/tiip olacak sekilde boliindii.
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Tiplere 5 ul Annexin V FITC ve ardindan 10 pl propidyum iyodiir eklendi.
Karisim oda sicakliginda ve karanlikta 15 dakika inkiibe edildi.

Her bir tiipe 400 pl 10X Annexin V baglayici tampon eklendi.

Apoptotik hiicreler, 1 saat i¢inde akis sitometri (BD FACS Canto II Flow
Cytometer) kullanilarak analiz edildi.

3.5. Istatistiksel Analiz

[statistiksel analizler SPSS 18.0 paket programi kullanilarak yapildi. Bagiml
Ol¢timler arasi farklarda Friedman testi yapildi. Anlamli ¢ikan p degeri sonrasinda
ikili karsilastirmalarda Wilcoxon es testi ve esli t testi yapildi. Bagimsiz gruplar arasi
farklarin analizinde normal dagilim varsayimi gegerli oldugu durumda One Way
ANOVA testi, ikili karsilagtirmalarda Bonferroni testi uygulandi. Gruplara diisen
koloni sayilarmin 10’dan diisiik oldugu durumlarda, gruplar arasi farkin analizinde
Kruskal Wallis Varyans Analizi yapildi. Anlamli ¢ikan p degerinden sonra ikili
karsilagtirmalarda Mann-Whitney U testi yapildi. 0,05’den kiiclik olan p degerleri
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

AN
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BULGULAR

4.1. Lizofosfatidik Asidin Konsantrasyon Denemeleri

Lizofosfatidik asit (LPA) 1 uM, 5 uM, 10 uM ve 15 pM konsantrasyonlarda
kullanilarak prostat kanseri PC3 hiicrelerinin proliferasyonuna etkisi arastirildi ve en
etkili LPA konsantrasyonu belirlendi. Bunun i¢in PC3 hiicreleriyle bagimsiz 20
deney yapildi ve elde edilen tiim sonuglarin ortalamasi alindi.

d: p<0.05 g: p=0.05
0.7 7 e p<0.05 h: p<0.05
£: p<0.05 L p=<0.05
06 j: p<0.05
: b: p< 0.05
c: p= 0.05
0.5 - a: p= 0.05

Absorbans [370 nm)

*
*
*
*
0.4
0,3
0,2
01 -
0 T T T T 1
L] 1 5 10 15

Lizofosfatidik asit konsantrasyonu (pM)

Sekil 4.1. PC3 hiicrelerinde farkli dozlardaki lizofosfatidik asidin (LPA) hiicre proliferasyonuna
etkisi. a: [uM LPA ve kontrol, b: 5 uM LPA ve kontrol, c: 5 uM LPA ve 1 uM LPA, d: 10
pM LPA ve kontrol, e: 10 pM LPA ve 1 uM LPA, f: 10 uM LPA ve 5 uM LPA, g: 15 uM
LPA ve kontrol, h: 15 uM LPA ve | pM LPA, I: 15 uM LPA ve 5 uM LPA j: 15 uM LPA
ve 10 uM LPA gruplarmin istatistiksel olarak karsilastirilmasi. (*p<0.05) (Degerler
X+SEM olarak verilmistir, n:20).

Hiicre proliferasyonu kiti kullanilarak, lizofosfatidik asidin 1 uM, 5 uM, 10 uM
ve 15 uM konsantrasyonlari ile kontrol grubunun 370 nm’de absorbans degerleri
okundu ve karsilastirmalar yapildi. 1 uM, 5 uM, 10 uM ve 15 uM LPA igeren hiicre
gruplarinin absorbans degerlerinin kontrol grubundan istatistiksel olarak yiiksek
oldugu saptandi (p<0.05). Okunan absorbans degerleri incelendiginde, 1 uM LPA
iceren grubun absorbans degeri kontrol grubuna gore daha yiiksek bulundu (p<0.05).
5 uM LPA igeren grubun absorbans degeri, kontrol grubundan yiiksek bulundu
(p<0.05). 5 uM LPA igeren grubun absorbans degeri, 1 uM LPA igeren grupdan
daha yiiksek bulundu (p<0.05). 10 uM LPA igeren grubun absorbans degeri, 1 uM
LPA igeren gruptan (p<0.05), 5 uM  LPA igeren gruptan (p<0.05) ve kontrol

33



grubundan (p<0.05) daha yiiksek bulundu. 15 uM LPA igeren grubun absorbans
degeri, 1 pM LPA iceren gruptan (p<0.05), 5 uM LPA igeren gruptan (p<0.05) ve
kontrol grubundan (p<0.05) daha yiiksek bulundu. 10 uyM ve 15 uM
konsantrasyonlarinda LPA iceren gruplarin absorbans degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark goériilmedi (p > 0.05).

Farkli dozlardaki LPA’nin uygulandigi PC3 hiicrelerinde, doza bagli hiicre
proliferasyonu % canli hiicre olarak belirlendi (Sekil 4.2). Kontrol grubuna ait hiicre
sayist % 100 olarak kabul edildiginde, LPA’nin 1 pM, 5 uM, 10 uM ve 15 uM
konsantrasyonlarinin uygulandigi hiicrelerin sayisinin kontrol grubuna gore sirasiyla
% 69.7, % 105.6, % 151.9 ve % 145.4 oranlarinda artt1g1 goriildii.

300 4

250

200 -
150
100
N I
0 . . . . .
0 1 5 10 15

Lizofosfatidik asit konsantrasyonu (pM)

% Canlihiicre [kontrolegiire)

Sekil 4.2. PC3 hiicrelerinde farkli dozlardaki lizofosfatidik asidin (LPA) canli hiicrelere etkisi.
Kontrol grubu hiicreleri %100 kabul edilerek diger gruplarin hiicre sayilariin yiizdesel
degeri hesaplandi. (Degerler X+SEM olarak verildi, n:20).

Yapilan bu g¢alismada lizofosfatidik asidin 1 uM, 5 uM, 10 uM ve 15 uM
konsantrasyonlarinin  hiicre proliferasyonlarina ve canli hiicrelerin yiizdelerine
etkileri incelendi. Elde edilen sonuglara gore, absorbans degerinin ve canli hiicre
yiizdesinin en yliksek elde edildigi konsantrasyonunun 10 uM LPA oldugu saptandi.

4.2. Lizofosfatidik Asit, Dosetaksel, Estramustin ve Mitoksantronun PC3
Hiicrelerinin Proliferasyonuna Etkisi
PC3 hiicreleri ile olusturulan kontrol , lizofosfatidik asit (LPA), dosetaksel ve
dosetaksel+LPA gruplarinin 24 saat inkiibasyonu sonunda elde edilen hiicre
proliferasyonu sonuglar1 Sekil 4.3’de gosterildi.
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Sekil 4.3. PC3 hiicrelerinin lizofosfatidik asit (LPA) (10 uM), dosetaksel (10 mM) ve dosetaksel (10
mM) + LPA (10 uM) ile 24 saat inkiibasyonunun hiicre proliferasyonuna etkisi. a: 10 uM
LPA ve kontrol, b: 10 mM dosetaksel ve kontrol, c: 10 mM dosetaksel ve 10 uM LPA, d:
10 mM dosetaksel+10 uM LPA ve kontrol, e: 10 mM dosetaksel+10 uM LPA ve 10 uM
LPA, f: 10 mM dosetaksel+10 uM LPA ve 10 mM dosetaksel gruplarmin istatistiksel
olarak karsilastirilmasi. (*p<0.001) (Degerler X+SEM olarak verildi, n:10).

Lizofosfatidik asit ve kontrol gruplart kiyaslandiginda, lizofosfatidik asit
grubunun hiicre proliferasyonu ol¢iim degeri kontrol grubuna goére anlamli olarak
yiiksek bulundu (p <0.001). Dosetaksel ve kontrol gruplart kiyaslandiginda,
dosetaksel grubunun hiicre proliferasyonu 6l¢iim degeri kontrol grubuna gore anlamli
olarak diisiik bulundu (p<0.001). Dosetaksel ve LPA gruplart kiyaslandiginda,
dosetaksel grubunun hiicre proliferasyonu 6l¢iim degeri, LPA grubuna gore anlamhi
olarak diisik bulundu (p<0.001). Dosetaksel+LPA ve kontrol gruplar
kiyaslandiginda, dosetaksel+LPA grubunun hiicre proliferasyonu o6lgiim degeri
kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.001). Dosetaksel+LPA ve
LPA gruplann kiyaslandiginda, dosetaksel+LPA grubunun hiicre proliferasyonu
Olciim degeri LPA grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.001).
Dosetaksel+LPA ve dosetaksel gruplar1 kiyaslandiginda, dosetaksel+LPA grubunun
hiicre proliferasyonu 6lgiim degeri dosetaksel grubuna gdére anlamli olarak yiliksek
bulundu (p<0.001).

PC3 hiicreleri ile olusturulan kontrol, LPA, estramustin ve estramustin+LPA

gruplarinin 24 saat inkiibasyonu sonunda elde edilen hiicre proliferasyonu sonuglari
Sekil 4.4°de gosterildi.
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Sekil 4.4. PC3 hiicrelerinin lizofosfatidik asit (LPA) (10 uM), estramustin (10 uM) ve estramustin (10
puM) + LPA (10 uM) ile 24 saat inkiibasyonunun hiicre proliferasyonuna etkisi etkisi. a:
10 uM LPA ve kontrol, b: 10 uM estramustin ve kontrol, c: 10 uM estramustin ve 10 uM
LPA, d: 10 pM estramustin +10 uM LPA ve kontrol, e: 10 uM estramustin +10 pM LPA
ve 10 uM LPA, f: 10 uM estramustin+10 pM LPA ve 10 uM estramustin gruplarinin
istatistiksel olarak karsilagtiriimasi. (*p<0.001) (Degerler X+=SEM olarak verildi, n:10).

Lizofosfatidik asit ve kontrol gruplart kiyaslandiginda, lizofosfatidik asit
grubunun hiicre proliferasyonu 6l¢giim degeri kontrol grubuna gore anlamli olarak
yiiksek bulundu (p <0.001). Estramustin ve kontrol gruplari kiyaslandiginda,
estramustin grubunun hiicre proliferasyonu Ol¢iim degeri kontrol grubuna gore
anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.001). Estramustin ve LPA gruplar
kiyaslandiginda, estramustin grubunun hiicre proliferasyonu o6l¢iim degeri LPA
grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.001). Estramustin +LPA ve kontrol
gruplart kiyaslandiginda, estramustin+tLPA grubunun hiicre proliferasyonu 6l¢iim
degeri kontrol grubuna gore anlaml olarak diisiik bulundu (p<0.001). Estramustin
+LPA ve LPA gruplant kiyaslandiginda, estramustin +LPA grubunun hiicre
proliferasyonu Ol¢ctim degeri LPA grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu
(p<0.001).  EstramustintLPA  ve estramustin  gruplar1  kiyaslandiginda,
estramustin+tLPA grubunun hiicre proliferasyonu 6l¢iim degeri estramustin grubuna
gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.001).

PC3 hiicreleri ile olusturulan kontrol, LPA, mitoksantron ve mitoksantron+LPA
gruplarinin 24 saat inkiibasyonu sonunda elde edilen hiicre proliferasyonu sonuglari
Sekil 4.5’de gosterildi.
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Sekil 4.5. PC3 hiicrelerinin lizofosfatidik asit (LPA) (10 pM), mitoksantron (0.2 pM) ve mitoksantron
(0.2 uM) + LPA (10 uM) ile 24 saat inkiibasyonunun hiicre proliferasyonuna etkisi. a: 10
uM LPA ve kontrol, b: 0.2 uM mitoksantron ve kontrol, c: 0.2 pM mitoksantron ve 10
UM LPA, d: 0.2 uM mitoksantron+10 uM LPA ve kontrol, e: 0.2 pM mitoksantron+10
UM LPA ve 10 uM LPA, f: 0.2 uM mitoksantron+10 pM LPA ve 0.2 uM mitoksantron
gruplarmin istatistiksel olarak karsilastirilmasi. (*p<0.001) (Degerler X+SEM olarak
verildi, n:10).

Lizofosfatidik asit ve kontrol gruplart kiyaslandiginda, lizofosfatidik asit
grubunun hiicre proliferasyonu ol¢iim degeri kontrol grubuna goére anlamli olarak
yiikksek bulundu (p <0.001). Mitoksantron ve kontrol gruplart kiyaslandiginda,
mitoksantron grubunun hiicre proliferasyonu Ol¢lim degeri kontrol grubuna gore
anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.001). Mitoksantron ve LPA gruplan
kiyaslandiginda, mitoksantron grubunun hiicre proliferasyonu ol¢iim degeri LPA
grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.001). Mitoksantron+LPA ve
kontrol gruplar1 kiyaslandiginda, mitoksantron+LPA grubunun hiicre proliferasyonu
Olciim degeri kontrol grubuna gore anlamli olarak diisitk bulundu (p<0.001).
Mitoksantron+LPA ve LPA gruplan kiyaslandiginda, mitoksantron +LPA grubunun
hiicre proliferasyonu 6l¢iim degeri LPA grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu
(p<0.001). Mitoksantron+tLPA ve mitoksantron gruplar1 kiyaslandiginda,
mitoksantron+LPA grubunun hiicre proliferasyonu o6l¢iim degeri mitoksantron
grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.001).

PC3 hiicreleri ile olusturulan kontrol, LPA, dosetaksel, dosetaksel + LPA,
estramustin, estramustin + LPA, mitoksantron ve mitoksantron + LPA gruplarinin 24

saat inkiibasyonu sonunda elde edilen hiicre proliferasyonu sonuglar1 toplu halde
Sekil 4.6’da gosterildi.
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Sekil 4.6. Sekil 4.3, 4.4 ve 4.5°deki verilerin bir arada gosterimi.

PC3  hiicreleri ile olusturulan kontrol, LPA, dosetaksel, estramustin ve
mitoksantron gruplarinin 24 saat inkiibasyonu sonunda elde edilen hiicre
proliferasyonu sonuclar1 Sekil 4.7°de gosterildi.
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Sekil 4.7.

PC3 hiicrelerinin lizofosfatidik asit (LPA) (10 uM), dosetaksel (10 mM), estramustin (10
puM) ve mitoksantron (0.2 uM) ile 24 saat inkiibasyonunun hiicre proliferasyonuna etkisi.
a: 10 uM LPA ve kontrol, b: 10 mM dosetaksel ve kontrol, c: 10 mM dosetaksel ve 10 uM
lizofosfatidik asit, d: 10 uM estramustin ve kontrol, e: 10 uM estramustin ve 10 pM
lizofosfatidik asit, f: 10 uM estramustin ve 10 mM dosetaksel, g: 0.2 uM mitoksantron ve
kontrol, h: 0.2 uM mitoksantron ve 10 uM lizofosfatidik asit, I: 0.2 uM mitoksantron ve 10
mM dosetaksel, i: 0.2 pM mitoksantron ve 10 pM estramustin. (*p<0.001) (Degerler
X+SEM olarak verildi, n:10).

38



Lizofosfatidik asit ve kontrol gruplart kiyaslandiginda, lizofosfatidik asit
grubunun hiicre proliferasyonu 6l¢iim degeri kontrol grubuna goére anlamli olarak
yiiksek bulundu (p <0.001). Dosetaksel ve kontrol gruplar kiyaslandiginda,
dosetaksel grubunun hiicre proliferasyonu 6l¢iim degeri kontrol grubuna gore anlamli
olarak diisiik bulundu (p<0.001). Dosetaksel ve LPA gruplart kiyaslandiginda,
dosetaksel grubunun hiicre proliferasyonu 6l¢iim degeri, LPA grubuna gére anlamli
olarak diisiik bulundu (p<0.001). Estramustin ve kontrol gruplar1 kiyaslandiginda,
estramustin grubunun hiicre proliferasyonu Ol¢iim degeri kontrol grubuna gore
anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.001). Estramustin ve LPA gruplar
kiyaslandiginda, estramustin grubunun hiicre proliferasyonu oOl¢iim degeri LPA
grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.001). Estramustin ve dosetaksel
gruplart kiyaslandiginda, estramustin grubunun hiicre proliferasyonu 6l¢iim degeri
dosetaksel grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.001). Mitoksantron ve
kontrol gruplar1 kiyaslandiginda, mitoksantron grubunun hiicre proliferasyonu 6l¢iim
degeri kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.001). Mitoksantron
ve LPA gruplan kiyaslandiginda, mitoksantron grubunun hiicre proliferasyonu dl¢iim
degeri LPA grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.001). Mitoksantron ve
dosetaksel gruplart kiyaslandiginda, mitoksantron grubunun hiicre proliferasyonu
Olctim degeri dosetaksel grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.001).
Mitoksantron ve estramustin gruplar1 kiyaslandiginda, mitoksantron grubunun hiicre
proliferasyonu 6l¢iim degeri estramustin grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu
(p<0.001).

PC3 hiicreleri ile olusturulan kontrol, LPA, dosetaksel, dosetaksel+LPA
gruplarinin 48 saat inkiibasyonu sonunda elde edilen hiicre proliferasyonu sonuglari
Sekil 4.8°de gosterildi.
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Sekil 4.8. PC3 hiicrelerinin lizofosfatidik asit (LPA) (10 uM), dosetaksel (10 mM) ve dosetaksel (10
mM) + LPA (10uM) ile 48 saat inkiibasyonunun hiicre proliferasyonuna etkisi. a: 10 uM
LPA ve kontrol, b: 10 mM dosetaksel ve kontrol, c: 10 mM dosetaksel ve 10 pM LPA, d:
10 mM dosetaksel+10 uM LPA ve kontrol, e: 10 mM dosetaksel+10 uM LPA ve 10 uM
LPA, f: 10 mM dosetaksel+10 uM LPA ve 10 mM dosetaksel gruplarmin istatistiksel
olarak karsilastiriimasi. (*p<0.001) (Degerler x+SEM olarak verildi, n:10).
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Lizofosfatidik asit ve kontrol gruplart kiyaslandiginda, lizofosfatidik asit
grubunun hiicre proliferasyonu 6l¢iim degeri kontrol grubuna goére anlamli olarak
yiiksek bulundu (p <0.001). Dosetaksel ve kontrol gruplar kiyaslandiginda,
dosetaksel grubunun hiicre proliferasyonu 6l¢iim degeri kontrol grubuna gore anlamli
olarak diisiik bulundu (p<0.001). Dosetaksel ve LPA gruplart kiyaslandiginda,
dosetaksel grubunun hiicre proliferasyonu ol¢lim degeri LPA grubuna gore anlamli
olarak diisik bulundu (p<0.001). Dosetaksel+LPA ve kontrol gruplar
kiyaslandiginda, dosetaksel+LPA grubunun hiicre proliferasyonu olgiim degeri
kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.001). Dosetaksel+LPA ve
LPA gruplan kiyaslandiginda, dosetaksel+LPA grubunun hiicre proliferasyonu
Olctim degeri LPA grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.001).
Dosetaksel+LPA ve dosetaksel gruplar kiyaslandiginda, dosetaksel+LPA grubunun
hiicre proliferasyonu 6l¢iim degeri dosetaksel grubuna gore anlamli olarak yiiksek
bulundu (p<0.001).

Prostat kanseri PC3 hiicreleri ile olusturulan kontrol, estramustin,
estramustin+LPA ve LPA gruplarinin 48 saat inkiibasyonu sonunda elde edilen hiicre
proliferasyonu sonuglar1 Sekil 4.9°da gosterildi.
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Sekil 4.9. PC3 hiicrelerinin lizofosfatidik asit (LPA) (10 uM), estramustin (10 uM) ve estramustin (10
uM) + LPA (10 uM) ile 48 saat inkiibasyonunun hiicre proliferasyonuna etkisi. a: 10 uM
LPA ve kontrol, b: 10 uM estramustin ve kontrol, ¢: 10 uM estramustin ve 10 uM LPA, d:
10 uM estramustin +10 uM LPA ve kontrol, e: 10 uM estramustin +10 uM LPA ve 10 uM
LPA, f: 10 uM estramustin+10 pM LPA ve 10 uM estramustin gruplarmin istatistiksel
olarak karsilastirilmasi. (*p<0.001) (Degerler X-=SEM olarak verildi, n:10).

Lizofosfatidik asit ve kontrol gruplar1 kiyaslandiginda, lizofosfatidik asit
grubunun hiicre proliferasyonu 6lgiim degeri kontrol grubuna gore anlamli olarak
yikksek bulundu (p <0.001). Estramustin ve kontrol gruplari kiyaslandiginda,
estramustin grubunun hiicre proliferasyonu Ol¢iim degeri kontrol grubuna gore
anlamli olarak diisik bulundu (p<0.001). Estramustin ve LPA gruplarn
kiyaslandiginda, estramustin grubunun hiicre proliferasyonu Olgiim degeri LPA
grubuna goére anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.001). Estramustin +LPA ve
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kontrol gruplar1 kiyaslandiginda, estramustin+LPA grubunun hiicre proliferasyonu
Olciim degeri kontrol grubuna gore anlamli olarak diisitk bulundu (p<0.001).
Estramustin +LPA ve LPA gruplan kiyaslandiginda, estramustin +LPA grubunun
hiicre proliferasyonu 6l¢iim degeri LPA grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu
(p<0.001). Estramustin +LPA ve estramustin gruplar1 kiyaslandiginda, estramustin
+LPA grubunun hiicre proliferasyonu dl¢tim degeri estramustin grubuna gore anlamli
olarak yiiksek bulundu (p<0.001).

Prostat kanseri PC3 hiicreleri ile olusturulan kontrol, LPA, mitoksantron ve
mitoksantron+LPA  gruplarinin, 48 saat inkiibasyonu sonunda elde edilen hiicre
proliferasyonu sonuclar1 Sekil 4.10°da gosterildi.
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Sekil 4.10. PC3 hiicrelerinin lizofosfatidik asit (LPA) (10 pM), mitoksantron (0.2 pM) ve
mitoksantron (0.2 uM) + LPA (10uM) ile 48 saat inkiibasyonunun hiicre
proliferasyonuna etkisi. a: 10 uM LPA ve kontrol, b: 0.2 uM mitoksantron ve kontrol,
c: 0.2 pM mitoksantron ve 10 uM LPA, d: 0.2 pM mitoksantron+10 pM LPA ve
kontrol, e: 0.2 pM mitoksantron+10 uM LPA ve 10 uM LPA, f: 0.2 uM
mitoksantront10 uM LPA ve 0.2 upM mitoksantron gruplarimin istatistiksel olarak
karsilastirilmasi) (*p<0.001) (Degerler X+SEM olarak verildi, n:10).

Lizofosfatidik asit ve kontrol gruplart kiyaslandiginda, lizofosfatidik asit
grubunun hiicre proliferasyonu ol¢iim degeri kontrol grubuna goére anlamli olarak
yiikksek bulundu (p <0.001). Mitoksantron ve kontrol gruplart kiyaslandiginda,
mitoksantron grubunun hiicre proliferasyonu Ol¢lim degeri kontrol grubuna gore
anlamli olarak digiik bulundu (p<0.001). Mitoksantron ve LPA gruplan
kiyaslandiginda, mitoksantron grubunun hiicre proliferasyonu ol¢iim degeri LPA
grubuna goére anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.001). Mitoksantron +LPA ve
kontrol gruplar kiyaslandiginda, mitoksantron +LPA grubunun hiicre proliferasyonu
Olciim degeri kontrol grubuna gore anlamli olarak diisitk bulundu (p<0.001).
Mitoksantron+LPA ve LPA gruplar kiyaslandiginda, mitoksantron +LPA grubunun
hiicre proliferasyonu 6l¢iim degeri LPA grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu
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(p<0.001). Mitoksantron +LPA ve mitoksantron gruplar1 kiyaslandiginda,
mitoksantron+LPA grubunun hiicre proliferasyonu o6l¢iim degeri mitoksantron

grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.001).

PC3 hiicreleri ile olusturulan kontrol, dosetaksel, estramustin, mitoksantron,
LPA, dosetaksel+LPA, estramustintLPA ve mitoksantron+LPA gruplarinin 48 saat
inkiibasyonu sonunda elde edilen hiicre proliferasyonu sonuglar1 Sekil 4.11°de

gosterildi.
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Sekil 4.11. Sekil 4.8, 4.9 ve 4.10°daki verilerin bir arada gosterimi.

Prostat kanseri PC3 hiicreleri ile olusturulan kontrol, LPA, dosetaksel ve
dosetaksel+LPA gruplarinin 72 saat inkiibasyonu sonunda elde edilen hiicre

proliferasyonu sonuglar1 Sekil 4.12°de gosterildi.
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Sekil 4.12. PC3 hiicrelerinin lizofosfatidik asit (LPA) (10 uM), dosetaksel (10 mM) ve dosetaksel (10
mM) + LPA (10uM) ile 72 saat inkiibasyonunun hiicre proliferasyonuna etkisi. a: 10 pM
LPA ve kontrol, b: 10 mM dosetaksel ve kontrol, c: 10 mM dosetaksel ve 10 uM LPA, d:
10 mM dosetaksel+10 uM LPA ve kontrol, e: 10 mM dosetaksel+10 uM LPA ve 10 uM
LPA, f: 10 mM dosetaksel+10 uM LPA ve 10 mM dosetaksel gruplarinin istatistiksel
olarak karsilastiriimasi) (*p<0.001) (Degerler X+SEM olarak verildi, n:10).

Lizofosfatidik asit ve kontrol gruplart kiyaslandiginda, lizofosfatidik asit
grubunun hiicre proliferasyonu ol¢iim degeri kontrol grubuna goére anlamli olarak
yiiksek bulundu (p <0.001). Dosetaksel ve kontrol gruplart kiyaslandiginda,
dosetaksel grubunun hiicre proliferasyonu 6l¢iim degeri kontrol grubuna gore anlamli
olarak diisiik bulundu (p<0.001). Dosetaksel ve LPA gruplart kiyaslandiginda,
dosetaksel grubunun hiicre proliferasyonu 6l¢lim degeri LPA grubuna gore anlamli
olarak diisik bulundu (p<0.001). Dosetaksel+LPA ve kontrol gruplar
kiyaslandiginda, dosetaksel+LPA grubunun hiicre proliferasyonu oOlgiim degeri
kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.001). Dosetaksel+LPA ve
LPA gruplan kiyaslandiginda, dosetaksel+LPA grubunun hiicre proliferasyonu
Olctim degeri LPA grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.001).
Dosetaksel+LPA ve dosetaksel gruplar kiyaslandiginda, dosetaksel+LPA grubunun
hiicre proliferasyonu 6l¢iim degeri dosetaksel grubuna gore anlamli olarak yiiksek
bulundu (p<0.001).

Prostat kanseri PC3 hiicreleri ile olusturulan kontrol, LPA, estramustin ve

estramustintLPA gruplarimin 72 saat inkiibasyonu sonunda elde edilen hiicre
proliferasyonu sonugclar1 Sekil 4.13’de gdsterildi.
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Sekil 4.13. PC3 hiicrelerinin lizofosfatidik asit (LPA) (10 uM), estramustin (10 uM) ve estramustin
(10 uM) + LPA (10uM) ile 72 saat inkiibasyonunun hiicre proliferasyonuna etkisi. a: 10
uM LPA ve kontrol, b: 10 uM estramustin ve kontrol, c: 10 uM estramustin ve 10 uM
LPA, d: 10 uM estramustin +10 uM LPA ve kontrol, e: 10 uM estramustin +10 uM LPA
ve 10 uM LPA, f: 10 uM estramustin+10 pM LPA ve 10 pM estramustin gruplarmin
istatistiksel olarak karsilastirilmasi) (*p<0.001) (Degerler X=SEM olarak verildi, n:10).

Lizofosfatidik asit ve kontrol gruplart kiyaslandiginda, lizofosfatidik asit
grubunun hiicre proliferasyonu 6l¢iim degeri kontrol grubuna gore anlamli olarak
yiiksek bulundu (p <0.001). Estramustin ve kontrol gruplar1 kiyaslandiginda,
estramustin grubunun hiicre proliferasyonu Ol¢iim degeri kontrol grubuna gore
anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.001). Estramustin ve LPA gruplar
kiyaslandiginda, estramustin grubunun hiicre proliferasyonu o6l¢iim degeri LPA
grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.001). Estramustin +LPA ve kontrol
gruplart kiyaslandiginda, estramustin+tLPA grubunun hiicre proliferasyonu 6l¢iim
degeri kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.001). Estramustin
+LPA ve LPA gruplant kiyaslandiginda, estramustin +LPA grubunun hiicre
proliferasyonu Olgiim degeri LPA grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu
(p<0.001). Estramustin+tLPA ve estramustin gruplar1 kiyaslandiginda, estramustin
+LPA grubunun hiicre proliferasyonu 6l¢iim degeri estramustin grubuna gore anlaml
olarak ytiksek bulundu (p<0.001).

Prostat kanseri PC3 hiicreleri ile olusturulan kontrol, LPA, mitoksantron ve

mitoksantron+LPA gruplarinin 48 saat inkiibasyonu sonunda elde edilen hiicre
proliferasyonu sonuglar1 Sekil 4.14’de gosterildi.
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Sekil 4.14. PC3 hiicrelerinin lizofosfatidik asit (LPA) (10 puM), mitoksantron (0.2 puM) ve
mitoksantron (0.2 uM) + LPA (10uM) ile 72 saat inkiibasyonunun hiicre
proliferasyonuna etkisi. a: 10 uM LPA ve kontrol, b: 0.2 uM mitoksantron ve kontrol,
c: 0.2 uM mitoksantron ve 10 uM LPA, d: 0.2 pM mitoksantron+10 uM LPA ve
kontrol, e: 0.2 puM mitoksantron+10 pM LPA ve 10 uM LPA, fi 02 uM
mitoksantront10 uM LPA ve 0.2 pM mitoksantron gruplarinin istatistiksel olarak
kargilastiriimasi) (*p<0.001) (Degerler X+=SEM olarak verildi, n:10).

Lizofosfatidik asit ve kontrol gruplart kiyaslandiginda, lizofosfatidik asit
grubunun hiicre proliferasyonu olgiim degeri kontrol grubuna goére anlamli olarak
yiikksek bulundu (p <0.001). Mitoksantron ve kontrol gruplart kiyaslandiginda,
mitoksantron grubunun hiicre proliferasyonu Ol¢lim degeri kontrol grubuna gore
anlamli olarak diigiik bulundu (p<0.001). Mitoksantron ve LPA gruplan
kiyaslandiginda mitoksantron grubunun hiicre proliferasyonu 6l¢iim degeri, LPA
grubuna goére anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.001). Mitoksantron +LPA ve
kontrol gruplar1 kiyaslandiginda mitoksantron +LPA grubunun hiicre proliferasyonu
Olciim degeri, kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik bulundu (p<0.001).
Mitoksantron +LPA ve LPA gruplar kiyaslandiginda, mitoksantron +LPA grubunun
hiicre proliferasyonu 6l¢iim degeri LPA grubuna gdre anlamli olarak diisiik bulundu
(p<0.00101. Mitoksantron +LPA ve mitoksantron gruplar1 kiyaslandiginda,
mitoksantron+LPA grubunun hiicre proliferasyonu o6l¢iim degeri mitoksantron
grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.001).

PC3  hiicreleri ile olusturulan kontrol, LPA, dosetaksel, estramustin,
mitoksantron, dosetaksel+LPA, estramustin+LPA ve mitoksantron+LPA gruplarinin
72 saat inkiibasyonu sonunda elde edilen hiicre proliferasyonu sonuglart Sekil
4.15’de gosterildi.
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Sekil 4.16. PC3 hiicrelerinin lizofosfatidik asit (LPA), dosetaksel, dosetaksel+LPA, estramustin,

estramustint+ LPA, mitoksantron ve mitoksantrontLPA ile 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon
stirelerinin hiicre proliferasyonuna etkisi.

Hiicre proliferasyonu sonuclarina gore, absorbans degerlerinin 24 saat

inkiibasyon siiresi sonunda daha yiiksek oldugu belirlendi. Bu nedenle 24 saatlik
inkiibasyon siiresi en etkili siire olarak kabul edildi ve yapilan tiim deneylerde 24
saatlik inkiibasyon siiresi uygulandi. Kontrol, LPA, dosetaksel, dosetaksel+LPA,
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estramustin, estramustin+LPA, mitoksantron, mitoksantron+LPA gruplarinin 24 saat
inkiibasyonu sonrasi elde edilen hiicre proliferasyonu sonuglarina gore, LPA
grubunun hiicre proliferasyonu 6l¢iim degeri, kontrol ve diger gruplardan anlamli
olarak yiiksek bulundu (p<0.001). Dosetaksel (p<0.001), dosetaksel + LPA
(p<0.001), estramustine (p<0.001), estramustin + LPA (p<0.001), mitoksantron
(p<0.001), mitoksantron + LPA (p<0.001) gruplarinin hiicre proliferasyonu ol¢tim
degerleri, kontrole gore anlamli olarak diisik bulundu.  Dosetaksel+ LPA,
estramustin+ LPA ve mitoksantron+ LPA uygulanan gruplarin hiicre proliferasyonu
Olctim degerleri sirasiyla dosetaksel, estramustin, mitoksantron gruplarindan daha
yiiksek bulundu.

PC3  hiicreleri ile olusturulan kontrol, lizofosfatidik asit, dosetaksel,
dosetaksel+LLPA estramustin, estramustin+LPA, mitoksantron ve mitoksantron+LPA
gruplarinin 24 saat inkiibasyonu sonunda elde edilen canli hiicre yiizdeleri Sekil
4.17°de gosterildi.
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Sekil 4.17. PC3 hiicrelerinin lizofosfatidik asit (LPA) (10 uM), dosetaksel (10 mM), dosetaksel (10
mM) + LPA (10 uM), estramustin (10 pM), estramustin (10 uM) + LPA (10uM),
mitoksantron (0.2 uM) ve mitoksantron (0.2 uM) + LPA (10 puM) gruplariin canli
hiicrelerinin yiizdesi (*p<0.001) (Degerler X=SEM olarak verildi, n:10).

Lizofosfatidik asit grubunun % canli hiicre degeri kontrol ve diger gruplarla
kiyaslandiginda anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.001). Dosetaksel (p<0.001),
dosetaksel + LPA (p<0.001), estramustine (p<0.001), estramustin + LPA (p<0.001),
mitoksantron (p<0.001) ve mitoksantron + LPA (p<0.001) gruplarinin % canli hiicre
degerleri kontrole ve LPA gruplarina gore anlamli olarak diisiik bulundu. Dosetaksel
ve dosetaksel + LPA gruplar1 kiyaslandiginda, dosetaksel + LPA grubunun % canli
hiicre degeri dosetaksel grubuna gdre anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.001).
Estramustin ve estramustin + LPA gruplan kiyaslandiginda, estramustin + LPA
grubunun % canli hiicre degeri estramustin grubuna gore anlamli olarak ytiksek
bulundu (p<0.001). Mitoksantron ve mitoksantron + LPA gruplar1 kiyaslandiginda,
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mitoksantron + LPA grubunun % canli hiicre degeri mitoksantron grubuna gore
anlamli olarak yiiksek bulundu (p<0.001).

4.3. Lizofosfatidik Asit, Dosetaksel, Estramustin ve Mitoksantronun PC3
Hiicrelerinde Koloni Olusumuna Etkisi
Lizofosfatidik asit, dosetaksel, dosetaksel + LPA, estramustin, estramustin +
LPA, mitoksantron, mitoksantron + LPA uygulanan PC3 hiicrelerinin olusturdugu
kolonilerin goriintiileri sirasi ile Sekil, 4.18, 4.19,4.20 ve 4.21°de gosterildi.

Kontrol Lizofosfatidilk Asit

Sekil 4.18. Kontrol (a) ve lizofosfatidik asit (LPA) (b) ile muamele edilen PC3 hiicrelerine ait
kolonilerin fotografik goriintiileri.

Kontrol ve LPA uygulanan hiicre gruplarimin olusturdugu koloniler

incelendiginde, LPA uygulanan hiicrelerin olusturdugu koloni sayisinin kontrol
grubuna ait koloni sayisina goére daha fazla oldugu goriildii.

Dosetaksel + Lizofosfatidik Asit

Sekil 4.19. Dosetaksel (c) ve dosetaksel + LPA (d) ile muamele edilen PC3 hiicrelerine ait
kolonilerin fotografik goériintiileri.

48



Dosetaksel ve dosetaksel + LPA gruplarmin olusturdugu koloniler
incelendiginde, dosetaksel + LPA uygulanan hiicrelerin olusturdugu koloni sayisinin
dosetaksel grubuna ait koloni sayisina gére daha fazla oldugu gorildii.

Estramustin Estramustin + Lizofosfatidik Asit

Sekil 4.20. Estramustin (e) ve estramustin + LPA (f) ile muamele edilen PC3 hiicrelerine ait
kolonilerin fotografik goriintiileri.

Estramustin ve estramustin + LPA gruplarinin olusturdugu koloniler

incelendiginde, estramustin + LPA uygulanan hiicrelerin olusturdugu koloni
sayisinin, estramustin grubuna ait koloni sayisina gére daha fazla oldugu goriildii.

Mitoksantron Mitoksantron + Lizofosfatidik Asit

Sekil 4.21. Mitoksantron (g) ve mitoksantron + LPA (h) ile muamele edilen PC3 hiicrelerine ait
kolonilerin fotografik goriintiileri.
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Mitoksantron ve mitoksantron + LPA gruplarinin olusturdugu koloniler
incelendiginde, mitoksantron + LPA uygulanan hiicrelerin olusturdugu koloni
sayisinin, mitoksantron grubuna ait koloni sayisina gore daha fazla oldugu goriildii.

Koloni goriintiileri incelendiginde, koloni sayisinin LPA grubunda en yiiksek
oldugu goriildii. Dosetaksel grubunda koloni sayisinin en diisiik oldugu goriildii.
Dosetaksel, estramustin ve mitoksantron gruplarimin koloni sayilarimin, kontrol
grubuna gore daha diisiik oldugu goriildi. PC3 hiicrelerine dosetaksel+ LPA,
estramustint LPA ve mitoksantron+ LPA uygulandiginda, LPA’nin koloni sayisini
arttiran bir etkisi oldugu gorildii.

PC3 hiicreleri ile olusturulan lizofosfatidik asit, dosetaksel, dosetaksel + LPA,
estramustin, estramustin + LPA, mitoksantron, mitoksantron + LPA gruplarina ait
koloni sayilart Sekil 4.22°de gosterildi. Koloni sayilart incelendiginde, LPA
grubunun olusturdugu koloni sayisinin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttig
goriildii  (p<0.05). Dosetaksel grubunun olusturdugu koloni sayisinin, kontrol
grubunun olusturdugu koloni sayisina gore anlamli olarak azaldigi goriildii (p<0.05).
Estramustin grubunun olusturdugu koloni sayisi, kontrol grubunun olusturdugu
koloni sayisina gore daha anlamli olarak diisilk bulundu (p<0.05). Mitoksantron
grubunun olusturdugu koloni sayisi, kontrol grubunun olusturdugu koloni sayisina
gore anlamli olarak daha diisiik bulundu (p<0.05). Dosetaksel+ LPA, estramustin+
LPA ve mitoksantron+ LPA gruplarmin olusturdugu koloni sayilari, sirasiyla
dosetaksel, estramustin ve mitoksantron gruplarinin olusturdugu koloni sayisina
gbre anlaml1 olarak artis gdsterdi (p<0.05). ilaglarin tek basma olusturdugu koloni
sayilarinin, ilaglar ile birlikte LPA uygulandiktan sonra arttig1 goriildii.
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Koloni sayisi

Sekil 4.22. Lizofosfatidik asit (LPA), dosectaksel, dosetaksel+LPA estramustin, estramustin+LPA,
mitoksantron ve mitoksantron+tLPA uygulanan PC3 hiicrelerinin olusturdugu koloni
sayilar1 (*p<0.05) (Degerler X+SEM olarak verildi, n:8).

PC3 hiicreleri ile olusturulan lizofosfatidik asit, dosetaksel, dosetaksel + LPA,
estramustin, estramustin + LPA, mitoksantron, mitoksantron + LPA gruplarina ait
kolonilerin yiizdeleri Sekil 4.23’de verilmistir. Koloni yiizdeleri, kontrol grubu %100
kabul edilerek hesaplandi. Koloni yiizdeleri incelendiginde, LPA grubunun
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olusturdugu koloni sayisinin, kontrol grubunun olusturdugu koloni sayisina gére %
17.6 arttigr gorildii. Dosetaksel grubunun olusturdugu koloni sayisi, kontrol
grubunun olusturdugu koloni sayisina gore % 68.63 azaldi. Estramustin grubunun
olusturdugu koloni sayisi, kontrol grubunun olusturdugu koloni sayisina gore %
44.82 azaldi. Mitoksantron grubunun olusturdugu koloni sayisi, kontrol grubunun
olusturdugu koloni sayisina gore % 41.18 azaldi. Dosetaksel + LPA, estramustin +
LPA, mitoksantron + LPA gruplarinda ise sirasiyla, dosetaksel, estramustin ve
mitoksantron gruplarina gdre anlamli olarak arttig1 gozlendi (p<0.05). ilaglarin tek
basina olusturdugu koloni ylizdelerinin, ilaclar ile birlikte LPA uygulandiktan sonra
arttigr gorildii.
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Sekil 4.23. Lizofosfatidik asit (LPA), dosetaksel, dosetaksel+LPA estramustin, estramustin+LPA,
mitoksantron ve mitoksantron+LPA uygulanan PC3 hiicrelerinin olusturdugu koloni
sayilarmin yiizdesi (Degerler X+SEM olarak verildi, * p<0.05, n:8).

4.4. PC3 Hiicre Dizisinde Anneksin V Deney Sonuclari

Lizofosfatidik asit, dosetaksel, dosetakseltLPA, esramustin, estramustin+LPA,
mitoksantron ve mitoksantron+LPA uygulanan hiicrelerde apoptozisin belirlenmesi
amaci ile Annexin V kiti kullanildi ve Annexin V baglanma diizeyleri akis
sitometrisi ile belirlendi.

Yapilan bu calismada, PC3 hiicreleri kullanilarak apoptozis olgiimleri yapildi.

Annexin V kiti kullanilarak yapilan 6l¢timde, ilaglar ve LPA ile muamele edilmeyen
ve kit prosediiriinde yer alan hiicre boyama islemi yapilmayan hiicreler ile akis
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sitometrisinde kap1 alindi. Kap1 alinan PC3 hiicrelerinin akis sitometrisi goriintiisii
Sekil 4.24°de gosterildi. Apoptozis deneyleri 8 kez tekrarland.

Kapi1 Alman Hiicreler
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Sekil 4.24. Kap1 alinan PC3 hiicrelerinin akig sitometrisi goriintiisii.

Grup 1: Kontrol grubu i¢in lizofosfatidik asit (LPA), dosetaksel, estramustin ve
mitoksantron ile muamele edilmeyen hiicreler kullanilarak 6l¢iim yapildi. 24 saat
inkiibasyondan sonra gergeklestirilen Ol¢limde elde edilen sonuglar Sekil 4.25°de
gosterildi.

Kontrol

Sekil 4.25. ilag ve lizofosfatidik asit (LPA) uygulanmayan kontrol grubu PC3 hiicrelerinin akis
sitometrisi goriintiisii.
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QI bolgesinde gosterilen nekroza giden hiicrelerin orant % 12.1, Q2 bolgesinde
gosterilen apoptozise giden hiicrelerin orant % 0.9, Q3 bolgesinde gosterilen canli
hiicrelerin oran1 % 85.2 ve Q4 bdlgesinde gosterilen erken apoptotik hiicrelerin orani
% 1.8 olarak bulundu.

Grup 2: Bu grupta bulunan hiicrelere 10 uM lizofosfatidik asit (LPA) uyguland1 ve
24 saat inkiibasyondan sonra elde edilen sonuglar Sekil 4.26’da gdsterildi.
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Sekil 4.26. Lizofosfatidik asit (LPA) uygulanan PC3 hiicrelerinin akis sitometrisi goriintiisii.

Q1 bolgesinde gosterilen nekroza giden hiicrelerin orant % 6.2, Q2 bdlgesinde
gosterilen apoptozise giden hiicrelerin orant % 0.7, Q3 bolgesinde gosterilen canli
hiicrelerin oran1 % 90.5 ve Q4 bolgesinde gosterilen erken apoptotik hiicrelerin orani
% 2.6 olarak bulundu.

Grup 3: Bu grupta bulunan hiicrelere 10 mM dosetaksel uygulandi ve 24 saat
inkiibasyondan sonra elde edilen sonuglar Sekil 4.27°de gosterildi.
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Sekil 4.27. Dosetaksel uygulanan PC3 hiicrelerinin akis sitometrisi goriintiisil.

Q1 bolgesinde gosterilen nekroza giden hiicrelerin orant % 32.8, Q2 bdlgesinde
gosterilen apoptozise giden hiicrelerin orant % 37.3, Q3 bolgesinde gosterilen canli
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hiicrelerin oran1 % 27.9 ve Q4 bdlgesinde gosterilen erken apoptotik hiicrelerin orani
% 1.9 olarak bulundu.

Grup 4: Bu grupta bulunan hiicrelere 10 mM dosetaksel ve 10 uM lizofosfatidik
asit (LPA) uyguland1 ve 24 saat inkiibasyondan sonra elde edilen sonuglar Sekil
4.28°de gosterildi.

Dosetaksel + Lizofosfatidils Asit
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Sekil 4.28. Dosetaksel + LPA uygulanan PC3 hiicrelerinin akis sitometrisi goriintiisii.

Q1 bolgesinde gosterilen nekroza giden hiicrelerin oran1 % 38.6, Q2 bdlgesinde
gosterilen apoptozise giden hiicrelerin orant % 20.4, Q3 bolgesinde gosterilen canli
hiicrelerin oran1 % 38.5 ve Q4 bolgesinde gosterilen erken apoptotik hiicrelerin orani
% 2.4 olarak bulundu.

Grup 5: Bu grupta bulunan hiicrelere 10 uM estramustin uygulandi ve 24 saat
inkiibasyondan sonra elde edilen sonuglar Sekil 4.29°da gosterildi.
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Sekil 4.29. Estramustin uygulanan PC3 hiicrelerinin akis sitometrisi goriintiisii.
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Q1 bolgesinde gosterilen nekroza giden hiicrelerin orant % 7.7, Q2 bdlgesinde
gosterilen apoptozise giden hiicrelerin orant % 9.7, Q3 bolgesinde gosterilen canli
hiicrelerin oran1 % 68.7 ve Q4 bolgesinde gosterilen erken apoptotik hiicrelerin orani
% 13.9 olarak bulundu.

Grup 6: Bu grupta bulunan hiicrelere 10 uM estramustin ve 10 uM lizofosfatidik
asit (LPA) uyguland1 ve 24 saat inkiibasyondan sonra elde edilen sonuglar Sekil
4.30°da gosterildi.

Estramustin + Lizofosfatidils Asit

=3
=
=3 "
=< 3
Ll
== e
o =3 '_: o
— = g 3 D £
E . =
IEETEIIYTEYEE] . r f ¢ WU T T T L LR | T
- O ro 1o~ o™ 1=
FIT-a

Sekil 4.30. Estramustin + LPA uygulanan PC3 hiicrelerinin akis sitometrisi goriintiisii.

Q1 bolgesinde gosterilen nekroza giden hiicrelerin oran1 % 22.8, Q2 bdlgesinde
gosterilen apoptozise giden hiicrelerin orant % 4.0, Q3 bolgesinde gosterilen canli
hiicrelerin oran1 % 73.0 ve Q4 bdlgesinde gosterilen erken apoptotik hiicrelerin orani
% 0.2 olarak bulundu.

Grup 7: Bu grupta bulunan hiicrelere 0.2 uM mitoksantron uygulandi ve 24 saat
inkiibasyondan sonra elde edilen sonuglar Sekil 4.31°da gosterildi.
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Sekil 4.31. Mitoksantron uygulanan PC3 hiicrelerinin akis sitometrisi goriintiisii.
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Q1 bolgesinde gosterilen nekroza giden hiicrelerin orant % 5.7, Q2 bdlgesinde
gosterilen apoptozise giden hiicrelerin orant % 3.4, Q3 bolgesinde gosterilen canli
hiicrelerin oran1 % 79.8 ve Q4 bdlgesinde gosterilen erken apoptotik hiicrelerin orani
% 11.0 olarak bulundu.

Grup 8: Bu grupta bulunan hiicrelere 0.2 uM mitoksantron ve 10 uM lizofosfatidik
asit (LPA) uyguland1 ve 24 saat inkiibasyondan sonra elde edilen sonuglar Sekil
4.32’de gosterildi.

Mitoksantron + Lizofosfatidilk Asit
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Sekil 4.32. Mitoksantron + LPA uygulanan PC3 hiicrelerinin akis sitometrisi goriintiisi.

Q1 bolgesinde gosterilen nekroza giden hiicrelerin oran1 % 7.0, Q2 bdlgesinde
gosterilen apoptozise giden hiicrelerin oran1 % 1.7, Q3 bolgesinde gosterilen canli
hiicrelerin oran1 % 86.4 ve Q4 bolgesinde gosterilen erken apoptotik hiicrelerin orani
% 4.9 olarak bulundu.

Akis sitometrisinden elde edilen LPA, dosetaksel, dosetaksel+LLPA, estramustin,
estramustin+LPA, mitoksantron ve mitoksantron+LPA gruplarinin apoptozis dl¢lim
sonuclar1 Tablo 4.1°de verildi.

Tablo 4.1. Lizofosfatidik asit (LPA), dosetaksel, dosetaksel+LPA, estramustin, estramustin+LPA,
mitoksantron ve mitoksantron+LPA uygulanan PC3 hiicrelerinin apoptozis degerleri.

Nekroz | Total apoptozis | Canli hiicre % | Erken
Grup % (Q1) | % (Q2) (Q3) apoptozis %o
Q4
Kontrol 12.1 0.9 85.2 1.8
LPA 6.2 0.7 90.5 2.6
Dosetaksel 32.8 37.3 279 1.9
Dosetaksel+LPA 38.6 20.4 38.5 24
Estramustin 7.7 9.7 68.7 13.9
Estramustin+LPA 22.8 4.0 73.0 0.2
Mitoksantron 5.7 34 79.8 11.0
Mitoksantron+LPA | 7.0 1.7 86.4 4.9

56




QI : Nekroza giden hiicrelerin yiizde orani.

Q2 : Total apoptozise giden hiicrelerin yiizde orani.
Q3 : Canli1 hiicrelerin yiizde orani.

Q4 : Erken apoptotik hiicrelerin yiizde orani.

Lizofosfatidik asit, dosetaksel, estramustin ve mitoksantron uygulanan PC3
hiicrelerinin, apoptozis Ol¢limii sonucunda elde edilen sitotoksisite sonuglar1 Sekil
4.33’de verilmistir. Bu sonuglara gore, PC3 hiicrelerinde lizofosfatidik asit kontrol
grubuna gore sitotoksisiteyi azaltan etki gosterdi. Dosetaksel, estramustin ve
mitoksantron uygulanan gruplar kontrol grubu ile kiyaslandigi zaman, dosetaksel,
estramustin ve mitoksantronun sitotoksik etkisi oldugu goriildii. Dosetaksel + LPA,
estramustin + LPA, mitoksantron + LPA uygulanan gruplarin sirasiyla dosetaksel,
estramustin ve mitoksantron gruplarindan daha diisiik sitotoksisik etki gosterdigi
belirlendi. Boylece, LPA’nin ila¢ gruplarinin neden oldugu sitotoksisiteyi azalttig
belirlendi.
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Kontrol Lizofosfatidik  posetaksel Dasetaksel Estramustin  Estramustin pjitoksantron  Mitaksantron
Asit (10 um) {10 mM) [10mM) + {10 uM) {10uM) + (0.2uM) (0.2uM) +
LPA (10 M) LPA (10 M) LPA (10 M)

Sitotoksisite

Sekil 4.33. Lizofosfatidik asit, dosectaksel, dosetaksel+LPA, estramustin, estramustin+LPA,
mitoksantron ve mitoksantrontLPA uygulanan PC3 hiicrelerinin sitotoksisite (nekroz,
erken apoptozis ve total apoptozise giden hiicrelerin toplami) sonuglari.

Lizofosfatidik asit, dosetaksel, dosetaksel+LLPA, estramustin, estramustintLPA,
mitoksantron ve mitoksantron+LPA uygulanan PC3 hiicrelerinin apoptozis deneyi
sonucunda elde edilen % canli hiicre sonuglar1 Sekil 4.34°de gosterildi. Sonuglara
gore LPA grubuna ait % canli hiicre sayisinin kontrol grubundan daha yiiksek
oldugu goriildii. Dosetaksel, dosetaksel + LPA, estramustin, estramustin + LPA ve
mitoksantron gruplariin % hiicre sayisi sonuglarinin, kontrol ve LPA gruplarindan
daha diisiik oldugu goriildii. Elde edilen sonuclara gore, LPA’nin % canli hiicre
sayisint arttirdigi bulundu.
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Sekil 4.34. Lizofosfatidik asit, dosetaksel, dosetaksel+LPA, estramustin, estramustin+LPA,

mitoksantron ve mitoksantron+LPA uygulanan PC3 hiicrelerinin canli hiicre yiizdeleri.
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TARTISMA

Prostat kanseri bat1 toplumlarinda erkeklerde en sik goriilen kanser tiirtidiir (27).
Prostat kanseri tanist konulan hastalarin % 30’unda ileri evre hastalik mevcuttur.
Bununla beraber % 25 hastada, takipleri sirasinda ileri evre hastalik grubuna
girmektedir (132). Prostat kanserinin tedavisinde son yillarda olduke¢a etkili
caligmalar yapilmistir. Fakat tekrarlanan terapiler, uygulanan yontemler hastalarda
yan etkilerin ortaya ¢ikmasina ve toksik etkinin hastaya zarar vermesine baslar. Bu
durum hastanin yasam kalitesinin diismesine, hatta sekonder nedenle 6liimiine neden
olabilir. Tekrarlanan terapiler sonrasinda, prostat kanseri hastalarinda hastaliga
diren¢ mekanizmalar1 gelismektedir (133). Metastatik prostat kanserlerinde temel
olarak kullanilan tedavi yontemi cerrahi ya da medikal kastrasyon olmasina ragmen,
bu hastalarin ¢ogunda 18-24 ay igerisinde hormona diren¢ gelismektedir (51).
Baslangigta “androjen bagimli” tlimoérler, tipki normal prostat epiteli gibi androjen
yoklugunda gerilerler. Cerrahi ya da medikal kastrasyona ragmen biiyiimesine devam
eden tiimor “androjen bagimsiz” olarak adlandirilir (134). Bu tiimorler degisik
hormonal yaklagimlara yanit verebilirler. Degisik hormonal yaklagimlara cevap
vermeyen timdr “hormona direngli” olarak kabul edilir. ilk asamada androjen
baskilayici tedaviler uygulanan ve daha sonra ilerleyen prostat kanserlerinde en sik
kullanilan yontem antiandrojenlerin geri ¢ekilmesidir. Bu asamadan sonra ikincil
hormonal tedaviler ve sitotoksik kemoterapiler yer almaktadirlar (54).

Kemoterapi, insan viicudunda anormal ¢ogalan ve saglikli dokulara zarar veren
hiicrelerin biiyiime ve c¢ogalmalarmi durdurmayi veya yok etmeyi amaglayan bir
tedavi bicimidir. Kemoterapide kullanilan ilaclar oldukca ¢esitlilik gostermektedirler.
Standart olarak kabul edilebilecek kemoterapi ajanlar1 temel olarak anormal bdliinen
hiicreleri hedef alirlar ve bu hiicrelerin ¢ogalmasini durdurmay1 ve yok etmeyi
amaclarlar. Standart kemoterapi ilaclarinin yanisira, giinlimiizde direk zararh
hiicrelere yonelik hedefleyici ajanlar, bagisiklik sistemini gili¢lendiren ilaclar,
hormonal ajanlar ve zararl hiicrelerin biyolojilerini degistirmeyi amaglayan ilaglar
artan siklikta kullanilmaktadirlar. Her ne kadar kemoterapi ilaglar1 anormal olarak
cogalmakta ve biiyiimekte olan zararh hiicreleri hedefliyorsa da, ¢ogu kere normal
hiicre biiyiime ve ¢ogalmasina da etki etmektedirler (135).

Etkili bir kemoterapi tedavisi apoptozis sinyal yolagini indiiklemelidir. Fakat,
kanser hiicrelerinde ilag direncinin gelismesi veya diger bazi hiicre i¢i sinyallerin
kanser hiicrelerinde degisime ugramasi sonucu, apoptotik sinyal yolaginda hasar
meydana gelebilir.

Prostat kanseri tedavisinde kullanilan kemoterapi ajanlarindan olan dosetaksel,
estramustin ve mitoksantron bu calismada kullanilan ilaglardir. Dosetaksel bazli
tedaviler, metastatik hormon direngli prostat kanseri hastalarindaki ilk standart tedavi
yaklagimi olarak kabul edilmislerdir (136, 137). Dosetaksel semisentetik taksanin
stabil mikrotubul olusturan tiirevidir. Dosetaksel’in bu yollarla, hiicre dongiisiinii
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bloke ettigi ve apoptozisi uyarirdigr gosterilmistir (138). Prostat kanseri
kemoterapisinde kullanilan bir diger ila¢ olan estramustinin, mikrotubul baglh
proteine veya tubuline baglanarak ve mikrotubul fonksiyonunu inhibe ederek etkisini
gosterdigi bildirilmistir (73). Ayrica, serum testosteron diizeyinde diger estrojenlere
(diethylstilbestrol gibi) benzer sekilde 6nemli oranda azalmaya sebep olabilmektedir
(71). Ancak asil etki mekanizmasinin “mikrotiibiil iligkili proteinlere” baglanmak
siiretiyle olustugu diisiiniilmektedir (11, 139). Niikleer matriks diizeyinde baglandig:
ve DNA replikasyonunu etkiledigi iddia edilmistir (75). Estramustin de diger nitrojen
mustard kombinasyonlar1 gibi, kanser hiicrelerinde Bcl-2 proteinini fosforilleme
yoluyla mikrotiibiilleri bozarak apoptozisi uyardigi gosterilmistir (140, 141).
Mitoksantron ise, antrasiklin tiirevi antineoplastik kemoterapi ajanidir, DNA
yapisinda hasara neden olarak ve hiicre siklusunu geciktirerek etki gosterir (10).
Mitoksantron DNA zincirini kirmak, DNA’ya eklenmek, DNA sentezini inhibe
etmek, DNA agregasyonuna yol agmak ve hiicre siklusunu geciktirmek yollariyla
etki gosterir (79). Mitoksantronun bir¢cok kanser hiicre tipinde apoptozisi indiikledigi
gosterilmistir (142).

Etkili bir kemoterapi tedavisinde kullanilan kemoterapétikler, apoptozis sinyal
yolagini indiiklemelidir. Fakat, kanser hiicrelerinde ila¢ direncinin gelismesi veya
diger bazi hiicre i¢i sinyallerin kanser hiicrelerinde degisime ugramasi sonucu
apoptotik sinyal yolaginda hasar meydana gelebilir (18). Yapilan bir¢ok calismada
cesitli kanser hiicrelerinde LPA sentezinin arttifi, LPA sentezlenmesinde gorevli
enzim olan lizoPLD’nin gen ekspresyonunun arttigr gosterilmistir. Lizofosfatidik
asit, hiicre iginde G protein bagl reseptorleri araciligiyla hiicre proliferasyonu,
migrasyon ve sagkalimda indiikleyici olarak etki gdosterir. Ayrica, apoptozis
yolaginin inhibe edilmesinde de fonksiyonu vardir (18, 143, 144). Lizofosfatidik
asidin bu Ozelliklerinin anlasilmasindan sonra, ¢esitli kanser hiicrelerinde
kemoterapotiklerin olusturdugu sitotoksisiteye karst LPA’nin etkisi incelenmistir.
Samadi ve arkadaslarinin (18) yaptig1 bir ¢alismada MCF-7 meme kanseri ve MDA-
MB-435 melanoma hiicre dizilerinde taksoliin indiikledigi apoptozise karsi
lizoPLD’nin etkisi aragtirllmis ve lizoPLD aracili olarak sentezlenen LPA’nin
apoptozisi inhibe ettigi ve kullanilan kemoterapi ajaninin sitotoksisitesini diigtirdiigti
goriilmiistiir. ~ Bu calismada, kemoterapi ajanlarmin kullanildigir hiicrelerde
apoptozisin,bu hiicrelere LPA eklendiginde diistiigli goriilmiistiir.

Yapilan bazi calismalarda, LPA’nin hiicre kiiltiiriinde kullanilan dozlari
belirlenmistir. Umezu-Goto ve arkadaslar1 (105) yaptiklart bir ¢aligmada, A-2058
melanoma hiicrelerinde LPA’nin en etkin dozunu 10 uM olarak belirlemislerdir. Bu
calismada PC3 hiicrelerinde LPA doz denemesi yapildi. Lizofosfatidik asit 1 uM,
SuM, 10 uM ve 15uM konsantrasyonlarda hiicre kiiltiiriine eklendi. 24 saat
inkiibasyon yapildiktan sonra en etkin LPA dozunun 10 pM oldugu belirlendi. Daha
sonra yapilan hiicre proliferasyonu, koloni olusumu ve apoptozis deneylerinde 10
uM LPA kullanildi. Xie ve arkadaglar1 (89) PC3 hiicreleri ile yaptigi ¢alismada 10
uM LPA dozunu kullanmislardir. Bu aragtirmacilarin PC3 hiicrelerinde kullandiklar
LPA dozu bizim kullandigimiz doz ile tamamen uyumludur. Ptaszynska ve
arkadaslar1 (145), insan umbilikal ven endotel hiicreleri (HUVEC) ile yaptiklar
deneylerde 1-5 puM arasindaki LPA’y1r kullanmiglardir. Arastirmacilarin farkl
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dozlarda LPA kullanilmasinin nedeni, farkli tip hiicre dizilerinde c¢aligilmalari
olabilir.

Metastaz anjiogenez, invazyon, migrasyon-motilite ve proliferasyon gibi
birbirleriyle iligkili bir dizi basamakla gerceklesir. Yapilan bir¢ok c¢alismada
LPA’nin kanser hiicrelerinde fazla sentezlendigi ve metastazin basamaklar1 olan
proliferasyonu ve migrasyonu arttirdigi ve bu yolla metastazda etkili olabilecegi
bildirilmigtir (146).

Prostat kanseri PC3 hiicrelerinde kullanilan bazi kemoterapi ajanlarinin
olusturdugu hiicre toksisitesini gosterebilmek i¢in, hiicre proliferasyonu, koloni
olusumu ve apoptozis deneyleri yapildi. Hiicre proliferasyon deneylerinde LPA,
dosetaksel, dosetaksel+LPA, estramustin, estramustintLPA, mitoksantron ve
mitoksantron +LPA PC3 hiicrelerine uygulandi.

Hiicre proliferasyonunun LPA grubunda kontrol grubuna gore arttigr goriildii.
Son zamanlarda yapilan ¢alismalardan elde edilen bilgilere gore, LPA’nin Ras-ERK
yolagi ile PC3 hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu arttirdig: tespit edilmistir (147).
Yaptigimiz bu ¢alismada elde edilen bulgular, daha 6nceki ¢alismalarin sonuglari ile
uyum i¢indedir.

Bu calismada, dosetakselin hiicre proliferasyonu iizerine etkisi incelendi. Ilag
uygulanmayan kontrol grubuna gore, dosetakselin hiicre proliferasyonunu diistirdiigii
goriildii. Daha Once yapilan calismalarda gosterildigi gibi, dosetaksel hiicrelerde
sitotoksik antimikrotubul ajan olarak fonksiyon gdosterir ve apoptozis yolagini aktive
eder. Dosetaksel uygulanan hiicreler de apoptozise gittigi i¢in hiicre proliferasyonu
diiser (148). Dosetaksel LPA ile birlikte uygulandiginda, LPA’nin apoptozisi inhibe
etmesi ile hiicrelerin proliferasyonunda artis goriildii (113). Bu bulgu Kramer ve
arkadaslar1 (148) ile Samadi va arkadaslarinin (18) sonuglari ile uyumludur.

Bu calismada, estramustin uygulanan hiicrelerin proliferasyonunda kontrol
grubuna gore azalma gozlenmistir. Fakat estramustin uygulanan hiicre grubu ile
dosetaksel uygulanan hiicre grubu kiyaslandiginda, dosetaksel uygulanan hiicre
grubunda proliferasyonun daha fazla azalma gosterdigi tespit edilmistir. Hiicrelere
estramustin ile birlikte LPA uygulandiinda, estramustin grubuna gore hiicre
proliferasyonunda artis gozlenmistir. Estramustin ile ilgili yapilan caligmalarda
belirtildigi gibi, estramustin mikrotubul fonksiyonunu inhibe ederek ve DNA
replikasyonunu etkileyerek, hiicrenin o6liimiine neden olmaktadir ve apoptozis
yolagini etkin hale getirmektedir. Lizofosfatidik asidin hiicre sagkaliminda etkin rol
oynadig1 daha once yapilan caligmalarda bildirilmistir. Literatiirde yer alan bilgiler
ile uyumlu olarak yaptigimiz bu calismada da, LPA’nin estramustinin olusturdugu
hiicre toksisitesine kars1 koruyucu bir etkisi tespit edilmistir.

Mitoksantron ile yaptigimiz bu calismada, mitoksantronun ila¢ uygulanmayan
kontrol grubuna gore hiicre proliferasyonunu diisiirdiigii gortildii. Benzer sekilde
mitoksantron ile LPA birlikte uygulandiginda, LPA’nin mitoksantronun neden
oldugu hiicre oliimiine karsi hiicrelerin proliferasyonunu arttiran etkisi bulundu.
Biitiin bu sonuglardan elde ettigimiz bilgilere goére, LPA’nin prostat kanseri
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kemoterapisinde kullanilan dosetaksel, estramustin ve mitoksantronun olusturdugu
hiicre toksisitesine karsi koruyucu etkisinin oldugu ve hiicre proliferasyonunu
arttirdig tespit edildi.

Ilag gruplar arasinda degerlendirme yapildiginda ise, en etkili ilacin dosetaksel
oldugu goriildii. Bunun nedeni, dosetaksel'in olusturdugu mikrotubuliin  (ortalama
13.4 tubulin subiinitesi) biiylik olmasi, hiicre i¢ine daha hizli alinmasi ve hiicre i¢inde
daha uzun siire kalmasi olabilir. Bu 06zelliklerinden dolayr in vivo ve in vitro
antitimor aktivite ¢calismalarinda dosetaksel'in  daha kuvvetli oldugu goriilmiistiir
(63, 149).

Cesitli kanser hiicreleri ile yapilan g¢alismalarda LPA uygulanan hiicrelerin,
hiicre sayis1 ve koloni olusumu, hiicre sayma yontemi veya koloni olusturma teknigi
ile incelenmistir (150). Bu calismada yapilan hiicre proliferasyonu deneyinin
ardindan, LPA ve kemoterapi ilaglarinin uygulandigi hiicrelerde koloni olusumu
incelenmistir.

[la¢ uygulanmayan kontrol grubu ile kiyaslandiginda, LPA uygulanan hiicrelerin
olusturdugu koloni sayisinin arttigi, buna karsi dosetaksel, estramustin ve
mitoksantron uygulanan hiicrelerin olusturdugu koloni sayisinin kontrole gore daha
diisiik oldugu goriildii. Dosetaksel+LPA, estramustintLPA ve mitoksantron+LPA
uygulanan hiicre gruplarinda, koloni sayilar1 kontrol grubuna gore diisiik, sirasiyla
dosetaksel, estramustin ve mitoksantron gruplarina gore yiiksek, LPA grubuna gore
diisiik olarak gozlendi. Yapilan diger bir calisma da benzer sekilde LPA’nin
yumurtalik kanseri hiicrelerinde koloni olusumunu arttiran etkisi gézlenmistir (150).
Bu sonuglara gore, PC3 hiicrelerinde kemoterapi ilaglarinin olusturdugu toksisiteye
karsi LPA’nin koloni olusumunu arttirdig1 ve hiicreleri korudugu sonucuna varildi.

Yaptigimiz bu caligmada LPA, dosetaksel, dosetaksel+LPA, estramustin,
estramustintLPA, mitoksantron ve mitoksantrontLPA ile muamele edilen PC3
hiicrelerinin apoptotik davranist incelendi. Akis sitometrisi ile yapilan deneylerin
sonucunda elde ettigimiz bilgilere gore, kontrol grubunun canli hiicre sayist (Q3)
85.2 olarak belirlendi. Bulunan sonuglara gore, LPA’nin kontrole gore canli hiicre
sayisini arttirdigi tespit edildi. Lizofosfatidik asit uygulanan hiicrelerde apoptozise
giren hiicre sayist (Q2+Q4) 3.3 olarak belirlendi. Hiicrelerin sagkaliminin artmasi ve
apoptozisin engellenmesi  i¢gin ERK aktivasyonu gereklidir. LPA  sagkalimi
arttirmak i¢in MAPK/ERK aktivasyonunu saglar. LPA, ERKI1/ERK2
fosforilasyonunu gergeklestirerek bu mekanizmayr aktive  eder ve  hiicre
sagkalimmi arttirir  (113).  Lizofosfatidik asit, G; proteini araciligiyla
Gpo—EGFR—Ras—Raf->MEK—ERK sinyalini baslatir ve ERKI/ERK2
aktivasyonunu gerceklestirerek hiicre sagkalimmi arttirir (113). Insan tiimérlerinin
%30’unda Ras/Raf/MEK/ ERK yolunun asir1 aktivasyonu s6z konusudur (151).
Prostat kanseri ile birlikte bir¢ok tiimor hiicresinde ERK aktivasyonu artig gosterir.
Bizim buldugumuz sonuglarda LPA uygulanan hiicrelerde sagkalimin artmasinin ve
apoptozisdeki azalmanin nedeni LPA’nin ERK aktivasyonuna neden olan sinyal
yolagini aktive etmesi olabilir.
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Bu ¢alismada PC3 hiicrelerinde, kemoterapi ilaglar1 olan dosetaksel, estramustin
ve mitoksantronun indiikledigi apoptozise kars1 LPA’nin etkisi incelendi.

Dosetaksel uygulanan hiicrelerde apoptozise giren hiicre sayist (Q2+Q4) 39.2
olarak belirlendi. Hiicrelere dosetaksel ile birlikte LPA uygulandiginda apoptozise
giren hiicre sayis1 (Q2+Q4) 22.8’e diistii. Bu verilere gore, LPA’nin dosetakselin
neden oldugu apoptozisi inhibe ettigi tespit edildi. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda
bildirildigi gibi, dosetaksel hiicrelerde mikrotubul stabilizasyonunu saglayarak
sitotoksik antimikrotubul ajan olarak fonksiyon gdosterir ve apoptozis yolagini aktive
eder (148). Bcl-2 degisik uyarilarla olusan apoptozisi baskilayabilen, Bcl-2 ailesine
ait antiapoptotik proteindir. insanda en az 17 Bcl-2 ailesi vardir. Anti-apoptotik Bcl-2
ailesi iiyelerinin en iyi bilinenleri: Bcl-2, Bel-X1, Mcl-1’dir. Daha 6nce yapilan
caligmalarda, insan prostat kanseri PC3 hiicrelerinde Bcl-2 nin normal hiicrelere gore
3 kat daha fazla ekprese oldugu bildirilmistir (152). Dosetaksel Bcl-2 proteininin
fosforilasyonunu ve inaktivasyonunu indiikleyerek hiicrenin apoptozise gitmesini
saglar. Bizim buldugumuz sonuglarda dosetaksel uygulanan hiicrelerdeki apoptozisin
artmasimin nedeni Bcl-2 proteininin inaktivasyonunun ger¢eklesmesi olabilir.
LPA’nin aktive ettigi ERK sinyali Bcl-2 proteininin ekspresyonunu arttirarak
dosetakselin etkisini azaltir (153). LPA’nin aktive ettigi ERK sinyali Bcl-2
proteininin ekspresyonunu arttirarak dosetakselin etkisini azaltir (153).

Estramustin uygulanan hiicrelerde, apoptozise giren hiicre sayis1 (Q2+Q4) 23.6
olarak belirlendi. Hiicrelere estramustin ile birlikte LPA uygulandiginda hiicre sayisi
(Q2+Q4) 4.2°ye diistii. Bu arastirmanin sonuglarina goére, LPA’nin estramustinin
neden oldugu apoptozisi inhibe ettigi tespit edildi. Estramustin, diger mikrotubul
ajanlar1 gibi apoptozise neden olur. Estramustin, nitrojen mustard komponentinin
alkilleyici 6zelligi ile mikrotubul fonksiyonunu inhibe ederek ve Bcl-2 proteinin
fosforilasyonu yoluyla apoptozise neden olur (154). Bizim buldugumuz sonuglarda
estramustin uygulanan hiicrelerdeki apoptozisin artmasinin nedeni, estramustinin
Bcl-2 proteinini fosforillemesi olabilir.

Mitoksantron uygulanan hiicrelerde, apoptozise giren hiicre sayist (Q2+Q4) 14.4
olarak bulundu. Hiicrelere mitoksantron ile birlikte LPA uygulandiginda apoptozise
giren hiicre sayis1 (Q2+Q4) 6.6 olarak tespit edildi. LPA’nin mitoksantronun neden
oldugu apoptozisi inhibe ettigi tespit edildi. Mitoksantron, DNA topoizomeraz II’yi
stabilize ederek ve serbest radikaller olusturarak DNA {izerinde kiriklar olusturur.
Boylece mitoksantron hiicre oOliimiine neden olur. Topoizomeraz, DNA'nin
topolojisinde goriilen bir izomeraz enzimidir. Topoizomerazlar, DNA’nin uzaydaki
tic boyutlu geometrik seklini degistirir. Topoizomeraz II DNA’nin iki kolunu da
kirar. Mitoksantron, topoizomeraz II inhibitorii olarak apoptozise neden olur. Ayrica,
yapilan bazi caligmalarda, mitoksantronun diger bir mekanizma olan c-jun
aktivasyonunu gerceklestirerek kanser hiicrelerinde apoptozise neden oldugu
bildirilmistir. C-jun aktivasyonu ise ERK tarafindan diizenlenir (142, 155).
Mitoksantron hiicrede, MEKK1—-MKK4—JNK—c-JUN iletim mekanizmas1 ile
apoptozise neden olur (156). Bizim buldugumuz sonuglara goére, mitoksantron
uygulanan hiicrelerdeki apoptozisin artmasinin nedeni c-jun sinyal yolaginin aktive
olmasi olabilir.
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Bu aragtirmanin sonuclarina gore PC3 hiicrelerinde en ¢ok apoptozise neden
olan ilacin dosetaksel oldugu goriildii.

Literatiirde ¢esitli kemoterapi ilaglar1 ile yapilan c¢alismalarda ilaglarin neden
oldugu hiicre sitotoksisitesi gosterilmistir (142, 157). Ayrica, LPA’nin hiicre
sagkalimini, proliferasyonunu ve migrasyonunu artirdigini gosteren bir¢cok calisma
vardir (158, 159). Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda degisik hiicre hatlarinda LPA ile
kemoterapi ilaclarinin etkilesimi incelenmistir. Ancak, literatiirde prostat kanseri
PC3 hiicrelerinde bazi1 kemotreapi ilaglarinin neden oldugu hiicre toksisitesi {izerine
LPA’nin etkisini inceleyen herhangi bir arastirmaya rastlanamamaistir. Bu nedenle bu
calisma prostat kanseri PC3 hiicreleri ile yapilan ilk calisma olmasi nedeniyle
literatiire katkida bulunacaktir. Yaptigimiz tiim deneylerin sonuglarina gore, LPA nin
kemoterapi ajanlarinin sitotoksik etkisini azalttigi bulundu. Kemoterapi ajanlarinin
neden oldugu hiicre sitotoksisitesini arttirmak i¢in, kanser hiicrelerinde salinimi artan
LPA miktarinin azaltilmasinin 6nemli olabilecegi kanisindayiz.
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10.

SONUCLAR

Bu aragtirmanin sonuglarini su sekilde 6zetleyebiliriz:

Prostat kanseri PC3 hiicrelerinde, lizofosfatidik asidin (LPA) en etkin dozu 10
uM olarak belirlendi.

PC3 hiicrelerinde hiicre proliferasyonu dl¢timii yapilarak, lizofosfatidik asidin
kontrol grubuna gore hiicre proliferasyonunu arttirdigi goézlendi. Lizofosfatidik
asit kontrol grubuna gore % 15,58 oraninda hiicre proliferasyonunu arttirdi.

Hiicre proliferasyonu 0Ol¢limii  sonucunda, dosetaksel, estramustin ve
mitoksantronun hiicre proliferasyonunu kontrol grubuna gore anlamli olarak
azalttiklar1 belirlendi.

Dosetaksel, kontrol grubuna gore % 62.77 oraninda hiicre proliferasyonunu
azaltti.

PC3  hiicrelerine dosetaksel 1ile birlikte LPA uygulandiginda, hiicre
proliferasyonunda kontrole gore % 48.75 azalma oldugu belirlendi. Dosetaksel
ile birlikte LPA uygulandiginda, dosetaksel uygulanan hiicrelere gore hiicre
proliferasyonunda artig goriildii.

Estramustin hiicre proliferasyonunu kontrol grubuna goére % 13.55 oraninda
azaltt1.

PC3 hiicrelerine estramustin ile birlikte LPA uygulandiginda, hiicre
proliferasyonda kontrole gore % 2.18 azalma oldugu belirlendi. Estramustin ile
birlikte LPA uygulandiginda, estramustin uygulanan hiicrelere gore hiicre
proliferasyonunda artig goriildii.

Mitoksantron hiicre proliferasyonunu kontrol grubuna goére % 32.25 oraninda
azaltt1.

PC3 hiicrelerine mitoksantron ile birlikte LPA uygulandiginda, hiicre
proliferasyonda kontrole gore % 24.14 azalma oldugu belirlendi. Mitoksantron
ile birlikte LPA uygulandiginda, mitoksantron uygulanan hiicrelere gore
hiicre proliferasyonunda artig goriildii.

Ilaglar (dosetaksel, estramustin ve mitoksantron ) ile birlikte LPA uygulanmasi
hiicre proliferasyonunu ilag gruplarina gore arttirdu.
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24, 48 ve 72 saat inkiibasyon denemelerinde hiicre proliferasyonu ol¢iim
degerlerinin, 24 saat sonunda daha yiliksek oldugu belirlendi. 24 saat
inkiibasyonun en etkili siire oldugu belirlendi.

Yapilan hiicre proliferasyonu deneyi sonuclarina goére dosetaksel hiicre
proliferasyonunu diisiiren en etkili ilag¢ olarak belirlendi.

Yapilan koloni olusumu deneyi sonuglarina gore, LPA uygulanan hiicrelerden
elde edilen koloni sayisi kontrol grubuna gore anlamli olarak ytliksek bulundu.
Kontrol grubunun koloni sayis1 100 kabul edilerek yiizdeler belirlenmistir. Bu
sonuclara gore, LPA grubunun koloni yiizdesi kontrol grubuna gore % 17.6
artt1g1 bulundu.

Dosetaksel grubunun koloni yiizdesi kontrole gére % 68.6 oraninda azalma
gosterdi.

Dosetaksel+LPA grubunun, kontrole gore koloni yiizdesini % 43.14 oraninda
azalttigr gorildi. Dosetaksel+LPA grubu, dosetaksel grubuna gore koloni
yilizdesinde artig gosterdi.

Estramustin grubunun koloni yiizdesi kontrole gore % 44.82 oraninda azalma
gosterdi.

Estramustin+LPA grubunun koloni yiizdesinde kontrole gére % 23.53 oraninda
azalttig1 goriildii. Estramustin+LPA grubunun koloni yiizdesinde estramustin
grubuna gore artis goriildi.

Mitoksantron grubunun koloni sayist kontrole gore % 41.18 oraninda azalma
gosterdi.

Mitoksantron +LPA grubunun koloni yiizdesi kontrole gore % 27.76 oraninda
azalma gosterdi. Mitoksantron +LPA grubunun koloni yiizdesi mitoksantron
grubuna gore artis gosterdi.

Kontol grubu ile kiyaslandiginda dosetaksel, estramustin ve mitoksantron
uygulanan hiicrelerde koloni olusumu azaldi.

Ilaglar (dosetaksel, estramustin ve mitoksantron ) ile birlikte LPA uygulanmasi
koloni olusumunu ilag¢ gruplarina gore arttirdi.

Prostat kanseri hiicrelerinde gergeklesen apoptozis, akis sitometri cihazinda
Anneksin V kiti kullanilarak ytizde olarak belirlendi.

Akis sitometrisi ile elde edilen apoptozis Ol¢iim sonuglarina goére, kontrol

grubunun canli hiicrelerinin yiizdesi (Q3) 85.2 ve LPA uygulanan hiicrelerin
canli hiicrelerinin yilizdesi (Q3) 90.5 olarak belirlendi.
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27.

28.

29.

30.

31.

Dosetaksel uygulanan hiicrelerde apoptozise giden hiicrelerin yiizdesi (Q2+Q4)
39.2 olarak belirlendi.

PC3 hiicrelerine dosetaksel ile birlikte LPA uygulandiginda, canli hiicre
yiizdesi (Q2+Q4) 22.8’e diistii. Bu arastirmanin sonuclarina goére, LPA’nin
dosetakselin neden oldugu apoptozisi inhibe ettigi tespit edildi.

Estramustin uygulanan PC3 hiicrelerinde, apoptozise giden hiicrelerin yilizdesi
(Q2+Q4) 23.6 olarak belirlendi.

PC3 hiicrelerine estramustin ile birlikte LPA uygulandiginda, apoptozise giden
hiicrelerin yiizdesi (Q2+Q4) 4.2’ye diistii. Bu arastirmanin sonuglarina gore,
LPA’nin estramustinin neden oldugu apoptozisi inhibe ettigi belirlendi.

Mitoksantron uygulanan hiicrelerde, apoptozise giden hiicrelerin yiizdesi
(Q2+Q4) 14.4 olarak belirlendi.

PC3 hiicrelerine mitoksantron ile birlikte LPA uygulandiginda, apoptozise
giden hiicrelerinin yiizdesi (Q2+Q4) 6.6 olarak tespit edildi. Bu aragtirmanin
sonuclarina gére, LPA’nin mitoksantronun neden oldugu apoptozisi inhibe
ettigi tespit edildi.

Bu ¢alismadan elde edilen verilere gore, PC3 hiicrelerinde en ¢ok apoptozise
neden olan ilacin dosetaksel oldugu bulundu.

Bu calismadan elde ettigimiz verilere gore, PC3 hiicrelerinde kullanilan
kemoterapi ilaglarinin (dosetaksel, estramustin ve mitoksantron) olusturdugu
hiicre toksisitesi, kanser hiicrelerinde salinnmi artan LPA aracilig ile
azalmaktadir. Bu nedenle kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi ilaclari ile
birlikte LPA sentezini engelleyen bir inhibit6riin kullanilmasi tedavi agisindan
daha yararli olabilir.
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