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OZET

Prostat kanserinin molekiiler temeli, tiimor baskilayici pro-apopototik bir protein
olan PKCd’nin inaktivasyonu ile ve biiylimeyi indiikleyen onkojenik bir protein olan
PKCe’nin aktivasyonu ile kuvvetle iliskilidir. Ciinkili kanserde bozulan oksidatif sartlar,
sisteince zengin olan her iki PKC izozimini oncelikli olarak hedef alarak yapilarinda
degisiklige neden olur. Tiyol antioksidanlarin disiilfid formlari, S-sisteinilasyon
mekanizmasi araciligiyla (PKC-S-S-Cys) PKC izozimleri ile iliskiye girerek
aktivitelerinde belirgin degisikliklere yol agar. Calismamizda, sistinin metabolik bir
prekiirsorii olan sistin dimetil estere (CDME) cevaben gelisen PKC6 ve PKCe oksidatif
regiilasyonunun farkli prostat kanseri hiicrelerinde incelenmesi amag¢lanmistir. Bu
amagla, kontrol hiicresi olan RWPE-1’de (nontiimorijenik prostat epitelyum hiicre
dizisi) ve prostat kanser hiicreleri olan LNCaP’de (androjen-bagimli prostat kanseri
hiicre dizisi) ve PC3’de (androjen-bagimsiz prostat kanseri hiicre dizisi); ileri analizler
icin uygulanacak CDME dozunu se¢gmek amaciyla WST-8’in formaza indirgenmesi
temeline dayanan hiicre sitotoksisite deneyi, CDME muamelesini takiben hiicre ici sistin
diizeylerini 6lgmek icin radyoaktif sistin baglayici protein (CBP) analizi, CDME-
indiiklii apoptozisi degerlendirmek i¢in DNA fragmantasyonu ve Kalsein-AM deneyleri,
PKCd ve PKCe enzim aktivitelerini tayin etmek i¢in nonradyoaktif analiz ve protein
ekspresyonlarin1 gostermek i¢in ise western blot deneyleri yapildi. Bulgularimiz, doz
artisina paralel olarak 0.5mM ve SmM CDME’nin, 6nce hiicre i¢i sistin diizeylerini
takibinde de Ozellikle prostat kanseri hiicrelerinin apoptozisini arttirdigini1 gostermistir.
CDME’nin bu etkisini ise PKCd aktivasyonu ve PKCe inaktivasyonu {izerinden
gergeklestirdigini saptadik. Ayrica, PKCo genine spesifik kiigiik interferans RNA
(siRNA) ile yapilan analizler PC3 hiicrelerinin 6liimiiniin PKCé’ya bagimli oldugunu
ifade etmistir. Kontrol hiicreye kiyasla o0zellikle prostat kanseri hiicrelerinde
gozlemledigimiz bu sonuglar, CDME’nin prostat kanseri tedavisinde kullanilacak olas1
terapdtik ajanlardan biri olabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Prostat kanseri, PKC5, PKCg, sistin, CDME, apoptozis



ABSTRACT

The molecular basis of prostate cancer is strongly related with inactivation of
pro-apoptotic, tumor-suppressive isozyme protein kinase C-6 (PKCd) and activation of
growth-stimulatory, oncogenic isozyme PKCe. Oxidative conditions altered in cancer
lead to change the structure both of PKC isozymes containing cysteine rich residues.
Disulfide forms of thiol antioxidants induce marked changes in PKC isozyme activity
via S-cysteinylation (PKC-S-S-Cys), e.g. PKCo stimulation and PKCg inactivation. We
aimed to investigate the oxidative regulatory responses of PKCd and PKCe to cystine
dimethylester (CDME), a metabolic precursor of cystine, in various prostate cancer
cells. For this purpose, cell cytotoxicity to select CDME doses for further assays by
WST-8 assay based on the reduction of WST-8 to formazan, CDME-induced
intracellular cystine levels by radioactive cystine binding protein (CBP) assay, apoptosis
by DNA fragmentation and Calcein AM assays, the protein expressions of PKCd and
PKCe by western blot, and both PKC enzyme activities by nonradioactive assay were
performed in prostate cancer cells, LNCaP (androgen-dependent prostate cancer cell
line) and PC3 (androgen-independent prostate cancer cell line), and RWPE-1
(nontumorigenic prostate epithelial cell line) used as control. Our findings showed that
0.5 mM and 5 mM CDME induced intracellular cystine levels and then apoptosis
depending on enhanced concentration of CDME especially in prostate cancer cells.
Additionally, we obtained that this effect of CDME arised from activation of PKCo and
inactivation of PKCe. The inhibition of PKCS gene expression by specific small
interfering RNA (siRNA) proved the cell death of PC3 depending on PKC5. These
findings obtained in prostate cancer cells compared with control cell provide that CDME
may be one of the potential therapeutic agents to use in prostate cancer therapy.

Keywords: Prostate cancer, PKCd, PKCg, cystine, CDME, apoptosis
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GIRIS ve AMAC

Prostat kanseri, giiniimiizde halen en sik tan1 konulan ve ikinci en sik 6liimciil
olan kanser tipidir [1]. Bu nedenle prostat kanserinin molekiiler mekanizmalarinin
tanimlanmasi, yeni ve daha etkin terapdtik ajanlarin bulunmasi agisindan ¢ok onemlidir.
Karsinogenezis, bircok asamalar1 iceren bir patogenezdir. Bu asamalar temel olarak,
normal bir hiicrenin kanser hiicresine transforme olmasiyla baslar, olusan bu tiimoriin
cogalmasi ve biiyiimesi ile devam eder ve en nihayetinde baska dokulara invaze olup
metastaz yapmasi ile sonuglanir. Bir¢ok hiicresel mekanizmalar, bu siireglerin gelisimine
katkida bulunur. Bunlar arasinda DNA tamir mekanizmalarinin bozulmasi, hiicre
siklusunun ve mitojenik aktivitenin asir1 derecede artmasi, anjiyogenezin artmasi, buna
karsilik hiicre-hiicre etkilesiminin ve programli hiicre 6liimii olan apoptozisin azalmasi
yer alir. Bu hiicresel olaylarda kilit rol oynayan 6nemli mediyatorlerin, ya genetik
mutasyona ugramalar1 sonucunda ya da ekspresyonlarinda meydana gelen degisiklikler
sonucunda aktive veya inaktive olmasi tiimor gelisimine ve progresyonuna neden olur
[2]. Prostat kanserinin gelismesine katkida bulunan ¢esitli mutasyonlar ve ekspresyon
degisiklikleri tanimlanmistir. Bunlar arasinda en 6nemlisi androjen reseptoriiniin (AR)
geninde meydana gelen mutasyon sonucunda, AR’nin sadece androjen tarafindan degil
diger steroidler tarafindan da aktive edilebilmesidir. Ayrica yine AR ile iliskili olarak,
Her2/neu gibi bazi onkogenlerin aktive olmasi ligand bagimsiz olarak AR’nin siirekli
uyarilmasma yol acar [3]. Ozellikle prostat kanserinde gozlenen diger 6nemli bir
mutasyon ise fosfataz ve tensin homologunu (PTEN) kodlayan gende gozlenir. Bu
mutasyon sonucunda PTEN’in inhibe olmasindan dolayi, PTEN’in hiicre canliliginin
saglanmasinda ¢ok etkin bir yolak olan Akt yolag: {izerindeki baskilayict etki ortadan
kalkar ve bir taraftan hiicre proliferasyonu artarken diger taraftan apoptozis azalir [4].
Bunun disinda; tiim kanser tiplerinin %30’unda gbzlenen tiimdr baskilayict gen p53 ve
myc proto-onkogeninin mutasyonu ile anti-apoptotik olan Bcl-2’nin, anjiyogenezin ana
mediyatorlerinden biri olan vaskiiler endoteliyal biiylime faktoriiniin (VEGF) ve matriks
metalloproteinazlarin asir1 aktivasyonlari, prostat kanseri ile iligkili olan 6nemli hiicresel
degisikliklerinden bazilaridir.

Prostat kanserinin gelisimine katilan hiicre i¢i sinyal mekanizmalar1 arasinda
protein kinaz C (PKC) ailesi olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir. Ciinkii PKC’nin {iyeleri,
hiicre siklusundan DNA tamirine, apoptozisten invazyona kadar bir¢ok 6nemli hiicresel
mekanizmalarda kilit oneme sahip mediyatorler ile direkt etkilesimlere girer [5]. Yalniz,
12 farkli izozime sahip olan PKC ailesinin tiim iiyeleri bahsedilen hiicresel olaylarda
ayn1 yonde etkiye sahip degildir, hatta tam zit etkilere sahip olan iiyeleri bulunur. PKCd
ve PKCg, bu konuda verilebilecek en giizel 6rnek ¢iftidir. PKC9, hiicre siklusunu inhibe
etmesi, DNA tamirini diizenlemesi ve programli hiicre 6liimiinii indiiklemesi nedeniyle
biliylimeyi inhibe edici etkiye sahiptir, hatta bu nedenle pro-apoptotik protein olarak
adlandirilir. Tam tersi olarak PKCeg ise, mitojenik aktiviteyi arttirtan hiicre i¢i yolaklari



uyarmasi, hiicre siklusunu indiiklemesi, apoptozisi inhibe etmesinden dolay1 biiylimeyi
indiikleyici etkiye sahiptir ve bu nedenle PKC ailesinin onkojenik potansiyele sahip
yegane iiyesi olan PKCg, onkojenik protein olarak adlandirilir [6].

Prostat kanserinin de dahil oldugu bir¢ok kanser hiicresinde, PKC¢ aktivasyonu
inhibe olurken PKCeg aktivitesi stimiile olur ve sonugta apoptozis baskilarak kanser
hiicrelerinin proliferasyonu artar. Bunun en muhtemel nedeni, bu iki PKC izoziminin
kanserde oksidatif modifikasyona ugramasidir [7]. PKC6 ve PKCe’nun aktivasyonu i¢in
gerekli olan diagilgliserol (DAG), enzimin regiilator kismina baglanir. Bu kisim ise
enzimin regiilasyonunda ¢ok 6nemli olup, hem PKCd’da hem de PKCe’da her bir yapida
6 sistein olacak sekilde iki Zn*" parmak yapisini igermektedir. Buna ilaveten katalitik
kisim da 5-8 sistein birimi icermektedir. Yapisinda toplam 16-28 sistein birimi igeren
her iki PKC izozimi, sisteince zengindir. Bundan dolay1 da, pro-oksidan sartlar veya
oksidatif stres aracilifiyla sistein birimlerinde degisiklik meydana gelir. S-tiyolasyon
olarak adlandirilan bu olay geri doniistimliidiir ve PKCd ve PKCe’nu geri doniisiimsiiz
hasardan koruyan adaptif bir mekanizmadir. Ancak enzimlerin fonksiyonlarinin
degismesine neden olmaktadir. Kanserde PKCS inaktivasyonunun ve PKCe
aktivasyonunun gozlenmesi bundan dolayidir. Bu iki PKC izozimini regiile etmesi
amaciyla diamid, okside glutatyon (GSSG), sistin, sistamin, (Cys-Gly), gibi bir¢cok
disiilfid ajan denenmis olup en etkin sonu¢ sistamin indiiksiyonunda elde edilmistir.
Piirifiye PKC3 ve PKCe’nun sistamin ile muamele edilmesi sonucunda PKCH
aktivasyonunun artt1g1, PKCe’ nunkinin ise azaldig: tespit edilmistir [8].

Bu bulgulardan yola ¢ikarak ¢alismamizda sistin prekiirsorii bir ajan olan sistin
dimetil esterin (CDME), PKC6 ve PKCe’nun regiilasyonu araciligiyla prostat kanseri
hiicrelerinin progresyonu lizerindeki etkilerini incelemeyi amagladik. Daha once yapilan
calismalarin bulgularinit baz alarak CDME’nin PKCd’yi aktive PKCe’nu ise inaktive
ederek prostat kanseri hiicrelerini apoptoza gotiirebilecegini hipotez ettik. Bu hipotezi
analiz etmek amaciyla deneyler, nontiimdrijenik prostat epitelyum hiicresi (RWPE-1) ile
androjen-bagimli (LNCaP) ve androjen-bagimsiz (PC3) olmak iizere epitelyum kokenli
iki farkli prostat kanseri hiicresinde yapildi. Tiim hiicrelerin CDME ile indiiklenmesini
takiben, sistin baglayic1 protein (CBP) deneyi araciligiyla hiicre ici sistin miktari,
western blot analizi araciliiyla PKCo ve PKCe protein ekspresyonu, Kalsein-AM ve
DNA fragmantasyon analizi ile apoptozis oranlarini ve immunpresipite numunelerde
PKCd ve PKCe enzim aktiviteleri tespit edildi. Hiicrelerin muamele edilecegi
CDME’nin dozu ise, suda ¢dziinebilen tetrazolyum tuzu-8 (WST-8)’in kullanildig: hiicre
sitotoksisitesi deneyi ile secildi. CDME indiiksiyonunu takiben prostat kanseri
hiicrelerinde gerceklesen tiim Ol¢iim sonuglart kontrol hiicrenin sonuglart ile
kiyaslanarak, CDMEnin prostat kanseri hiicreleri lizerindeki etkinligi degerlendirildi.

Calismamizdan elde ettigimiz bulgular, CDME nin kontrol hiicrenin aksine hem
androjen-bagimli hem de androjen-bagimsiz prostat epitelyum kanser hiicrelerinin
apoptozisini uyararak timor progresyonunu oOnledigini gostermistir. Yaptigimiz ileri
analizlerle bu sonucu bir adim ileriye gotiirerek, CDME’nin bu etkisini prostat
kanserinin progresyonunda tam ters etkilere sahip olan PKCd ve PKCe {izerinden



gerceklestirdigini saptadik. Her iki prostat kanser hiicresinde CDME’nin, prostat
kanserinde ekspresyonu ve aktivitesi azalan pro-apoptotik PKC& nin aktive olmasina,
tam tersi olarak ekspresyonu ve aktivitesi artan onkojenik PKCe’nun ise inaktive
olmasina neden oldugunu saptadik. Lipofilik yapisindan dolayr CDME’nin hem hiicreler
tarafindan daha kolay alinmasi hem de enzimin katalitik ve regiilator birimlerindeki
sistein birimleri ile interaksiyona girmesi, CDME’nin PKC regiilasyonundaki etkinligini
aciklamaktadir. Apoptozisde kaydedilen verilerde oldugu gibi, CDME’nin bu iki PKC
1zozimi iizerindeki regiile edici etkisi yine kontrol hiicrenin aksine belirgin olarak her iki
prostat kanseri hiicresinde ortaya ¢ikmistir. Bu iki farkli prostat kanseri hiicresinin
CDME muamelesine verdigi yanit1 kiyasladigimizda ise, androjen-bagimsiz olan PC3’e
nazaran androjen-bagimli olan LNCaP’nin CDME’e daha ¢ok hassas oldugu tespitinde
bulunduk. CDME’nin hangi PKC izozimi iizerinde daha etkin oldugunu inceledigimizde
de, PKCe’e kiyasla PKCo6’nin CDME indiiksiyonuna daha duyarli oldugunu
gozlemledik. PKCd’ya nazaran daha agresif karakterde olan onkojenik PKCe, CDME
tarafindan regiile edilebilmesi i¢in daha yiiksek CDME dozlarina ihtiya¢c duymaktadir.

CDME’nin kontrol hiicreye kiyasla prostat kanseri hiicrelerindeki anti-
proliferatif etkisi, CDME’nin prostat kanseri tedavisinde kullanilacak olasi terapdtik
ajanlardan biri olabilecegini gostermektedir. Ciinkii genel olarak kanser tedavilerinde
karsilasilan en 6nemli sorun, verilen terapétik ajanin kanser hiicrelerini 6ldiirdiigii gibi
normal hiicrelere de zarar vermesidir. Bilgilerimiz dahilinde, CDME’nin PKCd
aktivasyonu ve PKCeg inaktivasyonu iizerinden prostat kanseri progresyonunu onledigi
ilk defa bu calisma ile gosterilmistir. Bu nedenle elde ettigimiz etkili sonuglarin, sonraki
calismalarimiza ve diger arastimacilara yeni fikirler verecegini diisiinmekteyiz.



GENEL BILGILER

2.1. Karsinogenezis

Karsinogenezis, hiicrenin biiyiimesi ve farklilasmasi ile bunun kontrol edilmesi
gibi bircok biyolojik olaylar etkileyen mutasyonlarin asamali olarak bir araya gelmesi
temeline dayanmaktadir. Kanserin gelisimi siirecinde tiimor hiicreleri birgok fenotipik
ozellikler kazanir. Bu degisimler, tiimor hiicrelerinin hizli ve sinirsiz ¢cogalmalarina ve
cevre dokuya yayilmalarina neden olur. Ayrica, kendi ¢evrelerinden bagimsiz olarak
yasamini devam ettirebilen bu hiicreler, metastaz yapma 0Ozelligi sayesinde
organizmanin organlarini hasara ugratirlar. Kanser hiicreleri kaynaklandiklar1 normal
hiicrelere gore daha kisa zamanda 6lmelerine ragmen yeni hiicre olusumunun ¢ok hizl
olmasi nedeniyle hiicreler devamli birikir. Genetik anormallikler sonucunda gergeklesen
asirt hiicre birikimine ek olarak organizmanin kanser hiicrelerini tanimada ve yok
etmedeki basarisizlig1 hiicre 6liimiinii yavaglatir ve sonucta hiicre yapim/yikim dengesi
bozulmus olur.  Hiicre siklusu, apoptozis, DNA tamiri gibi anahtar hiicresel
mekanizmalardan sorumlu genlerde ve protoonkogen / tiimdr baskilayict genlerde
meydana gelen seri mutasyonlarin, malign fenotipin olusumuna katkida bulundugu
belirtilmektedir [2]. Tim bunlara ek olarak biiylime faktorleri ve reseptdrleri,
transkripsiyon faktorleri, mitojenik aktivite gibi O6nemli hiicresel sinyal iletim
basamaklarinda olusan bozukluklarin kanser olusumunda ve ilerlemesinde kilit rollere
sahip oldugu rapor edilmistir [9].

2.2. Prostat Kanseri

Prostat kanseri, halen erkeklerde en sik tan1 konulan ve artan insidansi ile beraber
akcigerden sonra ikinci en sik 6liimciil olan kanser tipidir [1]. Prostat spesifik antijenin
(PSA) prostat kanseri tanisinda kullanilmaya baslanmasindan sonra prostat kanseri
insidansinda ciddi bir artis olmustur [10]. PSA testinin yayginlasmasi ile lokal-bolgesel
hastalik insidansi artarken metastatik hastalik insidansi azalmaktadir. Amerika Birlesik
Devletleri’nde (ABD) yapilan bir ¢alisma sonucunda, 2008 yil1 itibariyle tahmin edilen
prostat kanseri olgusunun 186.300 kisi (tiim kanser olgularinin %25°1), ve Olim
olgusunun ise 90.810 kisi (tlim kanser 6liim olgularinin %10°u) oldugu rapor edilmistir
(Sekil 2.1) [1].



Estimated New Cases™
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Man-Hodgkin lymphoma 35 450 34 Mon-Hodgkin lymphoma 30670 A%
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Estimated Deaths

Males Females

Lung & bronchus Q0510 31 Lung & bronchus 71030 265
Praostate 28 640 1085 Breast 40 480 16%

Colon & rectum 24 z2d0 =5 Colon & rectum 25 700 %
Pancreas 17 sO0 (21 Pancreas 16 790 6%

Liver & intrahepatic bile duct 12 B70 % Creary 18 BZ0 &%
Leukemia 12 460 % Mon-Hodgkin lymphoma 9370 3%

Ezophagus 11 250 % Leukemia @280 3%

Urinary bladder QIR0 e 4 Uterine corpus 7470 3
Mon-Hodgkin lvmphoma 9730 3% Liver & intrahepatic bile duct 5340 %
Kidney & renal pelris 100 3% Erain & other nervous system R5R0 2%
All Sites 294 120 100% All Sites 271 530 100%

*Excludes basal and squamous cell skin cancers and in situ carcinoma except urinary bladder

Sekil 2.1. 2008 yil1 itibariyle farkli tipteki kanser olgularinin tahmini sayilar1 ve 6liim oranlari [1].

Histolojik olarak latent form ve klinik form olmak iizere iki formu olan prostat
kanseri, tek solit timordiir. Birinci gruptaki hastalik hayat boyu hi¢ tan1 konmadan
sessiz kalabilirken, ikinci gruptaki ise prostat disina sigrayarak yayilim gosterir ve ileri
evre hastalik boyutuna ulasabilmektedir. Latent formu 50 yas {lizerinde %30, 80 yas
tizerinde %60-70 oraninda tespit edilebilir. Klinik formu ise dmiir boyu her 6 bireyden
birinde ortaya cikar. Prostat kanseri etiyolojisinin biiyiik bir oraninin bilinmemesine
ragmen prostat kanseri gelisiminde, ileri yas, 1rk, etnik ve cevresel ozellikler ile genetik
temel gibi birkag risk faktori tanimlanmustir.

2.3. Prostat Kanseri Risk Faktorleri

2.3.1. Yas

Prostat kanserinin goriilme siklig1 yasla birlikte belirgin olarak artmaktadir.
Ozellikle 50 yasinin iizerindeki erkeklerde hem gériilme siklig1 hem de kanserden 6liim
orani yasa bagl olarak katlanarak 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 [11].



2.3.2. Diyet

Diyetle yiiksek oranda yag aliminin prostat kanseri insidansini arttirdigi
diisliniilmektedir. 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) i¢in de gegerlidir. Ayrica yiiksek kalsiyum tiiketiminin prostat kanseri
riskinde artigla iliskili oldugu bulunmustur [12]. Likopen, selenyum ve E-vitaminin
antioksidan etkileri sebebiyle kanserde potansiyel bir negatif faktor olduklarina dair
gesitli veriler mevcuttur [13].

2.3.3. Etnik Ozellikler ve Cevresel Faktorler

Irklara gore prostat kanseri insidanslar1 arasinda biiyiik farklar mevcuttur. Klinik
prostat kanseri insidans1 uzakdogulu erkeklerde en diisiik, iskandinav erkeklerinde ise en
yiiksektir. Ayrica, siyah derili erkeklerde prostat kanseri insidansinin ve mortalitesinin
beyazlara gore daha yliksek oldugu ve bunlarda metastatik hastaligin daha fazla oldugu
bilinmektedir. Irklar arasinda gozlenen bu degisikligin nedeninin, androjen
metabolizmasindaki farkliliklar ve diet/yasam tarzi ile kuvvetlice iliskili oldugu one
stiriilmektedir [14].

2.3.4. Genetik Polimorfizm

Prostat kanseri riskinin ailevi olarak arttig1 gosterilmistir. Babalarinda ya da
erkek kardeslerinde prostat kanseri saptanan erkelerin bu kansere yakalanma risklerinin
normal populasyona gore arttig1 gosterilmistir. Tiim prostat kanserlerinin %9'unda ve 55
yasin altindaki vakalarin %45 'inde ytiksek olasilikli otozomal dominant gegis varlig
gosterilmistir [15]. Prostat kanserinin transformasyonuna neden olabilecek bazi yiliksek
riskli genler tanimlanmistir. Bu siipheli genlere arasinda; kromozom 1q24-25 iizerindeki
HPC 1 [16], Xq27-28°de yer alan (X’e bagh gecis ile) HPC X [17], 17921 iizerindeki
BRCA 1 [18] ve 13ql2’de yer alan BRCA 2 [19], 11p36 iizerindeki CAPB [20],
1q42.2-43 {izerinde yer alan PCAP [20], ve son donemlerde 17p kromozomu iizerinde
yer alan ELAC2/HPC2 [21] bulunmaktadir.

Genetik faktorler, prostat kanserinin %10’luk gibi olduk¢a kiigiikk bir
yiizdesinden sorumlu tutulmakta ve erken yasta ortaya g¢ikan prostat kanseri ile
iliskilendirilmektedir. Buna karsilik kalitsal olmayan %90’lik biiylik oranin asil
sorumlusu ise, prostatin dogal seyri ile iligkili olan kilit 6neme sahip hiicresel
mekanizmalarda gergeklesen mutasyonlardir. Bunlar, baslica hiicre biiylimesi ve
farklilasmasinin  kontroliinii, apoptozisi, DNA tamirini ve timor slipresyonunu
diizenleyen mekanizmalara kadar genis bir alanda etki gostermektedirler [2].



2.4. Prostat Kanserinin Olusumunda ve Progresyonunda Rol Oynayan Molekiiler
Mekanizmalar

2.4.1. AR’nin Etkileri

AR, steroid ve tiroid hormon reseptorii geni siiperailesinin tyesidir ve Xql1-
12°de yer almaktadir. Bu niikleer reseptdr, hormonu sitoplazmada baglayip niikleusa
transloke eder. Niikleusda DNA baglanmasi asamasinda dimerize olan hormon,
androjene yanit veren genin promoter bdlgesine baglanarak transkripsiyonel kompleks
olugturur. AR’lerin timoér progresyonuna etkisi ii¢ farkli mekanizma ile
Ozetlenebilmektedir:

1- Reseptor ekspresyonu ve aktivasyonunda artis: Prostat kanserinin gelismesi igin AR
aktivitesi gerekli olup hastaligin ge¢ doneminde androjen ablasyonu (baskilama) tedavisi
sonrasit gen aktivasyonu ig¢in bir hedeftir. Androjen yokluguna ragmen progresyon
gosteren ileri evre prostat kanserlerinde AR dominant onkogen olarak etki etmektedir.
Androjen seviyeleri kastre diizeyde oldugu i¢in tiimorlerin yaklasik {icte birinde AR
ekspresyonu, gen diizeyinde artmistir. AR’nin asir1 ekspresyonu prostat kanserinin klinik
stireci boyunca korunur ve en ileri evre androjen bagimsiz hastalarda bile mevcuttur.

2- Nokta mutasyonlar: AR yogunlugundaki artis, AR geninde baz1 degisimlere yol agar.
Bu degisimler arasinda en ¢ok rastlanilan nokta mutasyonlaridir. Bu sayede AR, sadece
androjen tarafindan degil ¢ok sayida steroid tarafindan aktive edilebilir hale gelir.
Yapilan ¢aligmalar androjenlerin ortamda bulunmadiklari durumlarda estradiol, vitamin
D, insulin benzeri biiytime faktorii (IGF) gibi non-androjenik faktorlerin de androjenik
etkiyi baglattiklarin1 gostermektedir [22], [23]. AR nokta mutasyonlari erken evre prostat
kanserlerinde sik degildir, daha ¢ok ileri evre olan metastatik olgularda %21 oraninda
saptanmustir [3].

3- Ligand bagimsiz aktivasyon: Biiylime faktorleri ve bunlarin reseptorleri ile iliskili
olan molekiiller, sitokinler, peptid hormonlar, nérotransmitterler ve interlokin- 6 (IL-6)
gibi farkli bilesenler ligand bagimsiz olarak AR’leri aktive edebilirler. Epidermal
bliylime faktorii (EGF) reseptorii ile iliskili olan insan epidermal biiyiime faktorii
reseptorii-2 (HER2/neu) proto-onkogeninin mutasyonu, prostat kanserinde sik gézlenen
mutasyonlardan birisidir. ErbB2 olarak da bilinen HER2/neu, androjene baglh
olmaksizin biiylime faktorleri tarafindan aktive edilerek proliferatif etkileri oldukca
kuvvetli ic 6nemli yolak olan sinyal iletim ve transkripsiyon aktivatorii-3 (STAT3),
mitojen aktive edici protein kinaz (MAPK) ve Akt iizerinden hiicre i¢indeki AR’yi
uyarir. Aktive olan AR, DNA iizerindeki yanit bolgesine baglanir ve androjene bagh
genlerin transkripsiyonu gerceklesir (Sekil 2.2).

Bunun yani sira IL-6 da, AR aktivitesinde rol oynayan en 6nemli non-steroidal
diizenleyicilerden birisidir. Hiicre proliferasyonu ve apoptozis iizerine ¢ok sayida etkisi
olan IL-6’nin, prostat kanserli hastalarin serumlarinda yliksek diizeyde bulundugu
gosterilmistir [24]. IL-6’nin androjensiz ortamlarda AR {izerindeki uyarici etkisi,
androjenlerin olusturduklart maksimum etkinin yaklasik %50 kadar1 gibi yiiksek bir



boyuta ulasabilir. Ayrica ortamda androjen yogunlugu diisik boyutlardayken AR
lizerine uyarict etki IL-6 tarafindan potansiyelize edilir. Bu sinerjik etkilesim
androjenlerin dolagimdaki varliginin devam ettigi olgularda klinik olarak biiyiikk énem
tasir.

Androjen-bagimli Androjen-bagimsizyolaklar
sinyalizasyon
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Sekil 2.2. Prostat kanserinde AR sinyalizasyonu [25].

2.4.2. Androjenler ve Biiyiime Faktorleri

Prostat dokusunun biiyiimesi, gelismesi, fonksiyonel olabilmesi ve
devamliligimin siirdiiriilmesi androjenlere, Ozellikle testesteron ve dihidrotestesterona
(DHT) baghdir. Bu androjenlerin bulunmadigi durumlarda prostat dokusu apoptozise
gider ve belirgin atrofi gelisir.

EGF reseptorlerindeki asir1 ekspresyona ek olarak, transforme edici biliylime
faktorii-o (TGF-a), keratinosit biiylime faktorii (KGF), bazik fibroblast biiyiime faktorii
(bFGF) ve IGF-1 ile bunlarin reseptorlerinin ekspresyonlarinin da prostat kanserinde
artig rapor edilmistir [26]. Bu faktorlerin, hem normal hem de transforme prostat
epitelyal hiicrelerinde mitojenik ve antiapopitotik etkileri vardir. AR, biiyiitiicii
etkilerinin bir kismin1 IGF-1 iizerinden yapmaktadir (Sekil 2.2). IGF baglayici proteinler
(IGF-BP3 gibi), IGF-1’in serumdaki miktar1 iizerinde etkilidirler. Androjenler serumda
IGF-BP3’1i azaltarak serumdaki serbest IGF-1 diizeyini arttirirlar. Yapilan bir prospektif
calisma serumdaki IGF-1 miktarindaki 100 ng/ml’lik bir artisin prostat kanseri riskini 2
kat arttirdigin1 gostermistir [27].



2.4.3. Proliferatif Hiicre Ici Sinyal Yolaklar

Prostat kanserinde biiyiime faktorlerinin ve reseptorlerinin asir1 aktivasyonuna
bagli olarak hiicre ici sinyalizasyonu da artar. Proliferatif hiicre i¢i yolaklar1 olan
MAPK, fosfotidil inozitol-3 kinaz (PI3K) ve niikleer faktor-kappaB (NFkB), tiimor
hiicresinin ¢ogalmasinda merkezi 6neme sahiptirler. Bu yolaklar, biiylime faktorlerinin
reseptorlerine baglanmasini takiben aktive olurlar ve DNA’ya direkt baglanarak
transkripsiyonu arttiran mediyatorlerin sentezine aracilik ederler. MAP kinaz yolu bir
kinaz kaskadi olarak ¢alisir. Sinyalin iletimi G-protein aktivasyonu (Ras aktivasyonu) ile
baglar ve MAPK kinaz kinazin (MAPKKK) aktivasyonundan sonra sirastyla MAPK
kinaz (MAPKK) (MEK olarak da isimlendirilir) ve MAPK aktive olur. MAPK ise
sitoplazmik substratlarin1 (hiicre iskeleti elemanlari, diger protein kinazlar) ve/veya
niikleusta transkripsiyon faktorlerini fosforilasyon yoluyla aktive eder ve hiicrenin
biyolojik cevabi olusur (Sekil 2.3). Ras pro-onkogeni, kuvvetli proliferatif olmasi
nedeniyle olduk¢a 6nemlidir. Ancak kanserli bir hiicrede Ras’da meydana gelen nokta
mutasyonu (prostat kanserinde 12. ve 13. kodonlarda) sonucunda intrinsik guanozin
trifosfataz (GTPaz) aktivitesini kaybederek Ras proteini siirekli aktif formda kalir ve
boylelikle kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina aracilik eder. Ras mutasyonunun, tiim insan
kanser olgularinin yaklasik %30’unda, prostat kanseri olgularmin ise %13’inde
saptandig1 rapor edilmistir [28]. Ayrica androjen-bagimli prostat kanseri hiicresi olan
lenf nodu metastazli prostat kanseri (LNCaP) hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada Ras
onkogeninin, prostat kanseri hiicrelerini androjen-bagimli formdan ¢ok daha agresif olan
androjen-bagimsiz forma cevirerek tabloyu daha da agirlastirdigi gosterilmistir [29]. Ras
onkogenine ek olarak, Raf/MEK/Ekstraseliiler sinyal regiilasyonlu kinaz (ERK)
yolaginin da prostat kanserinde asir1 derecede eksprese oldugu, hatta bu aktivasyonun
Gleason skor ile uyumlu olarak artt1g1 saptanmistir [30].
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Biiyiime ve farklilasma sinyallerinin iletiminden sorumlu olan bir baska
mekanizma ise PI3K/Protein kinaz-B (PKB)/Akt yolagidir. Reseptoriin uyarilmasindan
sonra PI3K, hiicre membraninda inozitol fosfolipidlerin fosforilasyonunu katalizler.
Olusan fosfotidilinozitol trifosfat (PI3P), PI3P bagiml kinazlar1 (PDK) aktive ederek,
PKB ve Akt iizerinden hiicre canliligmni artiran buna karsilik hiicre 6liimiinii azaltan
proteinlerin aktivasyonuna neden olur (Sekil 2.4). Akt; tumor baskilayic1 gen olan p53
ile 6nemli pro-apoptotik proteinler olan Bad ve caspase-9’u inhibe ederek programli
hiicre 6liimiinii (apoptozisi) baskilamasi, ayrica anti-apoptotik olan Bcl-2’yi ve IkB
kinaz (IKK) tiizerinden NFkB yolagin1 aktive ederek hiicre canliligini arttirmasi
nedeniyle kanser hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasina aracilik eder. PI3K/PKB/Akt
sinyal yolaginin en 6nemli inhibit6rii olan PTEN, icerdigi fosfataz aktivitesi nedeniyle
PI3K’1 defosforile ederek fosfotidilinozitol difosfat olusunu saglar, boylece PI3K’in, Akt
iizerindeki aktivator etkisi ortadan kalkmis olur. PTEN, bir tiimdr supressor genidir ve
p53, Ras gibi mutasyonu kanserde oldukga sik rastlanilir [31]. PTEN geninde meydana
gelen delesyonlarin ve mutasyonlarin prostat, meme, endometriyum ve over gibi birgok
kanserle iligkili oldugu gosterilmistir. Ancak bunlarin arasinda en ¢ok prostat kanserinin
prognozu ile iligkilidir. Metastatik prostat kanser olgularinin yaklasik %60’inda PTEN
kayb1 saptanmustir [4].

Bilyiime Faktorleri

" Sitokinler

o
" Hormonlar

N

Sitoplazmik
ve
niikleer hedefler

Canhihk fj %% Niikleer Fonksiyonlar

Proliferasyon Translasyon
Metabolizma  Anjiyogenez

Sekil 2.4. PI3K/Akt sinyal yolaginin aktivasyonu ve regiilasyonu.

Hiicre ¢ogalmasini indiikleyen diger bir yolak olan NFkB de, MAK ve
PI3K/PKB/Akt yolaklar1 gibi karsinogenez ile olduk¢a yakindan iliskilidir. NFkB, siklin
D1’i uyararak hiicre siklusunu, c-myc’yi uyararak transkripsiyonu, Bcl-2’yi uyararak
anti-apoptotik aktiviteyi, IL-6’y1 uyararak inflamasyonu, VEGF ve siklo-oksijenaz-2
(COX-2)’yi uyararak anjiyogenezi ve son olarak da matriks metallo proteinaz-9’u
(MMP9) uyararak invazyonu ve metastazi kanser hiicrelerinde indiikler (Sekil 2.5).
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Timor nekrozis faktor-o (TNF-o) gibi pro-inflamatuvar sitokinler, bakteriyel hiicre
duvar1 komponentleri, viriisler ve DNA hasarina neden olan ajanlar tarafindan aktive
olan NFkB yolagmin transkribe ettigi IL-1 sitokini, timor hiicreleri iizerindeki
reseptoriine baglanarak yine NFkB {izerinden kanser hiicresinde etkilerini gosterir. Bu
etkiler sonucunda da yukarida bahsedildigi gibi kanser hiicreleri prolifere olurlar [32].
Prostat kanseri hiicrelerinde NFkB’nin ihibitorii olan IkB kompleksinin aktivitesinin
asirt derecede arttigr ve boylelikle NFkB’nin IkB’den ayrilarak niikleusa transloke
olarak ilgili genlerin transkripsiyonunu asir1 derecede gerceklestirdigi gosterilmistir [33].
Ayrica, NFkB’nin yine prostat kanseri hiicrelerinde AR’nin mRNA ve protein
diizeylerini ve bunun sonucunda da proliferasyonu da arttirdig1 saptanmistir. Dolayisiyla
NFkB inhibitorlerinin, androjen yoksunluk tedavisine direngli olan prostat kanseri
hastalarinin tedavisinde alternatif bir terapotik ajan olarak kullanilabilecegi ileri
siirilmektedir [34].

Klasik Yolak Alternatif Yolak

Pro-inflamatuar sitokinler
{TNF gibi), bakteri hicre
duvari bilesenleri.
virtisler ve DNA hasari

olusturan ajanlar TNF ailesinin dyeleri
HH Hiicresel Reseptor | : Hiicresel Reseptér

S
P

o=

P
\
/P ™ 2 p100°0n p52°e
@ —— Proteazomal

f

Degredasyonu
Proteazomal
Degredasyon

Hedef Genin Transkripsiyonu

p50 ) Rel-A ,—) -
=
| NFkB baglanma ) NFkB baglanma
! bélgesi bolgesi

| inflamasyon (COX2, iNOS, TNF ve IL-6) |

Baslatici immdinite (sitokinler, kemokinler.
proteazlar ve adezyon molekiilleri)

Canhhk (Bcl-xL, clAP. GADD458, BFL1 ve
S0D2)

Sekil 2.5. NFkB/IkB sinyal yolaklarinin aktivasyonu.
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2.4.4. Programh Hiicre Oliimii (Apoptozis)

Apoptozis, hem fizyolojik hem de patolojik olarak istenmeyen, hasar gormiis ya
da potansiyel olarak neoplastik hiicrelerin uzaklastirilmasinda bagvurulan bir hiicre 6lim
mekanizmasidir. Doku homeostazisi, apoptozis/proliferasyon dengesinin saglikli bir
sekilde stirdiiriilmesine baglidir ve bu dengenin bozulmasi kanser basta olmak {izere
bircok Onemli hastaligin patogenezinde rol aldigi gosterilmistir [35]. Artmis
proliferasyon ve azalmis apoptozis karsinogenezise aracilik etmektedir [36], [37].
Hiicrenin DNA’sinda  meydana gelen mutasyonlar kanser gelisimine neden
olabilecekleri i¢in bu hasarli hiicrelerin apoptozis yolu ile oldiiriilmesi biiyiik 6nem
tagimaktadir. Apoptozisin kontroliinde, Bcl-2 ailesi ve kaspazlar 6nemli roller oynarlar.
Bcl-2 ailesinin bir kisim iiyesi apoptozisi indiiklerken (Bax, Bad, Bid, Bcl-Xs), diger bir
kisim {iyesi ise inhibe eder (Bcl-2, Bel-X1). Hiicrenin yasayabilirlik durumu bu ailenin
pro-apoptotik ve anti-apoptotik iiyelerinin rolatif oranina baglidir. Bunlar arasindan da
en ¢ok apoptotik degere sahip olam1 Bcl-2/Bax’dir. Bu ikisinin birbirine orani,
malignensilerde prognostik bir deger tasir [38]. Kaspazlar ise birbirlerini aktiflestirerek
proteolitik bir kaskad olustururlar. Baglatic1 kaspazlar olan kaspaz 2, 8, 9, 10, apoptotik
uyartyla baglayan Oliim sinyallerini alip efektor kaspazlara naklederken, efektor
kaspazlar olan kaspaz 3, 6, 7 de ilgili proteinleri (6rnegin, hiicre iskeleti proteinleri aktin
veya fodrin, niikleer membran proteini lamin A, DNA fragmante edici faktor (DFF),
poli-adenozin difosfat riboz-polimeraz (PARP), endoniikleaz G) pargalayarak apoptotik
hiicre morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar [39].

Apoptozis, intrinsik ve ekstrinsik olmak {izere iki ana mekanizma araciligiyla
meydana gelir (Sekil 2.6);

(1) Ekstrinsik yolakta apoptozis, TNF, Fas, koloni uyarici faktdr (CSF), noron biiyiime
faktorii (NGF), IGF, IL-2 gibi maddelerin ortamda azalmasi, glukokortikoidler,
radyasyon, ilaglar, ¢esitli antijenler gibi hiicre dis uyaranlar tarafindan aktive edilir. Bu
ligandlar, membranda bulunan hiicre 6lim reseptorleri olarak bilinen Fas (diger
isimleriyle APO-1, CD95) ve tiimor nekroz faktor reseptorii-1 (TNFR-1) ile etkilesime
girerek ekstrinsik apoptotik yolak indiiklenir. Bu etkilesim sonucunda, TNFR-1’in
sitoplazmik kisiminda yer alan TNFR-1 iligkili 6liim birimleri (TRADD) ve Fas iliskili
6lim birimleri (FADD) aktiflesir. Bu aktivasyon da 6nce kaspaz-8’1 sonra da kaspaz-3’ii
aktiflestirir ve sonucta aktif kaspaz-3, endoniikleaz aktivitesine sahip olan DFF’i
parcalayarak DNA’da 50-300 kbp’lik pargalar olusturur. DFF aracilifiyla
fragmantasyona ugrayan DNA’y1 iceren hiicre ise, geri doniisiimsiiz olarak apoptoza
gider [40].

(i1) Intrinsik yolakta ise apoptozis, radyasyon, DNA hasar1 nedeniyle bir timor siipressor
gen olan p53’tin aktive olmasi, viral-bakteriyel enfeksiyonlar, sitokinler, hiicre ici
kalsiyum miktarinda artis gibi hiicre i¢i uyaranlar tarafindan aktive edilir. Ayrica
hipertermi, sitotoksik antikanser ilaglar1 ve hipoksi gibi nekroz olusturabilen etkenler de
intrinsik yolak {iizerinden apoptozi uyarabilmektedir. Apoptozisin bu mekanizmasi,
mitokondriye bagimlidir. Apoptotik hiicre i¢i sinyalin alinmasindan sonra Bcl-2 ailesinin
proapoptotik iiyeleri olan Bax ve Bad proteinleri mitokondri membraninda oligomerize
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olarak, mitokondri zarinin iyon gegirgenligini (permeabilitesini) azaltir. Boylece
mitokondriden; sitokrom ¢, sekonder mitokondri tiirevli kaspazlar/direkt apoptozis
inhibitoriinli baglayici protein (Smac/DIABLO) ve apoptozis indiikleyici faktor (AIF)
gibi mediyatdrler salinir. AIF, direkt olarak niikleusa gider ve buradaki endoniikleaz
G’yi aktive ederek DNA’da fragmantasyona neden olur. Smac/DIABLO, apoptozis
inhibitor proteinine (IAP) baglanarak kaspaz-9’un inaktive olmasini engeller. Sitokrom
c’nin ise mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesi, apoptotik siirecte geri doniilemez
noktay1 gosterir [41]. Sitokrom c¢ Once bir sitoplazma proteini olan apoptotik proteaz
aktive edici faktor-1 (Apaf-1)’e daha sonra ise prokaspaz-9’a baglanarak beraberce
apoptozom denilen kompleksi olustururlar. Olusan kompleks once kaspaz-9’u daha
sonra da efektdr kaspazlar olan sirasiyla kaspaz-7, kaspaz-3 ve kaspaz-6’y1 aktive
ederek, Lamin B, PARP ve endoniikleaz G enzimlerini parcalar ve onlar1 aktiflestirir.
Sonugta kromatin kondensasyonu ve DNA’nin fragmanlara ayrilmasi meydana gelerek
hiicre apoptoza gider [42].

Ekstrinsik Yolak Intrinsik Yolak

Huicre igi stres

(DNA hasari, hipoksi, UV, kemoterapi)
Fas L
Plazma membram

i

Glim birimi Apaf-
Pro-kaspaz 9 1
FADD
I:D Pro-kaspaz 8
apoptozom
l °
Kaspaz 8 D
v | :
‘ Pro-kaspaz 3 Kaspaz 9

Kaspaz 3 m I \

Apoptotik Substratlarin Pargalanmasi
(ICAD, DFF45)
TP apoprozis 4

Sekil 2.6. Hiicre i¢i ekstrinsik ve intrinsik apoptotik yolaklar.

Prostat kanserinde oldukg¢a sik rastlanilan PTEN mutasyonu sonucunda asiri
derecede aktive olan Akt, kuvvetli bir anti-apoptotik protein olan Bcl-2 ve Bcl-xL’nin
etkilerinin artmasina, intrinsik yolun ©6nemli bileseni olan kaspaz-9’un da inhibe
olmasina neden olur. Intrinsik yoldaki etkilerine ilaveten PTEN normal kosullarda
hiicrelerin, membranda bulunan O6liim reseptdrlerine olan hassasiyetlerini arttirarak
ektrinsik apoptoza gitmesine de aracilik eder. Ayrica prostat kanserinde sik gdzlenen
diger bir durum olan p53 mutasyonu sonucunda da, Bcl-2 ailesinin 6nemli pro-apoptotik
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proteinleri olan Bax ve Bad mitokondri membraninda oligomerize olamazlar ve
mitokondriden sitokrom ¢ salinamaz. Yapilan c¢aligmalar, apoptozisin kontroliinde kilit
rol oynayan Bcl-2’nin asir1 eksprese edilmesi sonucunda androjen bagimli olan prostat
kanser hiicrelerinin, agresif tip olan androjen bagimsiz forma doniistiiglinii ve bunun da
kanserin prognozunu daha da kotiilestirdigini gostermistir [43], [44]. Bcl-2 asir
ekspresyonunun erken evre tiimorlerde de goriilebilmesine karsin ileri evre prostat
kanserlerinde ekspresyon artisi cok daha sik saptanir [43]. Genel olarak insan
tiimdrlerinde kaspazlarda mutasyon cok sik rastlanilan bir durum degildir, ancak aktivite
kaybi1 oldukega sik rastlanilir. Prostat kanseri hiicrelerinde kaspaz-1, -3 ve -9 ile yapilan
bir calismada, kaspaz-9’un aksine Ozellikle kaspaz-1 ve -3 aktivitelerinin anlaml
derecede azaldig1 gosterilmistir [45].

2.4.5. Prostat Kanserinde En Sik Saptanan Genetik Degisiklikler
Prostat kanserinin progresyonu ile iligkili olarak en sik saptanan genetik
degisiklikleri;

Telomeraz: Normal hiicresel yaslanma kromozomlarin uglarindaki telomer
bolgelerinden genetik materyal kaybiyla karakterizedir. Ana hiicreler (stem cell) telomer
kisalmasini telomeraz enzimi ile onler ki bu enzim bir revers transkriptaz olup kayip
telomerik {initin yerini alir. Prostat kanserlerinin ¢ogunun telomeraz eksprese ettigi rapor
edilmistir [46].

Glutatyon-S-transferaz-pi (GST-pi): Reaktif oksijen iiriinlerini (6rn. Serbest radikaller)
inaktive eden koruyucu bir enzimdir. Bu enzim ekspresyonunun tiim prostat kanseri
vakalarinda azaldigi rapor edilmistir [47].

PTEN / Akt: 10q kromozomunda heterozigozitenin kaybi1 prostat kanserinde sik goriilen
genetik bir degisikliktir. PTEN tiimor stipresor geni kromozom 10g23°te tanimlanmustir.
Hem lokalize hem de metastatik prostat kanserlerinde PTEN degisiklikleri saptanmistir
[48].

p27: kromozom 12pl12 de lokalize tiimor siipresor genidir. Radikal prostatektomili
hastalarda p27 ekspresyon kaybi ile artmis biyokimyasal rekiirrens arasinda iliski
saptanmuistir [49].

myc: Prostat kanserindeki en sik kromozomal degisiklik kromozom 8q’nun uzun
kolunun kazanilmasidir. 8q iizerindeki genlerdeki kazanim veya artis metastaz riskini
arttirmaktadir. 8q 24 tlizerindeki myc geni muhtemelen prostat kanseri progresyonundaki
genlerden biridir Myc geni lokal ileri ve metastatik timorlerde biiyiir ve asir1 salinir
[50].

Bcl-2: Kanser artmis hiicresel ¢ogalma ve azalmisg hiicre oliimii (apoptozis) ile
karakterizedir. Bcl-2 apoptozisi dnleyen bir onkogendir. Prostat hiicrelerinin énemli bir
yiizdesinde 6zellikle androjen bagimsiz olanlarda artmis Bcl-2 ekspresyonu saptanmistir
[51].
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p53: Onemli tiimdr siipresor genlerden biridir. p53 kaybi1 veya mutasyonu lokal ileri ve
metastatik tiimorlerde goOsterilmistir. p53 mutasyonu radikal prostatektomi ve
radyoterapide kotli prognozIla iliskilidir [52].

VEGF: Tiimér hiicresi normal durumda 1 cm®lik alan kadar cogalabilir. Daha genis
yayilimi icin kan ile beslenmeye yani damarlanmaya gereksininm duyar. VEGF, tiimor
anjiyogenezinde en aktif rol oynayan faktordiir. VEGF prostat kanserlilerin biiyiik
kismindan salinir ve artmis salinim klinik agresifligi ile korelasyon gosterir [53].

MMP: Timor hiicrelerinin invazyonu ve metastazi icin damarlanmadan sonra
ckstraseliiler matriksin yikilmasi 6nemlidir. Bu noktada da MMP’ler rol oynamaktadir.
Ozellikle MMP-2 ve -9’un prostat kanserinde 7 kat fazla aktive oldugu saptanmistir
[54].

E-Kaderin: Hiicreleraras1 adezyon proteinlerinden birisidir. Bu protein, 16923
kromozomunda yer alir ki prostat kanserinde bu bolgenin kaybi rapor edilmistir. E-
kaderin salimimi, prostat kanserlerinin biiyiilk kisminda ve 6zellikle kotii diferansiye
tiimdrlerde azalmistir [55].

2.5. PKC

PKC olarak adlandirilan enzim ailesi ilk olarak 1977 yilinda Nishizuka ve
arkadaslar1 tarafindan sigir serebellumunda siklik niikleotidden bagimsiz protein
kinazlar olarak tanimlanmistir [56]. Ayni arastirmacilar 1984 yilinda daha ayrintili
olarak bu enzimlerin Ca™ fosfolipid ve DAG ile aktive oldugunu ve serin
rezidiilerinden histon proteinlerini fosforladigini bulmuslardir [57]. 1982 yilinda
Castagna ve arkadaglar1 da bu aktivatorlere ek olarak PKC’nin, bir tiimér promoter1 olan
forbol esterlerin hiicre i¢i reseptorii oldugunu gostermislerdir [58]. Serin/treonin protein
kinaz ailesi olan PKC’nin su ana kadar tanimlanmis 12 tiyesi bulunmaktadir (Tablo 2.1).
Bunlar da primer yapilarindaki ve kofaktor ile regiilasyonlarindaki farkliliklari temel
alindiginda kendi aralarinda 3 temel gruba ayrilirlar [59];

Klasik grup (cPKC): PKC-a, -BI, -BII ve —y izomerlerinden olusur ve hem Ca' ile hem
de DAG ile aktive olurlar. Ayrica aktivasyon i¢in gerekli olan DAG ihtiyacini elimine
eden ve Ca'? konsantrasyonunu azaltan forbol ester miristat asetat (PMA) da, bu grup
izoenzimlere baglanabilmektedir.

Yeni grup (nPKC): PKC-6, -&, -1 ve —0 izomerlerinden olusur ve aktivasyonlar
Ca™dan bagimsiz, DAG’a bagimhdir. Ayrica klasik grup gibi, PMA ile aktive
olabilirler.

Atipik grup (aPKC): PKC-, -1, -A ve -p izomerlerinden olusur ve ne Ca™ ile ne de DAG
ile aktive olurlar.
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Tablo 2.1. PKC izoformlarinin aminoasit sayilart ve molekiil agirliklar: [60].

izoform Aminoasit sayisi Molekiiler Agirhik (kDa)
PKCa 672 76.704
PKCpBI 671 76.683
PKCBII 673 76.806
PKCy 697 78.268
PKC3d 674 77.458
PKCe 737 83.492
PKCn 683 77.884
PKC6 707 81.479
PKC{ 592 67.605
PKCA 586 67.200
PKC1 587 68.600
PKCp 912 120.000
2.5.1. PKC’nin Yapis1

PKC izoenzimleri, N-terminalinde bulunan regulator birim (20-40 kDa) ile C-
terminalinde bulunan katalitik birimden (45 kDa) olusurlar. Yapilarinda regulator olarak
C1 ve C2, katalitik olarak C3 ve C4 birimleri olmak iizere 4 konservatif bolge ve V1-V5
birimleri olmak tizere 5 degisken bdlge bulunur. Her bir birimin fonksiyonel bir 6nemi
oldugu biyokimyasal ve mutasyonel analizlerle kanitlanmistir [61].

C1 Birimi: ¢cPKC’ler ve nPKC’ler, C1A ve C1B olmak iizere iki tane tekrarli ¢inko
parmag1 motifini igeren C1 birimini bulundururlar. Bu tekrarli motiflerin 6zelligi sistein
ve histidin aminoasitlerince zengin rezidiiye sahip olmasi (H-X,-C-X5-C-X;3/14.C-X,-C-
X4-H-X,-C-X7-C) ve iki Zn™ iyonunun koordinasyonundan sorumlu olmasidir. Yapilan
mutasyonal analizler, C1 biriminin forbol esterler i¢in bir baglanma bdlgesi oldugunu
kanitlamistir. Cilinkii bu birimin eksikligi s6z konusu oldugunda forbol esterlere karsi
herhangi bir yanit gézlenmemistir. PKC’nin diger iki grubunun aksine aPKC’lerde ise,
C1 birimi sadece bir tane c¢inko parmagi motifine sahiptir. Ancak buna ragmen
aPKC’lerde forbol estere karsi bir yanit gozlenmemistir. Yapilan ileri mutasyonel
calismalarda ise, C1A ve C1B motiflerinin biribiri ile ayni olmadigi kanitlanmistir.
Soyle ki; PKCd’nin C1A motifindeki prolin rezidiilerinde meydana gelen mutasyonun,
az oranda forbol estere karsi yanitsizliga neden olurken, ayni1 orandaki mutasyonun C1B
motifinde gergeklesmesi sonucunda ise bu yanitsizligin 125 kat arttifn gosterilmistir.
aPKC’lerdeki C1 birimi ise, C1A’ya kiyasla C1B ile daha fazla homolojiye sahiptir [62].

C2 Birimi: C2 birimi, cPKC’lerde C1 birimini C terminal yoniinde, nPKC’lerde ve
aPKC’lerde ise N terminali yoniinde takip eden bélgede bulunur. C2 birimi, Ca™ i¢in
baglama bolgesi, ayrica asidik fosfolipidler i¢in de tanima bdlgesi olarak gorev yapar.
Ancak nPKC’lerin ve aPKC’lerin aktivasyonlari Ca'*’dan bagimsiz oldugu igin
bunlardaki C2 birimleri Ca™ ile etkilesime girecek fonksiyonel gruplara sahip
degildirler. PKC’ler icerisinde yapist halen tam anlasilamamis olan aPKC {iyelerinde
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buna ek olarak C2 birimlerindeki diger anahtar fonksiyonel gruplar da mevcut degildir
[63].

C3 ve C4 Birimi: Katalitik fonksiyona sahip olan bu birimlerden C3, adenozin trifosfat
(ATP) i¢in; C4 ise substrat i¢in baglama loplar igerir [64].

V5 Birimi: 5 farkli degisken bolge igerisinde V5, fonksiyonel agidan digerlerinden 6ne
cikmaktadir. Bu birim, 50 aminoasit kadar kisa bir dizilim olmasina ragmen, PKC’lerin
fosforilasyonunun diizenlenmesinde kilit bir role sahiptir [65].

2.5.2. PKC’nin Fonksiyonlari

PKC ailesinin iiyeleri, hiicre biiyiimesi ve farklilagsmasi, mitojenik aktivite,
hiicre-hiicre interaksiyonu, immun cevap, transkripsiyonun kontrolii, sekresyon, sinaptik
iletim ve ilag direnci gibi bir¢ok hiicresel mekanizmalarda kilit rollere sahiptir. Ancak
son yillarda biitiin bunlara ek olarak, apoptoziste ve kanserdeki dnemli rolleri olduk¢a
one ¢cikmustir [5]. PKC, substrat proteinlerinin Ser/Thr rezidiilerinden fosforilasyonunu
gergeklestirir. PKC’nin karakteristik substrati, hiicre mobilitesi, sekresyon, membran
transportu, hiicre siklusunun regiilasyonu gibi énemli fizyolojik olaylarda rol oynayan
miristollenmis alaninden zengin C-kinaz substrati (MARCKS) protein ailesidir. Bu
ailenin tiyeleri, aktin iskeletinin degisimi ve yeniden yapilanmasiyla iligkilidir. Yapilan
bircok farkli ¢aligmalarla su ana kadar PKC’nin yaklasik 190 substratinin oldugu
gosterilmistir. Bunlardan bazilari; Bel-2 [66], siklin active edici kinaz (CAK) [67], DNA
topoizomeraz-I [68], endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) [69], MAPK [70], MEK/ERK
[71], pS3 [72], Raf-1 [73], STATI [74] dir. PKC’nin tiim {iyeleri ayn1 yonde hiicresel
etkilere sahip olmayip, izozimlerine goére degismektedir. Bu degisiklikler o kadar
farklilik gostermektedir ki, tam ters etkilerin ortaya c¢ikmasina neden olabilmektedir.
Proapoptotik 6zelligi ile 6ne ¢ikan PKCS ve onkojenik olan PKCg, bu konuda verilecek
en glizel drnektir.

2.5.3. PKC’nin Sinyalizasyonu ve Oksidatif Stres

Hiicreler ve dokular, rutin olarak ya ekzojen olarak ya da endojen olarak farkli
oksidan ajanlara maruz kalirlar. Bilindigi {izere, olusan oksidatif stres biiylimenin
kontrolii ile iligkili olan sinyal yolaklarinin aktivitesini arttirmaktadir. Oksidatif stres;
once, biiylime reseptorlerinin fosforilasyonunu, sonra ise fosfolipaz A2 (PLA2), PLD ve
PLC gibi reseptor ile kontrol edilen enzimlerin aktivitesini arttirir. Bu reaksiyonlardan
tiireyen lipid yapidaki ikinci mesajcilarin (arasidonik asit, fosfatidik asit ve DAG), basta
protein kinazlar olmak iizere bazi sinyal molekiillerinin upstream aktivatorii oldugu
bilinmektedir. Oksidan ajanlara olan maruziyet, PKC aktivitesinin artmasina neden olur.
PKC’nin oksidatif kosullarin degismesine olan hassasiyetinin nedeni ise, yapisindan
kaynaklaniyor. Ciinkii PKC, antioksidanlar i¢in oldugu gibi oksidanlar i¢in de direkt
olarak baglayici bolgelere sahiptir. PKC’nin hem katalitik hem de regiilator birimleri,
redoks kontroliiniin saglanmasinda hedef olan sisteince zengin boliimler icerir (Sekil
2.7). Son zamanlarda, belirli miktardaki oksidanlarin enzimin regiilatdr birimi igin
onemli olan sistein rezidiileri ile reaksiyona girerek enzimi aktive, daha yliksek
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konsantrasyonlardaki oksidanlarin ise katalitik birimdeki sistein rezidiileri ile etkilesime
girerek enzimi inaktive ettigi yoniinde kuvvetli deliller mevcuttur [7].
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Sekil 2.7. PKC’nin katalitik ve regiilator alt birimleri igerisinde bulunan
oksidatif hassasiyete sahip kisimlar [7].

2.5.4. PKC’nin Kanser Progresyonuna Olan Etkileri

Bilindigi tiizere kanserin gelismesinde, 6nce Ras onkojeni gibi bir proto-
onkojenin mutasyonuna neden olan baslatici bir ajan, daha sonra ise mutajenik bir etkiye
sahip olmayan ilerletici bir kimyasal ajana olan uzamis maruziyet gereklidir. iste bu sdz
edilen ilerletici ajanin, PKC’nin spesifik aktivatorii olarak tanimlanan PMA oldugu
gosterilmistir [58]. PMA, vyiiksek afinite ile PKC’nin DAG-baglayict bolgesine
baglanarak PKC’nin aktivasyonunun uzamasina, ancak en sonunda da enzimin
baskilanmasina neden olur. Ancak, tiimoriin gelismesinin ve ilerlemesinin PKC
izoenzimlerinin aktivasyonundan mi1 yoksa enzimin kronik aktivasyonu sonucu
inhibisyonundan m1 kaynaklandigi halen kesin olarak bilinememektedir.

Karsinogenezdeki etkileri birbirinden oldukga farkli olan PKC izozimlerinin, bir
kismi1 agirt derecede eksprese olurken, diger bir kismi inhibe olmaktadir. Kanser
progresyonu siiresince ekspresyonlar1 degisen PKC izozimlerinden en sik bilinenleri o,
B, 0 ve &’dur. Immunohistokimyasal ¢aligsmalar, PKCa’nin agir1 ekspresyonunun mesane,
prostat ve endometriyal kanserlerde oldugunu gosterirken, ayni izozimin aktivitesinin
meme, kolon ve hepatoseliiler kanserlerde azaldig gostermistir. PKCB’nun ekspresyonu,
kolon ve prostat kanserlerinde artarken, mesane kanserinde ise azaldigi belirtilmistir.
Benzer olarak PKCdé’nin aktivitesi de, ya hepatoseliiler kanserde oldugu gibi artabilir
veya mesane kanserinde oldugu gibi azalabilir [5].

Prostat kanserinde, PKC’nin 12 izozimine ait ekspresyonlarin karsilastirilmasi
sonucunda o, P, & ve m izozimlerinin benign prostat hiperplazisine (BPH)
kiyaslandiginda prostat kanserinde anlamli derecede yiikseldigi saptandi. Ancak bu
izozimler arasinda PKCe’nun digerlerinden c¢ok daha fazla oranda kanserde arttigi
gozlendi. Bu nedenle prostat kanserinin tanmisinda PKCeg giivenilir bir marker olarak
kullanilabilir. PKCo’nin aktivitesinde ne benign ne de malign dokuda herhangi belirgin
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bir degisiklik saptanmazken, PKCpB’ ninki ise kanserli dokunun tersine benign dokuda
artmistir. PKCe ise higbir benign dokuda eksprese olmazken kanserli dokularin hepsinde
asir1  derecede eksprese oldugu saptandi. PKCe’e benzer olarak PKCCnin
ekspresyonunun da kontrol ve benign dokuya kiyasla kanserde anlamli olarak arttig1
gosterildi [75].

PKC izozimlerinin arasinda PKCe ve PKC9, karsinogenezdeki birbirine zit
etkilere sahip olmalari nedeniyle son zamanlarda olduk¢a One c¢ikmaktadir. Prostat
kanserinin de dahil oldugu bircok kanser tipinde, apoptozisi indiikleyen ve biiylimeyi
inhibe eden bir protein olan PKC&’nin baskilandigi, buna karsilik mitojenik 6zelliginden
dolay1 kuvvetli onkojenik olan PKCeg ise asir1 derecede eksprese oldugu yapilan
calismalarda gosterilmistir [76], [77].

2.6. PKCo

PKCS, yeni PKC alt ailesinin bir iyesidir ve Ca’dan bagimsiz olarak
DAG/forbol ester tarafindan aktive edilir. Aktivasyonunu takiben PKC9, ubikitin-
proteozom sistemi araciligiyla proteolitik olarak parcalanarak veya down regiilasyona
ugrayarak inaktive olur. PKC’nin, hiicre biiylimesinin ve apoptozisin kontroliinde kritik
bir role sahip oldugu bilinmektedir [78]. PKC& nin kaybi, fibroblastlarda hiicrenin
transformasyonuna neden olurken asir1 ekspresyonu da hiicre siklusunun G2/M fazinda
durmasiyla sonuglanir.

2.6.1. PKC’nmin Apoptozis Uzerindeki Etkileri

Hiicre apoptozisinin kontroliinde PKC ailesinin farkli izoformlarinin rolleri
bir¢ok farkli hiicre tipinde genis bir sekilde arastirilmaktadir. Bu ¢aligmalardan elde
edilen sonuglara gore PKCa [79], B, €, { [80] ve vnin [81] anti-apoptotik etkiler ve
canliligin idamesi ile iligkili olmasina karsilik, basta PKCd [82] olmak iizere 6 [83] ve
pwnun [84] ise pro-apoptotik ve biiyiimeyi inhibe edici yonde etkiye sahip oldugu rapor
edilmistir. PKC8’nin aktivasyonu ve translokasyonu, farkli hiicre sistemlerinde farkli
apoptotik uyaranlar tarafindan indiiklenir. Bu uyaranlar, 6liim reseptorleri (Fas, TNF-a),
radyasyon (ultraviyole (UV) ve y), kemoterapétik ilaglar (sisplatin, etoposid gibi),
oksidatif stres (hidrojen peroksit (H,O;) gibi), seramid, PMA, hiperglisemi ve IL-1f gibi
cok farkli gesittedir. PKCS bu apoptotik uyaranlar tarafindan aktive olurken, bunlarin
ortadan kalkmasiyla da inhibe olur [85, 86]. Rat epidermal hiicre dizilerinde, PKCd’nin
UV radyasyonu ile uyarilmasi sonucunda membrana transloke oldugu [87] tespit edildi.
Ayrica apoptozis, insan losemik lenfoma hiicrelerinde (U937) doku plazminojen
aktivatorii (TPA) ve oksidatif stresle [85], rat keratinositlerinde TPA ile [88] ve insan
keratinositlerinde UV radyasyon ile [89] stimiile edildiginde, PKC4 nin mitokondriye
transloke oldugu saptandi. PKCo, membran ve mitokondriden baska cekirdege, golgiye
ve endoplazmik retikulum (ER) gibi diger organellere de transloke olabilir. insan meme
kanseri hiicrelerinde (MCF-7), y-radyasyonuna olan maruziyet sonucunda PKCd’nin
cekirdege [90], insan epitelyal kanser hiicresinde (HeLa) seramid ile uyarim sonucunda
golgiye [91], sinir hiicrelerinde ise sindbis viriisii ile uyarim sonucunda da ER’e [92]

19



yoneldigi gosterildi. Bu sekilde hiicrenin spesifik kisimlarina PKC6 nin translokasyonu,
PKCé’nin bu bdlgelerdeki belirli proteinler ile etkilesime girmesi ve spesifik
substratlarin fosforilasyonu nedeniyle farkli hiicresel etkilere yol agar.

Apoptotik uyaranlara cevaben tirozin rezidiilerinin fosforillenmesiyle aktive olan
PKCé’nin pro-apoptotik etkilerinin asil hedefi, intrinsik apoptotik yolagin ana
komponenti olan mitokondridir. Bir¢ok farkli hiicre tipinde PKCd, hiicre iginde olusan
oksidatif strese ve aktivatorii olan PMA’nin uyarimina cevaben mitokondriye transloke
olmaktadir. Bu translokasyon sonucunda ise PKC9, mitokondri membran potansiyelinde
azalmaya neden olarak membranin gegirgenlik Ozelliklerini degistirir ve bunun
sonucunda mitokodriden sitoplazmaya sitokrom c¢ salinimini uyarir. Sitokrom c salinima,
daha once bahsedildigi gibi apoptozisin irreversibl siirece girdigini gdsteren isaretlerden
biridir. Bu olay da kaspaz-9’un ve bunu takiben kaspaz-3’iin aktivasyonuna neden olur.
Dolayisiyla PKCS, mitokondriye bagimli apoptotik yolakta apoptozisi anlamli derecede
indiiklemektedir. Prostat kanseri hiicrelerinde PKC9, yine mitokondriyal sinyalizasyon
iizerinden apoptozisin aktivatorii olan seramid olusumunu indiikler. Sonucgta PKC9,
mitokondri tizerinden kaspaz-9’un aktivasyonuna neden olur [93].

PKC9, yukarida bahsedilen apoptotik uyaranlara cevaben mitokondriden baska
niikleusa da transloke olabilir. Cilinkii PKCo’nin apoptotik hiicrelerdeki substratlarindan
bir¢ogu niikleer proteinlerdir. Bunlarin en basinda DNA-bagimli protein kinazlar (DNA-
PK) yer almaktadir. DNA-PK, DNA’nin ¢ift zincir kiriklarinin tamirinde kritik role
sahip bir proteindir. Aktive olmus PKC9, direkt olarak DNA-PK’nin C-terminaline
baglanarak enzimin fosforillenmesini saglar. Bu da DNA-PK’nin, DNA’dan ayrilmasina
ve dolayisiyla DNA tamirinin inhibisyonuna neden olur. Tamir edilemeyen DNA ise,
fragmantasyona ugrayarak hiicresel apoptozis Tlizerinden yok edilir [94]. Lamin
proteinleri, DNA-PK’den sonra PKCd’ nin apoptotik etkileriyle iliskili olan diger 6nemli
bir niikleer proteindir. Apoptozis sirasinda laminin parcalanmasi, apoptozisin niikleer
fazinin kilit agamalarindan birisidir. Bu par¢alanma ise kaspaz-6 tarafindan gergeklesir.
Ancak laminin par¢alanmasindaki asil nokta ise enzimin fosforilasyonu ile iligkilidir.
Son zamanlarda, PKC& nin apoptotik bir lamin kinaz oldugu kanitlanmistir. PKCS,
apoptotik bir uyarana cevaben niikleusa transloke olur ve burada direkt olarak lamin
B’yi fosforilleyerek enzimin aktivasyonuna yol agar. PKCo aktivitesi inhibe olursa, hem
lamin B’nin fosforilasyonu hem de kaspaz-6 tarafindan pargcalanmasi da inhibe olur [95].

PKCé’nin apoptozisi indiikledigine dair bir baska mekanizma ise oldukca
onemlidir. Bu mekanizma kaspaz-3 ile iligkilidir. PKCS, apoptotik uyarana cevaben
kaspaz-3 tarafindan pargalanir. Bu parcalanma sonucunda PKCd’nin katalitik fraksiyonu
(PKC8-CF) tiim yapidan ayrilir [96]. PKCo-CF, PKCoé’nin apoptotik etkilerinden
sorumlu asil birimidir (Sekil 2.8). Bu altbirim, PKC&’dan ayrildiktan sonra ¢ekirdege
transloke olarak niikleer fragmantasyonu ve dolayisiyla apoptozisi indiikler [97]. PKC3-
CF, bir p53 homologu olan p73p ve p73¢’nun, ayrica timor supressOr geni olarak
tanimlanan STATI [98] gibi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu veya
inaktivasyonu iizerinden 6liim genlerinin transkripsiyonunu kontrol edebilir. Ren ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan bir calismada, PKC3-CF’in direkt olarak p73p ile
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etkilesime girerek, proteini fosforilledigi gosterilmistir [99]. Aktivasyonu sonucunda
p73P, p53 gibi hiicre siklusunun aktivatorii olan siklin/siklin bagimli kinaz (CDK)
kompleksini inhibe eden p21°1 aktive ederek hiicre siklusunu baskilar.

PKCS iizerindeki kaspaz-3 pargalanma bdlgesi, V3 biriminin N-terminali
DMQD** (Asp-Met-Gln-Asp) dizisindeki aspartik asite komsu olan bolgedir. Bu da
katalitik ve regiilator altbirim arasindaki bolgeye tekabiil eder. Kaspaz-3’iin PKCd’nin
parcalanmasindaki rolii, kaspaz-3’e spesifik inhibitorler olan Z-DEVD-fmk ve Z-VAD-
fmk’nin kullanilmasiyla kanitlanmistir [100]. Tiim bunlara ek olarak ilgin¢ bir nokta
gbze carpmaktadir. PKCo, kaspaz-3 tarafindan aktiflesmesinin yaninda ayni zamanda
kaspaz-3’iin de aktivasyonuna neden olmaktadir. Yani kaspaz-3/PKCo arasinda pozitif
bir regiilatér lopun mevcut oldugu sdylenebilir. PKC8’nin ya direkt olarak kaspaz-3’ii
etkileyerek onu fosforile ettigi ya da indirekt olarak kaspaz-3’{in upstream regiilatorleri
olan kaspaz-8 ve kaspaz-9’u fosforilleyerek kaspaz-3’li aktive ettigi yoniinde bulgular
mevcuttur [101].
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Sekil 2.8. Apoptotik uyaranlara cevaben uyarilan PKCd’nin hiicre i¢i hedefleri [102].

2.6.2. PKC&’nin Hiicre Siklusu Uzerindeki Etkileri

PKC&’nin apoptozis iizerinde indiikleyici etkilere sahip olmasina ilaveten, hiicre
siklusunun progresyonu iizerinde de negatif diizenleyici olarak fonksiyon gormesi,
PKC&’nin karsinogenezdeki 6nemini acikca ifade etmektedir. Bir¢ok calisma, PKCd’nin
hiicre siklusunu direkt inhibe ederek proliferasyonu baskiladigini gostermistir [77],
[103]. PKCd’nin hiicre siklusunu G1/S fazinda inhibe ettigi, dolayisiyla hiicrelerin DNA
replikasyonunun gerceklestigi S-fazina girisini engelledigi akis sitometresi ile yapilan
analizlerle insan diiz kas ve epitelyal kanser hiicrelerinde gosterilmistir [104]. Bilindigi
gibi hiicre siklusunun G1/S kontrol noktast ¢ok onemlidir; hiicre bu kontrol noktasina
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takilmadan gegerse siklus geri doniisiimsiiz bir sekilde ilerleyerek hiicre hizla prolifere
olur. PKCS bunu iki farkli yolla gergeklestirir. Ilki, G1 fazindaki siklinleri direkt olarak
inhibe eder; ikincisi, G1-siklin bagimli kinazlar1 inhibe eden p21 proteini direkt olarak
aktive eder. Dolayisiyla PKC9, p21’in ekspresyonu igin gereklidir. PKCd’nin bu etkisi
hem rat aort diiz kas hiicrelerinde [105] hem de meme kanseri hiicrelerinde [106]
gosterilmistir. Buna ilaveten hiicre siklusununun ikinci kontrol noktasi olan G2/M
fazinda da PKCo&’nin inhibe edici etkileri insan keratinosit hiicrelerinde [107]
gosterilmistir. Boylece hiicreler DNA replikasyonundan sonra ikinci 6nemli asama olan
mitoza giremezler ve siklus durur.

2.7.PKCs

PKCe, PKC3S gibi yeni PKC alt ailesine ait olan ve Ca™>’dan bagimsiz olarak
DAG/forbol ester tarafindan aktive edilen bir PKC i1zozimidir. PKCe, PKC ailesinin
onkojenik etkiye sahip olan tek iiyesidir. Kanserde asir1 derecede eksprese olan PKCe,
bircok hiicresel sistemde hem canliligi hem de apoptozisi kontrol eder. PKCe’nun kanser
ile iliskili olabilecegi bulgusu, ilk defa akciger kanseri hiicrelerinde Baxter ve
arkadaglar tarafindan ortaya atildi [108]. Daha sonra ise PKCe’nun mesane, prostat,
meme, bobrek gibi bircok kanserde asir1 derecede eksprese oldugu kanitlanmistir.
Onkojenik etkinin ortaya ¢ikmasi i¢in PKCe’nun katalitik biriminin gerekli oldugu
yOniinde bir inanis olmasina ragmen, PKCe’nun regulator birimi de katalitik aktiviteden
bagimsiz olarak ayni etkiyi gosterebildigi de belirtilmektedir [109].

2.7.1. PKC¢’nun Apoptozis Uzerindeki Etkileri

PKCe’nun, apoptozisin iki farkli mekanizmasi olan hem intrinsik hem de
ekstrinsik yolakta fonksiyon goren kilit mediyatorlerle etkilesime girerek apoptozisi
inhibe ettigi basta prostat kanseri olmak tizere bir¢ok farkli kanser tiiriinde gosterilmistir
[76]. Bcl-2 ailesinin liyeleri ve kaspazlar, daha once de bahsedildigi gibi apoptozisin
kontroliinde kilit role sahip olan mediyatorlerdir. Mitokondriye bagimli yolakta etkin
olan Bcl-2 ailesinin iiyelerinden Bax, Bad, Bak ve Bid pro-apoptotik olmasina karsilik,
Bcl-2, Bcel-xL ve Bcl-w anti-apoptotik karakterdedir. PKCe’nin prostat kanseri
hiicrelerinde Bax [76] ile, glioma hiicrelerinde Bid ve Bad [110] ile direkt olarak
etkilesime girerek bunlar1 inaktive ettigi, buna karsilik Bcl-2’yi de akciger kanseri
hiicrelerinde aktive ettigi [111] ve bunun sonucunda da apoptozisin geri doniisiimsiiz
asamasi olan sitokrom c’nin mitokondriden salinimini engelledigi gosterilmistir (Sekil
2.9). Ayrica kaspaz-9’un da pargalanmasini direkt olarak Onleyerek intrinsik yolun
downstream mekanizmasini da baskilar [111].

PKCe’nun intrinsik yolaktaki bu olumsuz etkilerine ek olarak ekstrinsik yolakta
da baskilayici etkileri mevcuttur. Fas, TNF-o, TNF iligkili apoptozisi indiikleyen ligand
(TRAIL) gibi 6liim ligandlarinin reseptorleri olan TRAIL reseptorlerine baglanmast
sonucunda Once kaspaz-8’in daha sonra kaspaz-10’nun aktivasyonu ile iliskili olan
ekstrinsik yolakta PKCe’nun, TRAIL aracili apoptozisi ve kaspaz-8’in parcalanmasini
inhibe ettigi glioma hiicrelerinde saptanmistir [112]. Tiim bunlara ek olarak PKCe,
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intrinsik ve ekstrinsik yolagin kesistigi noktada bulunan kaspaz-3’ilin par¢alanmasini
engelleyerek inaktive eder. Bilindigi gibi kaspaz-3, apoptozis i¢in ¢ok Onemli bir
proteindir. Ciinkli kaspaz-3, direkt olarak niikleustaki hedef proteinlerini parcalayarak
onlar1 aktiflestirir. Bu proteinler arasinda DNA fragmantasyonunu saglayan DFF ve
endoniikleaz G, ve kromatin kondensasyonunu saglayan Lamin ve PARP gibi proteinler
bulunmaktadir.

PKCg, DNA hasar1 indiiklii apoptozisi bir¢ok farkli hiicrede inhibe eder. PKCk,
kemoterapotik ajanlar, aclik ve TNF gibi apoptotik uyaranlara cevaben kaspazlar
tarafindan parcalanir. Yani PKCe, kaspaz-3’lin bir substratidir. Ancak kaspaz-3 ve
kaspaz-7, ayni substrat ozgiilliigiine sahip ve her ikisi de DXXD sekansini tanirlar.
PKCg, kaspaz-3 ve kaspaz-7 tarafindan taninabilen DDVD |C bélgesine sahiptir. Bu
nedenle PKCe, kaspaz-3 gibi kaspaz-7 tarafindan da parcalanabilir. Hatta kaspaz-7’nin
PKC¢’nun pargalanmasindaki asil kaspaz oldugu belirtilmektedir [113].

2.7.2. PKC¢’nun Hiicre Proliferasyonu Uzerindeki Etkileri

PKCe, asir1 ekspresyonu nedeniyle hem transformasyonu hem de proliferasyonu
indiikledigi gosterilen yegane PKC iiyesidir. Onkojenik PKCe’nun, basta prostat kanseri
olmak tiizere bir¢ok kanserin progresyonu ile iligkili oldugu kanitlanmistir [76]. Hiicre
canliligini, biiyiime ve farklilasmay1 kontrol eden bir¢ok farkli serin/treonin protein
kinazlar ile yapisal olarak iligkili olan MAPK’lar, daha 6nce de bahsedildigi gibi
karsinogeneziste ¢cok dnemli roller oynarlar. PKCe, MAPK ailesinin {iyeleri olan p38, c-
Jun N-terminal kinaz (JNK)-1, JNK2, MEK1, ERK1, ERK2, Ras, Raf ile direkt olarak
etkilesime girerek mitojenik aktiviteyi arttirir [114]. Bunun disinda PKCe’nun, diger bir
proliferatif yolak olan PKB/Akt’yi de direkt olarak aktive ettigi meme kanseri
hiicrelerinde gosterilmistir (Sekil 2.9). PKCe, Akt lizerinde bu yodndeki etkisini ¢ift
zincirli DNA hasarlarinin tamirinden sorumlu kilit bir enzim olan DNA-PK araciligiyla
yapar [115]. Akt’nin aktive olmasi sonucunda ise, hiicre apoptoza direngli kilinir ve
canlilik devam eder.
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Sekil 2.9. Hiicre proliferasyonunun ve hiicre 6liimiiniin PKCe tarafindan kontrolii [116].

PKCe, direkt olarak hiicre siklusu mediyatorleri ile etkilesime girerek siklusu
uyarir ve biiyiime/ béliinmeyi arttirir. Bunu temel olarak ii¢ mekanizma ile yapar. Ilki,
siklusun G1/S kontrol noktasinda inhibitér yonde kilit fonksiyonu olan tiimor baskilayici
gen retinoblastomay1 inhibe eder; ikincisi, yine siklusun G1 fazindaki aktivatorler olan
siklinlerin ekspresyonunu indiikler [117]; {iglinciisii ise genom bekgisi olarak tanimlanan
p53 proteini baskilar [118].

PKCe, anjiyogenez, invazyon ve metastaz ile de yakindan iliskilidir. Kanser
hiicrelerindeki biiylime c¢ogalmanin ¢ok hizli olmasi hiicreyi, anaerobik solunum
yapmaya iter. Oksijen yoklugu ise hipoksi uyarict faktor-1o (HIF-1a)’y1 aktive eder ve
sonugta hiicrelerin daha fazla oksijen alabilmesini saglamak amaciyla, ¢cok Onemli
anjiyojenik faktorler olan VEGF ve COX-2 ile ekstraseliiler matriksi yikan MMP’ler
aktive olur. PKCg, direkt olarak HIF-la ve COX-2 ile etkilesime girerek tiimor
hiicrelerinin biiylimesi i¢in gerekli olan damarlanmay1 uyarir. Ayrica PKCe, Src proto-
onkogeni ile de direkt olarak etkilesime girerek Src aktivasyonunu arttirir. Src, hiicre-
hiicre etkilesimini diizenleyen reseptorler olan integrinlerin alt birimi olan fokal adezyon
kinazi (FAK) fosforilleyerek integrini aktive eder ve sonugta adezyon molekiillerinin
formasyonunu gercgeklestirir. Karsinogenezdeki tiim bu olumsuz etkilerine ilaveten
PKCe, coklu ila¢g direncinin gelismesinde kilit bir protein olan P-glikoproteinin
indiiksiyonuna da yol agarak kanser tedavisi iizerinde de olumsuz etkilere sahiptir [119].
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PKCé ve PKCenun hiicre proliferasyonu ve apoptozis dolayisiyla
karsinogenezis lizerindeki baskin ve birbirine zit etkilerinin mekanizmasi Sekil 2.10.’da
toplu olarak sematize edilmistir.

® Sitokrom C salinimi
® Olum faktorlerinin otokrin sekresyonu
® UNK ve p38 aktivasyonu

® Kaspaz-3 ve -8 aktivasyonu

® STAT1 aktivasyonu ® PI3K-Akt aktivasyonu
® DNA hasarina yanit (p53, p73, ® Bol-xL, XIAP, Bax, Bcl2
topoizomeraz I, RAD9) upregulasyonu
® Lamin B fosforilasyonu ® |ntegrin B1-bagimliiig
Apoptozis Canhilik

PKCS : PKCE
vl /’
Anti-proliferasyon Proliferasyon
® CDK inhibitéranin (p21,p27) upregtlasyonu ® Raf1-MEK-ERK aktivasyonu
® Siklin A, D ve E inaktivasyonu ® Siklin D1 ve E upregulasyonu
®Rb hiporfosforilasyonu ® Rb hiperfosforilasyonu

Sekil 2.10. PKC8 ve PKCe’nun hiicre proliferasyonu ve apoptozisi iizerindeki zit etkileri [6]

2.8. PKCo ve PKC¢’nun S-tiyolasyonu

Hiicre icinde bulunan birgok protein ve enzimler, yan zincirlerinde siilfidril
grubu bulunan sistein rezidiileri ve cesitli sayida biyokimyasal etkilesimler igin
molekiilii hareketli kilan ¢inko, demir gibi metaller igerirler. Sisteindeki siilfidril
gruplari, yapidaki metal iyonlar1 ile koordinasyon bagi kurarak metalin molekiil
icerisinde tutunmasi ve bunun yaninda oksidasyon/rediiksiyon degisikliklerine karsi
proteinin yapisinin korunmasinda olduk¢a 6nemli bir rol oynamaktadir.

Hemostazisin saglanabilmesi i¢in hiicresel redoks potansiyeli kilit bir 6neme
sahiptir. Rediikleme kuvveti yiiksek olan bir ¢evre, enerji tiretimini ve tiyolleri rediikte
durumda kalmasini saglayan oksidasyon reaksiyonlarinin ara {iriinleri olan reaktif
oksijen iriinlerinin (ROS) iiretimini engeller. Hiicreler, ROS iiretimine karsi
tiyol/disiilfit redoks ciftleri ile korunurlar. Bu ¢iftlerden de en ¢ok bilineni rediikte
glutatyon/okside glutatyon (2GSH/GSSG) ¢iftidir.

Yiiksek derecede reaktif olan tiyol gruplar (-SH), oksijenlenmis sistemlerde S-S
formuna hizli bir bicimde okside olurlar. Oksidasyon hizi ise, tiyollerin yapisina, pH’a,
tamponun bilesenlerine ve reaksiyonda kullanilan katalizoriin tipine baghdir. Disiilfit
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gruplart (S-S), SH gruplarina gére daha az reaktiftir. Tiyoller ile disiilfitler arasinda
gerceklesen degisim reaksiyonu, disiilfitler ile iliskili olan O6nemli biyolojik
reaksiyondur.

Yapisinda tiyol igeren bir¢gok redoks-sensitif protein bulunmaktadir.
Tiyoredoksin (Trx), sitokrom C, p53 ve PKCd pro-apoptotik gruba ait olanlara, PKCg
ise onkojenik anti-apoptotik gruba ait olan baslica proteinlerdir. PKCd ve PKCe’nun
aktivasyonu icin gerekli olan DAG, enzimin regiilatér kismina baglanmalidir. Enzimin
regiilasyonunda kritik role sahip bu bolge, hem PKCd’da hem de PKCe’da her bir
yapida 6 sistein olacak sekilde iki Zn*" parmak yapisini icermektedir. Buna ilaveten
katalitik kistm da 5-8 sistein birimi igermektedir. Sisteince zengin olan PKCS ve
PKCe¢’nun yapisinda toplam 16-28 sistein birimi bulunmaktadir. Ancak, pro-oksidan
sartlardan veya oksidatif stresten dolay: sistein birimlerinde degisiklik meydana gelir.
Bu olay ise S-tiyolasyon olarak adlandirilir [7], [120]. S-tiyolasyon, oksidatif
patlamadan sonra sadece dakikalar i¢inde gerceklesir ve temel olarak iki mekanizma
araciligiyla olduguna inanilmaktadir. Bunlardan ilki, protein disiilfite bagli olarak
degisen GSSG konsantrasyonunun, oksidasyon ic¢in baskin mekanizma olmasidir.
Ancak, hiicreler normal sartlarda gerekli GSSG diizeylerine ulasamadiklarindan dolay1
bu mekanizma pek miimkiin gibi goriinmemektedir. Ikinci goriis olan GSH-bagimli
tuzak mekanizma ise, protein-SH’1n tiyil radikaline mi (protein-S”) yoksa siilfenik asite
mi (protein-SOH) okside oldugu tartismasina ragmen, S-tiyolasyon igin primer
mekanizma oldugu diisiiniilmektedir.

Protein-SH+R"/OH" — protein-S- + RH / H,O
Protein-SH + H,O, —  protein-SOH + H,O

Bu aktive olmus protein ara formlar1 daha sonra hiicresel GSH ile baglanmis
disiilfit eklentilerini olusturabilir. Bu nedenle bdyle bir mekanizmada, tiyil radikali veya
stilfenik asit formundaki okside olmus protein sisteinlerinin efektif olarak nétralize
edilebilmesi GSH miktarina baghdir. Bu geri doniisiimlii bir mekanizmadir. Ancak
bunun zitt1 olarak ortamda yeterli glutatyon olmazsa okside protein sisteinleri, oksijen
veya diger oksidanlar ile reaksiyona girerek geri doniislimsiiz olarak okside siilfinik
(RSO;,H) ve siilfonik (RSO3H) asit iirtinleri olusturabilir (Sekil 2.11) [120].

Protein-S + O, —  Protein-SO,H / Protein-SO;H

GSH havuzunda anlamli derecede bir kayip meydana gelirse yukarida
mekanizma kaginilmaz olur. Bu nedenle yiiksek GSH konsantrasyonu, oksidatif protein
hasarina kars1 koyulmasinda hiicrenin evrimsel bir silahidir.

26



Oksidatif’
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Greri déniiginmsiiz AdaptiviKoruyucu Genl donGzimli
hasar Mckanizma regilasyon

EsSO.H .
‘,

RSO;H

Sekil 2.11. Protein S-tiyolasyon mekanizmasi [120].

S-tiyolasyon reaksiyonlar1 genellikle geri doniistimliidiir ve belki de bunlar
hiicrenin bir koruma/adaptasyon mekanizmasinin bir pargasidir. Oksidatif modifikasyon
sirasinda, redoks degisikliklerinin tiim protein molekiiliine sigramasini Onlemek
amaciyla, 6nce proteinin yiizeyindeki sistein birimleri strese maruz kalirlar. Yiizeydeki
sistein rezidiileri, hiicrenin redoks sensorii olarak islev gordiigli icin normalde rediikte
formda tutulurlar. Bu rezidiiler, proteinin katalizi, regiilasyonu, elektron transferi ve
yapt/fonksiyon gibi fonksiyonlar1 ile iliskilidir. Ancak S-tiyolasyon, oksidasyonun
derecesine ve protein yapisi igerisindeki hangi sistein rezidiisiiniin okside olduguna bagl
olarak her zaman bir koruma mekanizmasi saglamaz. Tam tersine S-tiyolasyon aracili
oksidatif modifikasyon, proteinin fonksiyonunu olumsuz yonde degistirerek birgok
hiicresel olaylarin 6nemli 6l¢iide farklilagsmasina neden olur.

Her iki izoenzimin regiilator bolgelerindeki sistein birimlerinin S-tiyolasyonu,
enzimlerin aktivitelerinde degisiklige neden olur. Ancak bu degisikligin yonii, PKC’nin
izoenzimine gore degismektedir. S-tiyolasyon sonucunda PKCoé’nin aktivitesinin
azaldig1, buna karsilik PKCe’nunkinin ise arttigr belirtilmistir [8]. Enzimlerde gbzlenen
bu fonksiyon bozukluklarinin geri kazanilabilmesi i¢in farkli ajanlar denenmistir.
Bunlarin basinda rediikte tiyol bilesikleri bulunmaktadir. Ancak rediikte tiyol
bilesiklerin aksine sistin, GSSG, diamid gibi oksidatif bilesiklerin S-tiyolasyona bagli
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olarak bozulan enzim aktivasyonunu, S-sisteinilasyon (PKC-S-S-Cys) araciligiyla
diizelttigi transforme olmus maymun bdbrek hiicrelerinde gosterilmistir [121]. Ciinki
tiyol antioksidanlarin disiilfit formlari, PKCe ve PKC&’a baglanabilmek ig¢in
tlimorijenik olan forbol esterleri ile yarigmaya girerek bunlarin enzime baglanmasini
engellerler. Belirtilen bu oksidatif maddelerle kiyaslandiginda, sistinin metabolik bir
onciisti olan CDME’nin, hiicre icerisinde esterazlar tarafindan sistine doniistliriilmesi ve
bu esterifikasyonun membranin gegirgenlik o6zelliklerini giiclendirmesi nedeniyle
enzimler lizerinde daha etkili oldugu belirtilmistir [122].
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MATERYAL VE METOD

3.1. Hiicre Kiiltiiri

Hiicre Dizileri: Deneyler 3 farkli prostat hiicresinde gerceklestirildi. Bunlar; kontrol
amactyla kullanilan nontiimorijenik prostat epitelyum hiicresi RWPE-1 ve iki farkl1 tipte
prostat kanseri hiicresi olan prostat karsinoma-3 (PC-3) ile LNCaP’dir. PC-3, androjen-
bagimsiz agresif tipte ve kemik metastazina sahipken, LNCaP androjen-bagimli ve lenf
nodu metastazina sahiptir. Tiim hiicreler, ATCC (Manassas, VA, USA)’den temin edildi.

Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Soliisyonlar:
e Medyumlar: Roswell Park Memorial Institute (RPMI), F12K ve Keratinosit,
kullanima hazir sivi halde steril sise igerisinde Invitrogen’den (Carlsbad, CA,
USA) temin edildi ve kullanim siiresince +4 9C’de saklandi.

e Serum ve biliylime faktorleri: Fetal Sigir Serumu (FBS), 5 ng/ml insan
rekombinant EGF ve 0.05 mg/ml sigir hipofiz ekstrakti, kullanima hazir sivi
halde steril sise icerisinde Invitrogen’den (Carlsbad, CA, USA) temin edildi ve
kullanim siiresince -20 °C’de sakland.

e Diger soliisyonlar: Tripsin-EDTA (%0.25), 1x fosfat tamponlu tuz (PBS) ve
penisilin/streptomisin antibiyotik soliisyonlari, kullanima hazir siv1 halde steril
sise igerisinde Invitrogen’den (Carlsbad, CA, USA); dimetil siilfoksit (DMSO)
ve tripan mavi (%0.4) ise Sigma’dan (St.Louis, MO, USA) temin edildi.

Hiicrelerin Kiiltiire Edilmesi: Belirtilen 3 farkli tipteki prostat hiicrelerinin kiiltiire
edilmesi i¢in her bir hiicreye 6zgii besi ortamlari kullanildi. Buna gére RWPE-1
hiicreleri, 5 ng/ml insan rekombinant EGF ve 0.05 mg/ml sigir hipofiz ekstrakti igeren
Keratinosit medyumunda; LNCaP hiicreleri, 10% oraninda FBS ve 2 mM L-glutamin
iceren RPMI medyumunda; PC-3 hiicreleri ise, 5% oraninda FBS ve 2 mM L-glutamin
iceren F12K medyumunda kiiltiire edildi. Ayrica bakteri kontaminasyonunun énlenmesi
amactyla, 100 {nite/ml penisilin ve 100 mg/ml streptomisinden olusan antibiyotik
soliisyonundan %1 oraninda kiiltiir medyumlarina eklendi. Tiim hiicre dizileri, %5 CO,
ve %95 nemlendirilmis hava igeren inkiibatérde 37 %C’de bekletilerek canliliklarinin
devami saglandi. Steril 75 cm®lik kiiltiir flasklarinda iiretilen hiicreler yaklasik %80
yogunluga ulasana kadar beslendi, ancak bu yogunluktan sonra Tripsin-Etilen diamin
tetraasetik asit (Tripsin-EDTA) yardimiyla yapistiklart flaskin yiizeyinden kaldirildi ve
yine kendi medyumu igerisinde steril yeni bir flaska aktarildi. Bdylece hiicrelerin
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cogalmasi saglandi. Kiiltiirleme islemi sirasinda hiicreler, 1x PBS ile yikandi. Hiicre
sayimi ise tripan mavi soliisyonu ile toma laminda gergeklestirildi.

Hiicrelerin dondurulmasi: Hiicreler, dondurma medyumu icerisinde kademeli olarak
dondurulduktan sonra kullanima kadar sivi nitrojende saklandi. Bu amagla, Tripsin-
EDTA ile flaskin yiizeyinden ayrilmasiyla elde edilen hiicre siispansiyonu 600 x g’de 8
dakika santrifiij edildi. Islem sonunda elde edilen hiicre peleti, dondurma medyumu ile
resiispanse edilerek 2ml’lik steril dondurma tiiplerine aktarildi. Dondurma medyumu,
%20 FBS iceren hiicre medyumunun 0.45 pm’lik siringa filtrelerinden gecirilmesiyle ve
takibinde bu karisima koruyucu amagla %10 DMSO eklenmesiyle taze olarak hazirlandi.

3.2. WST-8 Deneyi

Prensip: Hiicrelerin, CDME ile muamelesinin takibinde gelisen sitotoksik cevabin
saptanmasi amaciyla yapildi. Deneyin prensibi, WST-8’in [2-(2-metoksi-4-nitrofenil)-3-
(4-monosodyum tuzu], bir elektron tasiyicisi olan I-metoksi fenazin metosiilfat (1-
metoksi PMS) varliginda mavi renkli formazana indirgenmesi esasina dayanir [123].
Elektron tasiyiciligi gorevini ise, canli hiicrelerdeki dehidrogenazlar gergeklestirir (Sekil
3.1). Dolayistyla formazan olusumu, canli hiicre sayisi ile dogru orantilidir. Olugsan mavi
rengin yogunlugu 460 nm’de spektrofotometrede 6l¢iiliir. Nonradyoaktif olan WST-8
deneyi, hiicre proliferasyonu ve sitotoksisitesi deneylerinde canli hiicrelerin sayisinin
tayin edilmesine izin veren hassas kolorimetrik bir dl¢iim yontemidir. WST-8’in hiicre
sitotoksisitesi 0l¢imiindeki hassasiyeti, diger tetrazolyum tuzlari olan MTT, XTT, MTS
veya WST-1"den ¢ok daha yiiksektir.

o WST-8 Formazan
(Amax 460 nm)

°  1-metoksi PMS

NADH, NADPH

Hiicre ici
dehidrogenazlar

NAD, NADP
Canli Hiicre

Sekil 3.1. WST-8’in formazana indirgenmesi [123].
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Kullanilan Kkit:
e Dojindo Laboratories (Gaithersburg, MD, USA) firmasindan temin edilen Cell
Counting Kit-8 adl1 {iriin kullanildu.

CDME’nin hazirlanmasi: Sigma’dan (St.Louis, MO, USA) temin edilen CDME (MW:
341.28), hassas terazide 0.3412 g tartild1 ve lizerine 1 ml steril kiiltiir medyumu laminer
flow kabin icerisinde eklendi. Hazirlanan 1M’lik bu ana stok soliisyondan 0.1 mM, 1
mM, 10 mM, 100 mM ve 400 mM olmak iizere 5 farkli ara stok soliisyonlar hazirlandu.
Ana ve ara stok soliisyonlar, her bir deneyden hemen 6nce taze olarak hazirlandi.

Hiicrelerin hazirlanmasi ve deney prosediirii: RWPE-1, PC-3 ve LNCaP hiicreleri,
tripsin-EDTA yardimiyla bulunduklar1 flaskin yiizeyinden kaldirildi ve olusan hiicre
stispansiyonu 1000 x g’de 6 dakika santrifiij edilerek hiicre peleti elde edildi. Spesifik
medyumlart ile resiispanse edilen hiicreler, her bir kuyucukta 2000 hiicre olacak sekilde
96 kuyucuklu steril hiicre kaplarina bolistiiriildii. Yiizeye yapismalari i¢in gece boyunca
inkiibatorde bekletilen hiicreler, ertesi sabah farkli dozlardaki CDME ile muamele
edildi. Bunun i¢in 0.005 mM, 0.05 mM, 0.5 mM, 5 mM ve 20 mM olmak iizere 5 farkl
doz segildi. 95 pl spesifik kiiltiir medyumu bulunan her bir kuyucuga, yukarida belirtilen
0.1 mM, I mM, 10 mM, 100 mM ve 400 mM’lik ara stok soliisyonlardan ilgili kuyucuga
5 ul eklendi. Boylece CDME’nin kuyucuklardaki final konsantrasyonu sirasiyla, 0.005
mM, 0.05 mM, 0.5 mM, 5 mM ve 20 mM saglanmis oldu. WST-8 deneyi i¢in RWPE-1,
PC-3 ve LNCaP hiicreleri, 96 kuyucuklu steril hiicre kaplarina Sekil 3.2’de belirtildigi
gibi boliindii.

RWPE-1 PC-3 LNCaP

1 2 3 N 4 (s 6 7 N 8 (9 10 1N 12
CDME CDME CDME CDME CDME CDME CDME CDME CDME
yok yok yok yok yok yok yok yok yok
0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005 0.005
mM mM mM mM mM mM mM mM mM
CDME CDME CDME CDME CDME CDME CDME CDME CDME
0.05mM 0.05mM 0.05mM 0.05mM 0.05mM 0.05mM 0.05mM 0.05mM 0.05mM
CDME CDME CDME CDME CDME CDME CDME CDME CDME
0.5mM 0.5mM 0.5mM 0.5mM 0.5mM 0.5mM 0.5mM 0.5mM 0.5mM
CDME CDME CDME CDME CDME CDME CDME CDME CDME
SmM SmM SmM SmM SmM SmM SmM SmM SmM
CDME CDME CDME CDME CDME CDME CDME CDME CDME
20mM 20mM 20mM 20mM 20mM 20mM 20mM 20mM 20mM
CDME CDME CDME CDME CDME CDME CDME CDME CDME
Yalniz Yalniz Yalniz Yalniz Yalniz Yalniz Yalniz Yalniz Yalniz
RWPE-1 RWPE-1 RWPE-1 PC-3 PC-3 PC-3 LNCaP LNCaP LNCaP
medyum medyum medyum medyum medyum medyum medyum medyum medyum

Sekil 3.2. Hiicrelerin, sitotoksisite deneyi i¢in 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarindaki dagilimi
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CDME ile muamele edilen hiicreler 48 saat boyunca %5 CO, ve %95
nemlendirilmis hava iceren inkiibatérde 37 °C’de bekletildi. Siire sonunda WST-8
soliisyonundan 10 pl, her bir kuyucuga eklendi ve hiicreler tekrar 4 saat boyunca inkiibe
edildi. Canli hiicrelerde olusan mavi renkli formazanin absorbans degerleri, mikroplate
okuyuculu spektrofotometrede 450 nm’de kore karsi elde edildi. Hiicrelerin spesifik
medyumlar1, kor olarak kullanildi. Ayrica hiicre sitotoksisitesinin Ol¢iimii, her bir
deneyde Tgclii olmak {lizere birbirinden bagimsiz deneylerle {i¢ farkli zamanda
tekrarlandi.

3.3. CBP Olciimii

Prensip: CBP 0l¢limii, hiicrelerin CDME muamelesini takiben hiicre ig¢i sistin
diizeylerindeki artisin saptanmasi amaciyla yapildi. Deney, radyoaktif isaretli CBP’nin
hiicre i¢indeki sistini baglamas1 sonucunda serbest kalan radyoaktif CBP’nin dl¢iilmesi
prensibine dayanir [124].

Kullanilan Soliisyonlar:

e 0.01 M sodyum fosfat tamponu (pH 7.2); Ayr1 ayn 1L distile su igerisinde 1.38 g
NaH,PO4 ve 1.42 g Na,HPO, ¢oziinmesiyle olusan iki ayri soliisyon, pH 7.2
olacak sekilde karistirild ve tampon soliisyonu +4 °C’de saklandi.

¢ 5 mM N-etilmaleimid soliisyonu; 0.006 g N-etilmaleimid, 10 ml hacmindeki 10
mM sodyum fosfat tamponunun i¢inde ¢6ziindii ve +4 %C’de sakland.

e %12 Siilfosalisilik asid (SSA) soliisyonu; 12 gr SSA tartilip 100 ml distile su
icerisinde ¢oziindii ve +4 °C’de saklandi.

e 3M Ditiyotreitol (DTT) soliisyonu; 0.4627 g DTT tartilip 1 ml distile su
igerisinde ¢oziindii ve -20 0C’de saklandi.

e (0.1 M Sodyum asetat tamponu (pH 5); 1M asetik asitten 28.82 ml ve 0.3M
sodyum asetattan 273.3 ml, final hacim 1L olacak sekilde distile su icerisinde
karistirild1 ve +4 %C’de sakland.

e (.01 M Sodyum asetat tamponu (pH 5); 0.1 M sodyum asetat tamponu distile su
ile 10 kat diliie edildi.

Soliisyonlarin hazirlanmasinda kullanilan tiim maddeler Sigma’dan (St.Louis,
MO) temin edildi.

CDME’nin hazirlanmasi: 0.03412 g tartilan maddeye, 100 pl steril kiiltiir medyumu
laminer flow kabin igerisinde eklendi ve boylece 1 M’lik ana stok soliisyon hazirlandi.
Yine steril kiiltiir medyumu ile ana stok soliisyondan, 0.05 M ve 0.5 M’lik ara stok
soliisyonlar hazirlandi. Ana ve ara stok soliisyonlar, her bir deneyden hemen 6nce taze
olarak hazirlandi.
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Hiicrelerin hazirlanmasi ve deney prosediirii:

RWPE-1, PC-3 ve LNCaP hiicreleri, tripsin-EDTA yardimiyla bulunduklar
flaskin yiizeyinden kaldirildi ve olusan hiicre siispansiyonu 1000 x g’de 6 dakika
santriflij edilerek hiicre peleti elde edildi. Spesifik medyumlar ile resiispanse
edilen hiicreler, her bir kuyucukta 400.000 hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu
steril hiicre kaplarina bolistiiriildii. Yiizeye yapigmalart i¢in gece boyunca
inkiibatorde bekletilen hiicreler, ertesi sabah 0.5 mM ve 5 mM CDME ile
muamele edildi. Bu amagla, 6 kuyucuklu hiicre kabinin her bir kuyucugunda
bulunan 1980 pul medyuma, 0.05 M ve 0.5 M’lik ara stok soliisyonlardan 20 pl
eklenerek CDME nin final konsantrasyonunun sirastyla 0.5 mM ve 5 mM olmasi
saglanmis oldu. Hiicreler CDME ile 1.5 saat boyunca 37 °C’lik inkiibatorde
bekletildi.

CDME muamelesinin sonlandirilmas: amaciyla eski medyumlar1 aspire edilen
hiicreler, 1x PBS ile iki defa yikand1 ve her bir kuyucuga 300 pl N-etilmaleimid
soliisyonundan eklenerek hiicrelerin parcalanmasi saglandi. Hiicre toplayici
yardimiyla hiicre kaplarindan ependorf tiiplere aktarilaran hiicreler, 10 saniye
siiresince sonike edildi. Ortamdaki proteinleri ¢oktiirmek amaciyla hiicre
stispansiyonuna %12 SSA soliisyonundan 100 pl eklendi ve hiicreler 10 saniye
buzda inkiibe edildi. 22000 x g’de 10 dakikalik santrifiijiin ardindan elde edilen
siipernatan yeni bir ependorf tiipiine aktarilir ve 150 pl 10 mM Na,HPO,
eklenerek pH 5’e ayarlandi. Her bir ependorf tiiplindeki hacmin esitlenmesi
amactyla, bidistile su ile final hacimler 1 ml’e tamamlandi. Béylece numuneler
CBP o6l¢iimii i¢in hazir duruma getirildi. Ayrica, CDME tarafindan indiiklenen
hiicresel yanitlarin tersinir olarak gosterilmesi amaciyla ilgili numuneler, 30 mM
DTT ile 30 °C’de 15 dakika siiresince inkiibe edildi.

CBP olgiimii i¢in kor olarak 0.1 M Na-asetat tamponu, standart olarak ise 0.2,
0.4, 0.6, 0.8 ve 1 nmol olmak iizere 5 farkli konsantrasyonda sistin kullanildi.
Numuneler de asagida belirtildigi gibi diliisyonsuz ve 1/5 oraninda 0.1 M Na-
asetat tamponu ile diliie edilerek oOlgtildii. 50 ul kor, 50 pl standart ve 50 pl
numunenin iizerine 60 pl radyoaktif CBP eklendi.

— 60 pl radyoaktif CBP
T 50 ul numune

—» 60 ul radyoaktif CBP

—» 10 pl numune + 40 pl
0.1 M Na-asetat tamponu

Diliisyonsuz 1/5 Diliisyon

Hazirlanan tiim standart ve numuneler, nitroseliiloz bir membrandan filtre edildi.
Bunun i¢in bidistile su igerisinde bekletilen membranlar, filtrasyon isleminin
oncesinde ve sonrasinda 600 ul 0.01 M Na-asetat tamponu ile yikandi. Bunu
takiben once 100 pl kor, daha sonra 100 pl standartlar ve son olarak da ayni
hacimdeki numuneler filtre edildi. Filtrasyon islemi tamamlandiktan sonra tiim

33



nitroseliiloz membranlar, alimunyum folyo {izerinde kurumaya birakildi.
Kuruyan membranlar, iizerlerindeki Orneklerin ¢6ziinebilmesi amaciyla 3 ml
sintilasyon sivisina kirilmadan aktarilarak Beckman marka sivi sintilasyon
sayacinda numunelerdeki sistin miktarlar1 tayin edildi. Hiicre i¢i sistin miktarinin
saptanmas1 amaciyla yapilan CBP 6l¢iimii, her bir deneyde {i¢lii olmak iizere
birbirinden bagimsiz deneylerle {i¢ farkli zamanda tekrarlandi.

3.4. Kalsein AM Deneyi

Prensip: Kalsein AM deneyi, hiicre apoptozisinin gdsterilmesi amaciyla yapildi [125].
Non-fluoresan ve hidrofobik bir madde olan kalsein AM’nin, kolayca canli hiicrelerin
membranlarindan igeri girerek hiicre i¢i esterazlar tarafindan, hidrofilik ve kuvvetli yesil
bir fluoresan madde olan kalseine hidrolize olmasi prensibine dayanir (Sekil 3.3).
Sadece membran biitiinliiglinii kaybetmemis canli hiicreler aktif esteraz aktivitesine
sahip oldugundan, kalseinin fluoremetrik metodlarla belirlenmesi canli hiicrelerin varligi
icin iyi bir gostergedir.

ROOC COOR

ROOC._N N._COOR
Wo o o\n/
P I
0
O R: CH,0COCHS

6}

Kalsein AM
Hidrofobik, non-fluoresan

Hiicreici

Esterazlar
HOOC CH,OOH
HOOC\/N N\/COOH

Kalsein
Hidrofilik, fluoresan

Sekil 3.3. Kalsein AM’nin, hiicre i¢i esterazlar tarafindan kalseine hidrolizi
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Kullanilan Kit: Molecular Probes (Eugene, OR, USA) firmasina ait Vybrand Cell
Adhesion Assay Kit adli iiriin kullanilmstir.

CDME’nin hazirlanmasi: CBP deneyinde oldugu gibi CDME, 1 M’lik ana stok
soliisyonu ve 0.05 M ile 0.5 M’lik ara stok soliisyonlar1 olmak {izere taze olarak
hazirlandi.

Hiicrelerin hazirlanmasi ve deney prosediirii:

e RWPE-1, PC-3 ve LNCaP hiicreleri tripsin-EDTA yardimiyla bulunduklar
flaskin yiizeyinden kaldirildi ve olusan hiicre siispansiyonu 1000 x g’de 6 dakika
santriflij edilerek hiicre peleti elde edildi. Spesifik medyumlar ile resiispanse
edilen hiicreler, her bir kuyucukta 300.000 hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu
siyah steril kiiltiir kaplarina bolustiiriildii. Herhangi bir muameleye ugramamis ve
0.5 mM CDME / 5 mM CDME ile muamele edilmis hiicrelere ait numuneler,
iclii olarak ¢alisildi. Yiizeye yapismalari ig¢in gece boyunca inkiibatorde
bekletilen hiicreler, ertesi sabah 0.5 mM ve 5 mM CDME ile muamele edildi. Bu
amagla, 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarinin ilgili kuyucuklarina 0.05 M ve 0.5 M’lik
ara stok soliisyonlardan 20 pl eklenerek 2 ml’lik total hacimde CDME’nin final
konsantrasyonunun sirasiyla 0.5 mM ve 5 mM olmasi1 saglanmis oldu. Hiicreler
CDME ile 1.5 saat boyunca 37 °C’lik inkiibatérde bekletildi.

e Hiicreler CDME’den sonra ise apoptozisin indiiklenmesi amaciyla TNF-a ile
inkiibe edildi. Bu amagcla hiicreler, 50 ng/ml TNF-a ile 18 saat boyunca
inkiibatorde bekletildi [126]. Siire sonunda hiicreler, serumsuz medyum
igerisinde toplayicit yardimiyla kiiltiir kaplarindan ependorflara aktarildi. 1000 x
g’de 6 dakika santrifiij sonucu elde edilen hiicre peleti, 500 pl serumsuz medyum
icerisinde restispanse edildi ve final konsantrasyonu 5 uM olacak sekilde kalsein
AM ile 30 dakika boyunca inkiibatorde inkiibe edildi. Sonug olarak hiicre i¢inde
olusan kalseinin verdigi fluoresan miktari, 490 nm eksitasyon ve 520 nm
emisyon filtresine sahip mikroplate okuyuculu spektrofluorometrede kaydedildi.

3.5. DNA Fragmantasyonu

Prensip: Niikleer DNA’nin endoniikleaz aracili par¢alanmasi, apoptozisin karakteristik
en biliylik kanitlarindan biridir. DNA fragmantasyon deneyi ile hem intakt hem de
fragmante olmus DNA’lar izole edilir ve agaroz jel iizerinde gosterilir. Ayrica ortamdaki
RNA’larin ve proteinlerin elimine edilmesi amaciyla RNaz ve proteinaz-K kullanilmasi
daha saf bir DNA numunesi elde edilmesini saglar.
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Kullanilan Soliisyonlar:
e Lizis tamponu: 10 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA ve % 0.5 Sodyum dodesil siilfat
(SDS) ile hazirlandi. Ayrica RNA kontaminasyonunun 6nlenmesi amaciyla bu
karisima final konsantrasyonu 100 pg/ml olacak sekilde RNaz-A eklendi.

e Proteinaz-K soliisyonu: 200 mg/ml konsantrasyona sahip olan soliisyon hazir
olarak temin edildi.

e 1 M NaClI soliisyonu: 5.845 g NaCl tartilip 100 ml distile suda ¢6ziindii ve +4
0C’de saklandi.

e 50 mM Na-asetat sollisyonu: 0.6804 g Na-asetat tartilip 100 ml distile suda
¢Oziindi ve +4 0C’de sakland.

e 1X Tris-EDTA tamponu: 10mM Tris-HCI (pH 8.0) ve 1mM EDTA ile
hazirlandi.

e RNaz-A ve Proteinaz-K Invitrogen’den (Carlsbad, CA, USA), diger maddeler ise
Sigma’dan (St.Louis, MO, USA) temin edildi.

CDME’nin hazirlanmasi: Onceki deneylerde belirtildigi gibi CDME, 1 M’lik ana stok
soliisyonu ve 0.05 M ile 0.5 M’lik ara stok soliisyonlar1 olmak {izere hazirlandi. Ana ve
ara stok soliisyonlar, her bir deneyden hemen once taze olarak hazirland:.

Hiicrelerin hazirlanmasi ve deney prosediirii:

1.giin: RWPE-1, PC-3 ve LNCaP hiicreleri, tripsin-EDTA yardimiyla bulunduklar
flaskin yiizeyinden kaldirildi ve olusan hiicre siispansiyonu 1000 x g’de 6 dakika
santriflij edilerek hiicre peleti elde edildi. Spesifik medyumlarn ile resiispanse edilen
hiicreler, her bir kuyucukta 600.000 hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu steril kiiltiir
kaplarma bolistiiriildii. Herhangi bir muameleye ugramamis ve 0.5 mM CDME ile 5
mM CDME ile muamele edilmis hiicrelere ait numuneler olmak iizere 3 grup calisildi.
Hiicreler, yiizeye yapismalari i¢in gece boyunca inkiibatorde inkiibasyona birakildilar.

2.giin: Hiicreler ertesi sabah CDME ile muamele edildi. Bu amagla 6 kuyucuklu kiiltiir
kabmin ilgili kuyucuklarma 0.05 M ve 0.5 M’lik ara stok soliisyonlardan 20 pl
eklenerek, CDME’nin final konsantrasyonunun sirastyla 0.5 mM ve 5 mM olmasi
saglanmus oldu. Hiicreler CDME ile 24 saat boyunca 37 °C’lik inkiibatérde bekletildi.

3.giin: RWPE-1, PC-3 ve LNCaP hiicreleri, spesifik kiiltiir medyumlar1 igerisinde hiicre
toplayict yardimiyla kiiltiir kaplarindan ependorflara aktarildi. 10000 x g’de 15 dakika
santrifiij islemi sonucunda elde edilen hiicre peletinin {lizerine, RNaz-A igeren 300 pl
lizis tamponu eklendi. Bu sekilde 37 °C’de 2 saat boyunca inkiibe edilen hiicrelere, final
konsantrasyonu 0.5 mg/ml olacak sekilde proteinaz-K eklendi ve 56 °C’de 1 saatlik
inkiibasyona birakildi. Daha sonra ise, 1 M NaCI eklenerek hiicreler, +4 °C’de gece
boyunca inkiibe edildi.
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4.giin: Gece boyu inkiibasyonun ardindan 10000 x g’de ve +4 °C’de 30 dakika boyunca
santriflij edilen numunelere ait supernatanlar temiz tiiplere aktarildi. Supernatana 50 mM
Na-asetat’tan 100 pl eklendikten sonra supernatanin iki kati kadar hacimde %95’lik
etanol eklendi. Yine 10000 x g ve +4 °C’de 30 dakikalik santrifiij sonucunda elde edilen
hiicre peletleri, 5 dakika oda 1s1sinda kurumaya birakildi. Daha sonra peletler, 12 pl 1X
Tris-EDTA tamponu ile resiispanse edildi ve 37 °C’de 15 dakika inkiibasyona birakildi.
Son olarak numuneler, %1.5 agaroz jele yiiklendi ve 1X Tris-EDTA tamponu varliginda
yatay elektroforeze tabi tutuldu. 5V ile baslayan elektroforez islemi 2 saat sonra 100V’a
arttirilldi ve elektroforez sonunda jel UV 1s1k altinda goriintiilendi.

3.6. PKC6 ve PKCe¢’nun Immunoblot Analizi ile Protein Ekspresyonunun
Gosterilmesi

3.6.1. Hiicre Lizatlarinin Hazirlanmasi

Kullanilan Soliisyonlar:
e Hiicre lizis tamponu: Promega (Madison, WI, USA) firmasindan temin edilen 5X
lizis tamponu, kullanim sirasinda distile su ile 1X’e diliie edildi.

e Proteaz inhibitor kokteyl tabletleri: Roche (Branchburg, NJ, USA) firmasindan
temin edildi. Her bir tablet, 10 ml lizis tamponuna eklenerek kullanildi.

CDME’nin hazirlanmasi: Western Blot analizinde hiicrelerin CDME ile muamele
edilmesi i¢in 1 M ve 0.1 M olmak {izere iki farkli CDME stok soliisyonu taze olarak
hazirlandi.

Prosediir:

e RWPE-1, PC-3 ve LNCaP hiicreleri, tripsin-EDTA yardimiyla bulunduklari
flaskin yiizeyinden kaldirildi ve 100mm c¢apindaki steril kiiltiir petri kaplarina
aktarildi. Hiicreler, %80 yogunluga gelinceye kadar rutin olarak beslendi. Daha
sonra CDME muamelesi i¢in ilgili petrilere 0.1 M ve 1M’lik stok soliisyonlardan
40 pl eklendi ve boylece 8 ml medyum bulunan petrideki CDME’nin final
konsantrasyonun sirastyla 0.5 mM ve 5 mM olmas1 saglandi. Hiicreler CDME ile
1.5 saat boyunca 37 °C’lik inkiibatérde bekletildi.

e Siire sonunda 1 kez 1X PBS ile yikanan hiicreler, 100 pl lizis tamponu igerisinde
hiicre toplayici yardimiyla petrilerden alinarak sonikasyon yoluyla parcalandi.
10000 x g ve 4 °C’de 5 dakika santrifiij sonucunda elde edilen supernatan temiz
bir tiipe aktarildi. Immunoblotlama asamasinda her numuneden esit miktarda
proteinin yiiklenebilmesi i¢in, supernatandaki protein miktar1 kuantifiye edildi ve
bu numuneler immunoblot analizi i¢in kullanildu.
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3.6.2. Protein Miktar Tayini

Prensip: Bikinkoninik asit (BCA) aracilifiyla yapilan protein tayini, alkali sartlarda
Cu”" nin proteinlerle kompleks olusturarak Cu'" e indirgenmesi ve sonrasinda da BCA
ile kompleks olusturmasi prensibine dayanir. Olusan bu kompleksin absorbansi, 562nm
dalga boyunda olgtilerek, standartlar varliginda kore karsi protein miktar tayini yapilir
[127].

Protein + Cu*" => Cu'" + BCA => Cu'"- BCA kompleks

Kullanilan Kit: BioRad’dan (Hercules, CA, USA) temin edilen BCA protein tayin kiti
kullanildi. Standart olarak, kit igerisinde verilen farkli konsantrasyonlardaki kullanima
hazir albiimin soliisyonlar1 kullanildi.

Prosediir:
e Deney prosediirii olarak, kit {iretici firma tarafindan 6nerilen protokol uygulandi.

e Numunelerdeki protein miktari, 5, 25, 50, 125 ve 250 pg/ml olmak tizere 5 farkli
albiimin standardinin kullanildig1 standart grafige gore hesaplanarak tayin edildi.
Standart grafigi olarak, her bir 6l¢liim ile es zamanli olarak elde edilen anlik
grafikler kullanildi ve R? degeri 0.95’in iizerinde olan grafikler kabul edildi.
Buna bir 6rnek olarak asagidaki grafik verildi (Sekil 3.4).

0,6

Protein Standart Grafigi
05 - y=0,002x - 0,012
R>= 0,999

0,4 -

0,3

Absorbans

0,2 -

0,1 -

0 I T T T T
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Albumin Kons antras yonu (ng/ml)

Sekil 3.4. BCA yontemine gore elde edilen protein standart grafigi.
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3.6.3. PKCd ve PKCe’nun Immunoblot Analizi

Prensip: Nontiimorijenik (RWPE-1) ve timorijenik (PC-3 ve LNCaP) prostat
hiicrelerinde  CDME muamelesi sonrasinda olusan PKC6 ve PKCe’nun protein
ekspresyonundaki degisiklikler immunoblotlama yontemi ile gdsterilmistir. Bu yontem,
elektriksel ortamda molekiil agirliklarina gore jelde ayrisan proteinlerin, membrana
aktarilarak once spesifik antikorlar1 ile sonra da bunu taniyan ve belirli bir substrat ile
reaksiyon verebilen ikincil bir antikora ile baglanmasi sonucu olusan yanitin filmde
gosterilmesi prensibine dayanmaktadir. Bu amagla proteinler dnce SDS-Poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) ile ayrigsmali, sonra ilgili primer antikoru ile blotlanmalidir.

Kullanilan Kit ve Soliisyonlar:

Ayrisma jeli tamponu (Resolving Buffer): 1.5 M Tris (pH 8.8) + 14 mM SDS
9.085 g Tris, 50 ml distile suda ¢6ziindii. HCI ile pH 8.8’e ayarlanan tampona 0.2
g SDS eklenerek soliisyon hazirlandi.

Yiikleme jeli tamponu (Stacking Buffer): 0.5 M Tris (pH 6.8) + 14 mM SDS
3.025 g Tris, 50 ml distile suda ¢oziindii. HCI ile pH 6.8’e ayarlanan tampona 0.2
g SDS eklenerek soliisyon hazirlandi.

Akrilamid — Bisakrilamid Soliisyonu: %40 oraninda kullanima hazir olarak
BioRad’dan (Hercules, CA, USA) temin edildi.

%10 Amonyum persiilfat (APS): 0.1 g amonyum persiilfat 1 ml distile suda
¢Oziinerek hazirlandi.

TEMED (N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamin): Akrilamid ve bisakrilamidin
polimerizasyonunu katalizlemesi amaciyla kullanilan Temed soliisyonu,
kullanima hazir olarak Merck’den (Darmstadt, Germany) temin edildi.

Yiikleme Tamponu (Loading Dye): 2X olarak BioRad’dan (Hercules, CA, USA)
kullanima hazir olarak temin edildi. Tamponun igeriginde; %4 SDS, %20
gliserol, %10 2-merkaptoetanol, %0.004 bromfenol mavisi ve 0.125 M Tris-HCI
(pH:6.8) bulunur.

Elektroforez Tamponu (Running Buffer): 5X stok olarak hazirlandi.
15 gr Tris, 72 gr Glisin ve 5 g SDS tartilip 1L distile suda ¢oziindi. Kullanim
asamasinda ise 5X’lik bu stok soliisyon, distile su ile 1X’e diliie edildi.

Blotlama Tamponu (Blotting Buffer): 10X stok olarak hazirlandi.

30.3 g Tris, 144 g Glisin ve 10 g EDTA tartilip 1L distile suda ¢oziindii.
Kullanim agsamasinda ise 10X’lik bu stok soliisyon %20 metanol ile 1X’e diliie
edildi. Merck’den (Darmstadt, Germany) temin edilen metanol, transfer sirasinda
membranin sismesi ve yapisan proteinlerin korunabilmesi amaciyla blotlama
tamponuna eklendi.
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PBS-T (%0.1 Tween 20): 10X stok PBS soliisyonu hazirlandi.

87.6 g NaCl, 2.76 g NaH,PO4 (monobazik), 11.36 g Na,HPO, (dibazik), 1.87
KCI tartihp 1L distile suda ¢oziiniir. Hazirlanan bu 10X’lik stok soliisyon,
kullamilmadan Once distile su ile 1X’e diliie edilir ve 1L i¢in 1 ml Tween-20
eklenerek PBS-T soliisyonu hazirlanmis olur.

%S5 Bloklama Soliisyonu: 1 g yagsiz siit tozu, 20 ml TBS-T igerisinde taze olarak
hazirlanir.

PKCd ve PKCe primer antikor (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA,
USA) soliisyonlari: 1:1000 oraninda PBS-T icerisinde taze olarak hazirlandi. Her
iki antikor da anti-rabbit, poliklonal karaktere sahiptir.

Sekonder Antikor (Chemicon Int., Temecula, CA, USA) Soliisyonu: Fluoresans
isaretli anti-rabbit sekonder antikoru, 1:7000 oraminda PBS-T icerisinde taze
olarak hazirlandi.

Prosediir:
SDS-PAGE Elektroforezi

e Elektroforez, iki fazli akrilamid jel lizerinde gerceklestirildi. Bu amagla
%10’luk ayristirma jeli ve % 5’lik yiikleme jeli, Tablo 3.1° de belirtildigi
sekilde hazirlandi.

Tablo 3.1. Ayristirma ve yiikleme jellerinin hazirlanmasi

Ayristirma Jeli (%10) | Yiikleme Jeli (%5)
Distile Su 2.45 ml 3.1 ml
Tris-HCI pH 8.8 1.25 ml -
tamponu pH 6.8 - 1.25 ml
Akrilamid/Bisakrilamid 1.25 ml 0.625 ml
%10 APS 0.05 ml 0.05 ml
Temed 0.002 ml 0.005 ml

%70’1ik alkol ile temizlenen cam plakalar, jelin dokiilecegi standlara yerlestirilip
plakalar arasina Once ayrigtirma jeli arkasindan yiikleme jeli dokildii ve oda
1s1sinda sirasiyla 50 ve 20 dakika siireyle donmaya birakildi.

Protein miktarlar1 BCA yontemiyle onceden tayin edilen numuneler, her bir
kuyucukta 35 pg olacak sekilde, 2X yilikleme tamponu ile 1:1 oraninda diliie
edildi. Bu asamada ilgili tiiplere final konsantrasyonu 30mM olacak sekilde DTT
eklendi. Hazirlanan numuneler 95 °C’lik termoblok icerisinde 8 dakika inkiibe
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edildi. Ik kuyucuga molekiil agirliklar1 bilinen proteinlerden olusan markir,
digerlerine de numuneler jele yiiklenerek elektroforez baslatildi. 1X Elektroforez
tamponu varliginda, numunelerin aynistirma jeline kadar ayn1 anda
toplanabilmesi i¢in akim 6nce 80 V’a, daha sonra asil ayrismanin olmasi i¢in 120
V’a ayarlanarak elektroforez islemi gerceklesti.

Immunoblotlama:

e Elektroforez sonunda cam plakalarin arasindan alinan jel, 1X transfer tamponu
igerisinde nitroseliilléz membran ile sandvi¢lendi. Bu amagla kullanilacak olan
nitroseliiloz membran, siingerler ve filtre kagitlar1 soguk 1X tansfer tamponu ile
onceden doyuruldu. Sandvi¢ icin, katottan anota dogru sirasiyla siinger,
whatmann kagidi, jel, nitroseliiloz membran, whatmann kagidi ve siinger sandvic
aparatt igerisinde st liste yerlestirildi ve aparat sikica kapatildi. Hazirlanan
sandvicin anot kutbunun anotta, katot kutbunun da katotta olmasina dikkat
edilerek transfer tankina yerlestirildi. Transfer islemi 1X transfer tamponu
icerisinde +4 C ve 30 V’da, 1 saatte siiresince gerceklesti.

e Transfer sonucunda sandvi¢ aparatinin i¢inden alinan membran, Gnce non-
spesifik baglanmalarin engellenmesi amaciyla %35’°lik bloklama soliisyonu ile
oda 1s1sinda 1 saat, daha sonra PKCo veya PKCeg’ya spesifik primer antikor ile
+4 °C’de gece boyunca, son olarak ise fluoresan isaretli sekonder antikor ile oda
1s1sinda 3 saat siiresince inkiibe edildi.

Goriintiilleme:
e Fluoresan olarak isaretlenmis olan membrandaki bantlar, Odyssey Infrared
Imaging System (LI-COR Biotechnology, Lincoln, Nebraska, USA) araciligiyla
goriintiilendi.

Bantlarin yogunlugu: Image J — Versiyon 1.36 (National Institute of Health, Maryland,
USA) dansitometre programu ile kuantifiye edilmistir.

3.7. PKC$ ve PKCg’nun Immunpresipitasyonu ve Enzim Aktivitesi Ol¢iimii
3.7.1. Immunpresipitasyon

Prensip: Lizis tamponu igerisinde hiicreden ekstrakte edilen proteinlere, immun
kompleksin olugmasina izin vermek amaciyla spesifik antikorlar eklenmesi ve daha
sonra da olusan bu immun kompleksin Protein A veya G iceren kat1 faza baglanmasi
prensibine dayanmaktadir. Protein A (veya G)-antikor interaksiyonu olustuktan sonra
baglanmamis proteinler ise, kat1 fazin yikanmasiyla uzaklastirilir.
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Kullanilan Kit ve Soliisyonlar:
Lizis Tamponu: 10mM Tris [pH 7.4], ImM EDTA, 1% gliserol, 1pg/ml leupeptin,

1pug/ml

Prosed
1.Giin:

2.Giin:

pepstatin, 50pg/ml aprotinin, 0.5mmol/L fenilmetilsiilfonil florid (PMSF)

ur:

Herbir RWPE-1, LNCaP ve PC3 hiicre dizisi; 2 adet kontrol, 2 adet kontrol+30
mM DTT, 2 adet 0.5 mM CDME, 2 adet 0.5 mM CDME+30 mM DTT, 2 adet 5
mM CDME ve 2 adet 5 mM CDME+30 mM DTT olmak {iizere toplam 12’°ser
adet 100mm kiiltiir kaplar1 igerisinde tam yogunluga ulasana kadar uygun
medyumlan igerisinde ¢ogaltildi. Ilgili kiiltiir kaplarma final konsantrasyonlar
0.5 mM ve 5 mM olacak sekilde CDME eklendi ve bu sekilde hiicreler, 1.5 saat
inkiibatorde bekletildi.

Ayn sekilde muamele edilmis iki es kiiltiir kaplarindaki hiicreler, lizis tamponu
(500ul/kiiltiir kabi) igerisinde bir eppendorf tiipte birlestirildi ve 30 saniye
stiresince sonikasyon ile pargalanarak +4OC’de, 600 x g’de, 5 dakika santrifiij
edildi. Elde edilen supernatandan BCA yo6ntemiyle protein miktar tayin edildi.

Esit miktarda protein icerecek sekilde ayarlanan numunelere, PKCo veya PKCe
primer antikorlar1 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) 1:100
oraninda ilave edildi. Antijen-antikor kompleksinin olusmasina izin vermek

amactyla karisim, +4 °C’de, siirekli alt-iist rotasyonu esliginde gece boyunca
inkiibe edildi.

Herbir eppendorf tiipe, 30 pl Protein G+A agaroz siispansiyonu (Calbiochem,
San Diego, CA, USA) eklendi.

Antijen-antikor immun kompleksinin, ProteinG+A agaroz boncuklarina
baglanabilmesi i¢in karisim, +4 °C’de, siirekli alt-iist rotasyonu esliginde 2 saat
stiresince inkiibe edildi.

1000 x g ve +4 °C’de, 5 dakika siiresince yapilan santrifiij sonunda elde edilen
hiicre peletine 500 pl lizis tamponu eklenerek yine ayni sartlarda santrifiij edildi.
Bu islem 3 kez tekrarlandi, bdylece baglanmayan proteinlerin ortamdan
uzaklasmasi saglandi. En son yapilan santrifiijle elde edilen pelete 20 ul PBS
eklenerek pelet, reslispanse edilir. Bu peletin bir kism1 immunpresipitasyonun
dogrulugunun kanitlanmasi ve enzim aktivite sonuglarinin hesaplanmasi
amactyla western blot analizinde, geri kalan kismi ise PKC enzim aktivite
Olglimiinde kullanild.
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3.7.2. PKCé ve PKCg¢ Enzim Aktivitesi

Prensip: PKC i¢in spesifitesi yliksek olan fluoresan peptid substatinin (C1 peptide-
PLSRTLSVAAK), PKC tarafindan fosforile edilmesi sonucunda net ylikiiniin +1’den
-1’e degismesi ve net yiikteki bu degisikligin de noétral pH’daki agaroz jel iizerinde
gorilintiilenmesi prensibine dayanir. Dolayisiyla jel lizerinde, substratin fosforile ve non-
fosforile formlar1 ayrilarak PKC enzim aktivitesi tespiti yapilir.

Kullanilan kit ve Soliisyonlar: PepTag Non-Radyoaktif Protein Kinaz Assay Kit
(Promega, Madison, WI, USA) kullanilmistir. Kit, genel PKC enzim aktivitesini dl¢tiigii
icin spesifik olarak PKC6 ve PKCe enzim aktivitelerinin 6l¢iimiinde, bir dnceki asamada
immunpresipitasyon ile elde edilen suspansiyonlar kullanildi.

Prosediir:
e Numune, pozitif ve negatif kontrol tiipleri Tablo 3.2.°de belirtildigi gibi
hazirlandi.

Tablo 3.2. PKC enzim aktivite dl¢limii i¢in numune, pozitif ve negatif kontrol tiiplerinin hazirlanmasi

Pozitif Kontrol | Negatif Kontrol Numune
5X PKC Reaksiyon
Sul S5ul Sul
Tamponu
C1 Peptid 5ul 5ul 5u
5X PKC Aktivator
Sul S5l Sul
Soliisyonu
Peptid Koruma Soliisyonu 1l 1pl 1l
Steril Distile Su Sul 9l -
Tiim tiipler 30 "C’de 2 dakika siiresinde inkiibe edildi
PKC 4 ul - -
Numune - - 9ul

e Tiim tiipler 30°C’de, 30 dakika siirekli rotasyon esliginde inkiibe edildi. Ayrica
bu asamada DTT ile muamele edilecek olan numune tiiplerine 1M’lik stok DTT
soliisyonundan 0.75 pl (final konsantrasyon 30 mM) eklendi.

e Reaksiyonu durdurmak amaciyla tiim tiipler, 95°C’de 10 dakika inkiibe edildi.
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e Pozitif kontrol, negatif kontrol ve tim numuneler, 50mM Tris-HCI (pH:8.0)
tamponu igerisinde %0.8’lik agaroz jelde, 100V’da, 20-25 dakika elektroforeze
tabi tutuldular.

3.8. PKC3 Gen Ekspresyonunun kiiciik interferans RNA (siRNA) ile inhibisyonu

Prensip: 20-21 niikleotidlik dizilimler olan siRNA’lar, spesifik olarak baglandig:
mRNA’y1 degrade ederek ilgili proteinin translasyonunu engellerler. Bu bilgi 1s18inda,
PKCd mRNA’sma spesifik antisens siRNA aracigiyla PKCo’nin protein sentezinin
inhibisyonu amaglandi.

Kullanilan Kimyasallar:
e PKCd siRNA dizilimi: sense 5° GGU GUU GAU GUC UGU UCA Gtt 3’
Antisense 5’ CUG AAC AGA CAU CAA CACCtt 3

PKCd ve negatif kontrol siRNA’lar, Ambion’dan (Austin, TX, USA)
temin edilmistir.

e Oligofektamin: siRNA’larin memeli hiicresine aktarilmasinda kullanilan madde,
Invitrogen’den (Carlsbad, CA, USA) temin edildi.

Prosediir:
e RWPE-1 ve PC3 hiicreleri, PKCo ve negatif kontrol siRNA’lar ile ayr1 ayri
transfekte edilmesi amaciyla her bir kuyucukta %50 yogunluga sahip olacak
sekilde 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina aktarildi.

e Tiip I ve tlip II olmak tizere iki farkli igerik hazirlandi.
T[:JP I: 3ul stok oligofektamin + 12 pl serumsuz medyum
TUP II: 20uM stok siRNA suspansiyonundan 10 pl + 165 pl serumsuz medyum

e Tiip I, tiip II’e eklenerek karisim oda 1sisinda 20 dakika inkiibe edildi. Siire
sonunda bu karisim, daha 6nce hazirlanan 6 kuyucuklu kiiltlir kabinda bulunan
hiicrelerin iizerine eklenerek 6 saat inkiibatdrde bekletildi.

e 6 saat sonrasinda hiicrelerin {lizerine 3X serumlu medyum eklenerek 48 saat
kiiltiir sartlarinda inkiibasyona birakildi.

o Transfekte edilen hiicrelerde transfeksiyonun dogrulugunun kanitlanmasi amaciyla ters
transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) deneyi ve takibinde hiicre
canliliginin tayin edilmesi amaciyla tripan-mavi deneyi yapildi.
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3.9. PKCo Gen Ekspresyonunun RT-PCR ile Analizi

Prensip: Kalip olarak kullanilan RNA’nin ters transkriptaz enzimi ile komplementer
DNA’ya ¢evrilmesi ve takibinde de bu DNA iizerinden hedef gene spesifik dizilimlerin
cogaltilmasi prensibine dayanir.

Kullanilan Kit ve Soliisyonlar:

e Trizol Reaktifi, SuperScript III cDNA sentez kiti ve Platinyum Taq DNA
polimeraz kiti, Invitrogen’den (Carlsbad, CA, USA) temin edildi.

e [-bromo-3-kloropropan (BCP), izopropanol ve etanol Sigma’dan (St.Louis, MO,
USA) temin edildi.

e PKC9 icin spesifik primer dizilimi:
sense 5" AGA GGA GCC AGT GTC TGA GGTGA ¥
antisense 5’ TGA AGC GGT GCG GCATGTC ¥

PKCo igin spesifik primer diziliminin dizayn edilmesi ig¢in, Once
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi sitesinden PKCo genlerine spesifik mRNA
dizilimleri saptandi. Daha sonra genel primer dizayn kurallari géz Oniine alinarak olasi
primerler segildi. Secilen primer dizilimlerinin, herhangi bir dimer olusturup
olusturmadig1 veya diger genlere ait dizilimler ile ¢akisip ¢akismadigini kontrol etmek
i¢in ise http://www.premierbiosoft.com/netprimer/index.html sitesinden yararlanildi.

3.9.1. Hiicrelerden RNA izolasyonu

Prosediir:
e 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarinda bulunan hiicrelere 1ml/kuyu trizol reaktifi eklendi.
Oda 1s1sinda 5 dakika inkiibasyonu takiben, 100 pul BCP ekledi ve 12000 x g’de,
4°C’de, 15 dakika santrifiij edildi.

e En altta protein, ortada DNA ve en iistte RNA olmak lizere 3 faza ayrilan
siispansiyonun, en iist renksiz fazi temiz bir tiipe aktarilarak iizerine 500 pl
izopropanol eklendi. 12000 x g’de, 4 OC’de, 8 dakika santrifllj islemini takiben
elde edilen pelete %75’lik etanol eklenerek karigim, 7500 x g’de, 4 OC’de, 5
dakika santrifiij edildi.

e FElde edilen RNA peleti, RNaz icermeyen su ile resiispanse edildi ve ¢oziinmesi
icin 58 °C’de, 10 dakika inkiibe edildi.
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e Spektrofotometrede once 260 nm’de RNA miktar1, daha sonra da
260nm/280nm’de RNA’nin safligi tayin edildi. 260nm/280nm orani, 2’den
biiylik olan RNA numuneleri RT-PCR analizinde kullanildi.

3.9.2. RT-PCR Analizi

Prosediir:
e RT-PCR analizi i¢in 1pg RNA 6rnegi kullanilda.

e Hem cDNA sentezi i¢cin hem de PCR analizi i¢in, kit iireticisi tarafindan 6nerilen
prosediir uygulandi.

e PKCS$ gen amplifikasyonu i¢in agsagidaki PCR programi kullanildi.
94°C’de 2 dakika
94°C’de 30 saniye
55°C’de 30 saniye} 35 dongii
72°C’de 1 dakika
72°C’de 5 dakika

e Elde edilen PCR amplifikasyon iiriinleri, ylikleme tamponu ile diliie edilerek
%?2’lik agaroz jel iizerinde ve 1X Tris-Borat-EDTA tamponu (pH:8.3) varliginda
30-35 dakika elektroforeze tabi tutuldu. Marker olarak DNA ladder 100bp
kullanildi.

3.10. Tripan Mavi ile Hiicre Canhiliginin Tespiti

Prensip: Hiicre silispansiyonunda bulunan canli hiicrelerin sayisinin tespit edilmesi
amactyla yapilan bu test, canli hiicrelerin tripan mavi boyasini kabul etmeyerek
boyanmamis veya beyaz goriinmesi, buna karsilik 6lii hiicrelerin de boyanmasini igerir.
Bir asit boyasi olan tripan mavi soliisyonu, iki tane azo kromofor icermesinden dolay1
negatif yiiktedir. Bu nedenle membran herhangi bir hasara ugramadik¢a hiicre ile
etkilesime girmez.

Kullanilan Soliisyon: %0.4 (w/v) tripan mavi soliisyonu, Sigma’dan (St.Louis, MO,
USA) kullanima hazir olarak temin edildi.

Prosediir:
e PKCo veya negatif kontrol siRNA’lar ile transfekte edilmis ve herhangi bir
transfeksiyona maruz kalmamis RWPE-1 ve PC3 hiicreleri, her bir kuyucukta
4000 hiicre olacak sekilde 12 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ayristirildi.
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e Kiiltiir kaplarina ayristirilan hiicrelerin yiizeye yapigmalart i¢in gece boyunca
inkiibatérde bekletilmesinin ardindan, ilgili kuyucuklara 0.5 mM CDME
eklenerek hiicreler 1.5 saat kiiltiir sartlarinda inkiibe edildiler.

e Tripsin yardimiyla kuyucuklardan toplanan hiicreler, yeni bir tiipe aktarildilar ve
1500 x g’de 5 dakika santrifiij edildiler. Elde edilen hiicre peletine tripan mavi
soliisyonu eklenerek hiicre sayimi yapildi.
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BULGULAR

4.1. Hiicre Sitotoksisite Ol¢iimii

Calismanin ileri deneylerinde kullanilacak en uygun iki CDME dozunun
saptanmasi amaciyla yapilan hiicre sitotoksisite Ol¢limii icin hiicreler, 0.005mM,
0.05mM, 0.5mM, 5mM ve 20mM olmak tizere 5 farkli CDME dozu ile muamele
edildiler. Sonuglar, herhangi bir CDME muamelesinin olmadigi durumda elde edilen
verilere oranlanarak % kontrol olarak degerlendirildi. Buna gore; 0.005mM ve 0.05mM
CDME* nin her ii¢ hiicre dizisinde herhangi bir etkiye sahip olmadigi gézlendi. Buna
karsilik 0.5mM ve 5SmM CDME’nin, hiicre canlilif1 iizerinde sirasiyla %20 ve %35
oraninda inhibe edici etkiye sahip oldugu tespit edildi. 20mM CDME’nin ise ortalama
%70 gibi biiyiik bir oranda canlilig1 baskilayarak toksik bir etkiye sahip oldugu saptandi.
CDME’nin uygulanan tiim dozlarinda gozlenen hiicresel yanitlar kiyaslandiginda prostat
kanseri hiicrelerinden androjen-bagimli olan LNCaP’nin, androjen-bagimsiz olan PC3’e
gore CDME’e daha fazla hassasiyetinin oldugu gozlendi. Oysa ki, kontrol hiicresi olan
RWPE-1"da ise bu hassasiyet en az diizeydedir (Sekil 4.1).

BRWPE-1
120 - aoPC3
DLNCaP
100 T
D g) -
R
S 60
o
5 40 -
e} -
= 20 N
< 2
gl INE R N

0.005 0.05 0.5 5 20
CDME (mM)

Sekil 4.1. 0.005mM, 0.05mM, 0.5mM, 5mM ve 20mM CDME dozlarinin, RWPE-1, PC3 ve LNCaP
hiicrelerinin canlilig1 iizerine olan etkileri. %kontrol olarak verilen sonuglar, birbirinden
bagimsiz li¢ deneyin ortalama + standart hata degerine karsilik gelir.
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4.2. CBP Diizeyleri

Sistinin metabolik bir 6nciisi olan CDME’nin hiicreye verilmesini takiben hiicre
ici sistin diizeylerindeki artisin dolayli olarak gosterilmesi amaciyla yapilan CBP
Ol¢iimii RWPE-1 (Sekil 4.2A), PC3 (Sekil 4.2B) ve LNCaP (Sekil 4.2C) hiicrelerinde
CDME varliginda / yoklugunda gergeklestirildi. Buna ilaveten olgiimler, CDME’nin
etkilerini tersinir olarak kanitlamak amaciyla distilfit baglarini kiran DTT varliginda /
yoklugunda da yapildi. Deney sonucunda, hem kontrol hem de her iki prostat kanseri
hiicresinde hiicre i¢i sistin konsantrasyonunun, yiikselen CDME dozuna paralel olarak
artigt gozlendi. Buna karsilik tiim hiicre dizilerinde CDME’e cevaben artan sistin
diizeylerinin, 30mM DTT ile muamele sonucunda azaldig1 gozlendi. Béylece DTT nin
tersinir olarak CDME etkilerini degistirdigi saptandi.

CDME muamelesini takiben artan hiicre i¢i CBP diizeyleri 3 farkli hiicre dizisi
arasinda kiyaslandiginda, kontrol hiicredeki artisin her iki kanser hiicresine oranla daha
az oldugu acikca gozlendi. CDME yoklugundaki duruma kiyaslandiginda 0.5mM
CDME ve 5mM CDME, RWPE-1’de swrasiyla 2.5 ve 17.5 kat hiicre i¢i sistin
diizeylerinde artisa neden olurken, bu oranlar LNCaP hiicresinde sirasiyla 8 ve 46 kat
diger prostat kanser hiicresi olan PC3’de ise 4 ve 45 kat olarak degisti. Bu sonug,
sitotoksisite sonuglari ile paralellik gostererek androjen-bagimli LNCaP’nin, androjen-
bagimsiz PC3’e kiyasla CDME’e kars1 daha hassas oldugunu acgike¢a gosterdi.
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Sekil 4.2. 0.5mM ve 5SmM CDME muamelesini takiben, RWPE-1"de (4), PC3’de (B) ve LNCaP’de (C)
degisen hiicre igi sistin diizeyleri. Grafikte verilen herbir sonug, birbirinden bagimsiz ii¢
deneyin ortalama + standart hata degerine karsilik gelir.

4.3. Apoptozisin Degerlendirilmesi

Nontiimorijenik prostat hiicresi olan RWPE-1’de, androjen-bagimli ve androjen-
bagimsiz prostat kanseri hiicreleri olan sirasiyla LNCaP ve PC3’de, CDME
muamelesine yanit olarak degisen hiicre Olim oranlar1 Kalsein AM araciliiyla
degerlendirildi. Onceki asamalarda oldugu gibi hiicreler, 0.5mM veya 5SmM CDME
varliginda / yoklugunda inkiibe edildi. Ayrica apoptozisi indiiklemek amaciyla hiicreler,
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CDME’e ilaveten 50ng/ml TNF-a ile 18 saat siiresince kiiltiir sartlarinda muamele
edildi. Deney sonuglari, her bir hiicrenin herhangi bir muameleye maruz birakilmadig:
kosullarda elde edilen degerlere kiyaslanarak, %kontrol olarak verildi. Olgiimler
sonucunda hem nontiimorijenik (Sekil 4.3A) hem de tiimorijenik prostat hiicreleri olan
PC3 (Sekil 4.3B) ve LNCaP (Sekil 4.3C)’de CDME’nin, doz artigina paralel olarak
hiicrelerin apoptozisini indiikledigi gozlendi. Ancak kanserli hiicrelerdeki artis ile
kontrol hiicredeki kiyaslandiginda, 0.5mM CDME muamelesi RWPE-1’da %8’lik bir
apoptotik artisa neden olurken, LNCaP ve PC3’de bu oran sirasiyla %34 ve %23 diir.
5mM CDME muamelesi sonucunda ise bu artislar arasindaki fark daha da derinleserek
RWPE-1"da %20, LNCaP ve PC3’de ise sirasiyla %81 ve %75 olarak olciildi (Sekil
4.3D). Bu oranlar CDME’nin her iki dozunun da, apoptozisi 6zellikle kanser hiicresinde
arttirdigim1 agikga gosterdi. Buna ilaveten iki farkli prostat kanser hiicresini kendi
arasinda karsilastirdigimizda ise, LNCaP hiicrelerinde saptanan apoptotik oranin PC3’e
gore daha fazla oldugu gozlendi. Bu bulgu, daha 6nce yapilan hiicre sitotoksisite ve
hiicre ici sistin 6l¢iim deneylerinin sonuglari ile paralellik gostererek LNCaP’nin PC3’e
kiyasla CDME’e karsi cok daha hassas oldugu sonucuna varilmasina olanak verir.
Ayrica tiim hiicrelerde ve tiim gruplarda 50ng/ml TNF-a’nin da apoptozisi indiikledigi
gosterildi.
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Sekil 4.3. 0.5mM ve SmM CDME muamelesine yanit olarak, RWPE-1 (4), PC3 (B) ve LNCaP (C)
hiicrelerinde degisen apoptotik oranlarin ayri ayri ve birbirleriyle kiyaslanarak (D) degisimi.
%~kontrol olarak verilen sonuglar, birbirinden bagimsiz li¢ deneyin ortalama + standart hata
degerine karsilik gelir.
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4.4. DNA Fragmantasyonunun Degerlendirilmesi

DNA fragmantasyonu, DNA’nin geri doniisiimsiiz olarak hasara ugramasiyla
ortaya ¢ikan bir sonugtur. Eger bir hiicrenin DNA’s1 ciddi hasarlanirsa, DNA tamir
mekanizmalari tarafindan onarilamaz ve sonugta organizmadaki apoptotik mekanizmalar
aracilifiyla hasarli hiicre yok edilir. Dolayisiyla, hiicrelerin geri doniisiimsiiz apoptoza
girmesinin en Onemli gostergelerinden biri DNA fragmantasyonudur. Deneyler, hem
kontrol hem de her iki prostat kanseri hiicresinde, hiicrelerin CDME varliginda /
yoklugunda 24 saat siiresince inkiibe edilerek gerceklesti. Sonugta, fragmantasyon
kontrol hiicrede CDME’nin hi¢bir dozunda gozlenmezken (Sekil 4.4A), LNCaP (Sekil
4.4B) ve PC3 (Sekil 4.4C) hiicrelerinde artan CDME dozuna paralel olarak DNA’nin
parcalandigi belirgin bir sekilde gozlendi.

M1 2 3 a4 v 4

Sekil 4.4. RWPE-1 (4), LNCaP (B) ve PC3 (C) hiicrelerinde CDME’nin DNA fragmantasyonu iizerine
olan etkisi. A ve B igin; 1: kontrol, 2: 0.5mM CDME, 3: ImM CDME, 4: 5mM CDME. C i¢in;
1: ImM CDME, 2: kontrol, 3: 0.05mM CDME, 4: 0.5mM CDME, 5: SmM CDME, 6: 10mM
CDME. M: 100bp DNA ladder.
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4.5. PKCd ve PKC¢’nun Protein Ekspresyon Diizeyleri

Nontlimdrijenik ve tlimdrijenik prostat hiicrelerinde, CDME muamelesine
cevaben PKCd ve PKCe’ nun protein ekspresyonlarindaki olast degisiklikler western blot
analizi ile tayin edildi. Analiz sonucunda elde edilen veriler CDME nin, bu iki proteinin
ekspresyonlar1 tizerinde zit bir etkiye sahip oldugunu gosterdi. Hiicreleri apoptoza
gotiiren proapoptotik karakterde bir protein olan PKCoé’nin ekspresyonunun CDME’e
cevaben indiiklendigi, onkojenik bir protein olan PKCe’nunkinin ise baskilandigi
gozlendi. Ancak bu sonu¢, CDME’nin dozuna bagl olarak degismektedir. Prostat
kanseri hiicrelerinin kendi kontrol sartlar1 (CDME’nin uygulanmadigi durum) baz
alindiginda 0.5mM CDME’nin PKCd ekspresyonunu, PC3’de %20 (Sekil 4.5A-b),
LNCaP’de ise %35 (Sekil 4.5A-c) oraninda arttirdig1 saptandi. Bu 6nemli ve belirgin
fark, PKCo6’nin artisinda LNCaP’nin CDME’e olan hassasiyetinin ¢ok daha fazla etkin
oldugu sonucuna varilmasina neden olur. 0.5 mM CDME-indiiklii PKC6 ekspresyonu
prostat kanseri hiicrelerinde artmasina karsilik sasirtici olarak kontrol hiicrede %30
oraninda azalmistir (Sekil 4.5A-a). Apoptozisi indiikleyen bir protein olan PKCd’nin
kontrol hiicrede azalmasi, kontrol hiicrenin canliliginin saglanmasi agisindan oldukga
onemlidir. 0.5mM CDME’e karsin 5SmM CDME’nin, PKCd ekspresyonunda her iki
prostat kanser hiicresinde de bu derece bariz bir etkiye sahip olmadig1 gozlendi. Sonug
olarak, proapoptotik-PKCo’nin protein ekspresyonunun artisindaki asil etkin dozun
0.5mM CDME oldugu saptandi.

PKCe’nun western blot sonuglart analiz edildiginde, yiiksek onkojenik
potansiyele sahip olan PKCegnun protein ekspresyonlarinin CDME muamelesi
sonrasinda kontrol hiicrede degismedigi (Sekil 4.5B-a), ancak her iki prostat kanseri
hiicresinde belirgin bicimde CDME tarafindan inhibe oldugu tespit edildi. CDME nin,
PKCe’nun ekspresyonu iizerindeki baskilayic1 etkileri, PKCo iizerindeki uyaric
etkileriyle tamamen zittir. Ancak CDME’nin PKCe iizerinde bu yondeki etkisi,
hiicrelerin 5SmM CDME ile muamele edildigi numunelerde saptandi. Buna gore, her bir
hiicrenin kendi kontrol sartlar1 baz alinarak iki farkli prostat kanser hiicresindeki PKCe
inhibisyon oranlar1 kendi igerisinde karsilastirildiginda, 5SmM CDME’nin PC3’de
%33’liik (Sekil 4.5B-b), LNCaP’de ise %68’lik (Sekil 4.5B-c) bir azalmaya neden
oldugu gozlendi. Goriildiigii gibi her iki oran da, PC3 ve LNCaP hiicrelerindeki PKCo
ekspresyonundaki artig oranlari ile paraleldir. Ancak PKCo’nin artigindaki bu etkinlige
0.5mM CDME neden olurken, PKCe’nun azalisinda ise SmM CDME neden olmustur.

CDME’nin tersinir etkilerini géstermek amaciyla hiicrelerin ayrica 30mM DTT
ile muamelesi sonucunda, hem PKCo hem de PKCg protein ekspresyonlarinda CDME’e
cevaben gelisen degisikliklerin ortadan kalktigi gézlendi. Bu bulgular; hiicre i¢i artan
sistin iceriginin, pro-oksidan sartlardan dolay1 kanserde fonksiyonlari degisen her iki
PKC izozimine ait protein ekspresyonlarinin S-sisteinilasyon mekanizmasi araciligiyla
regiilasyonunda onemli bir rol oynadig1 hipotezini desteklemektedir.
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Sekil 4.5A. RWPE-1 (a) , PC3 (b) ve LNCaP (c) hiicrelerinde, CDME’nin PKCS$ protein ekspresyonlari
iizerine etkisi. %Kontrol olarak verilen sonuglar, western blot ile elde edilen PKC$ protein
bantlar1 ve bunlarin Image J (NIH, Maryland, USA) dansitometre programi ile taranmasi
sonucunda elde edilmis olup birbirinden bagimsiz li¢ deneyin ortalama + standart hata
degerine karsilik gelir.

Sekil 4.5B. RWPE-1 (a) , PC3 (b) ve LNCaP (c) hiicrelerinde, CDME’nin PKCeg protein ekspresyonlari
iizerine etkisi. %Kontrol olarak verilen sonuglar, western blot ile elde edilen PKCe protein
bantlar1 ve bunlarin Image J (NIH, Maryland, USA) dansitometre programi ile taranmasi
sonucunda elde edilmis olup birbirinden bagimsiz ii¢ deneyin ortalama + standart hata
degerine karsilik gelir.

4.6. PKCd ve PKC¢’nun Enzim Aktivite Diizeyleri

CDME’nin, PKC6 ve PKCe aktivitesi iizerinde etkili olup olmadigini incelemek
amaciyla, kontrol ve prostat kanser hiicrelerinde her iki izozimin aktiviteleri olgiildii.
Ayrica CDME’nin etkilerini tersinir olarak gostermesi amaciyla Onceki deneylerde
oldugu gibi hiicreler, 30mM DTT ile inkiibe edildi. Enzim aktivitesinin 6l¢iimii, PKCS
veya PKCg’a spesifik immunpresipite numunelerinde gergeklestirildi ve sonuglar, ayni
immunpresipite numunelerin kullanildig1 western blot bantlarina oranlanarak hesaplandi.
Elde edilen sonuglara gore; herhangi bir muameleye maruz kalinmadig: sartlarda, biitiin
prostat hiicrelerinde tespit edilen PKCS enzim aktivite sonuglar1 kiyaslandiginda, PKCd
aktivitesinin her iki prostat kanseri hiicresinde kontrol hiicreye oranla belirgin bigimde
azaldig1 gozlendi (Sekil 6A). Bu oran PC3’de %46, LNCaP’de ise %27 diizeyindedir.
Dolayistyla, iki kanser hiicresindeki azalis birbiri ile kiyaslandiginda PKCo aktivitesi
LNCaP’e nazaran PC3’de %19 oraninda daha ¢ok bozulmustur.

Hiicrelerin CDME ile muamele edilmesini takiben PKCd aktivitesinde gelisen
degisiklikler degerlendirildiginde enzim aktivitesi, nontiimdrijenik prostat hiicresinde
degismemesine (Sekil 4.6B) karsilik androjen-bagimli kanser hiicresinde 0.5mM CDME
muamelesinde %91 ve SmM CDME’de ise %27 oraninda artt1 (Sekil 4.6C). LNCaP’de
bu derece yiiksek oranda bir artis gozlenmesine karsilik, PC3’deki bu degerler sirasiyla
%20 ve %10 olarak bulundu (Sekil 4.6D). Dolayisiyla CDME’nin PKCd aktivitesine
olan diizeltici etkisi LNCaP hiicrelerinde ¢ok daha belirgin diizeydedir. Buna ilaveten
DTT muamelesi sonucunda CDME’ nin tersinir etkileri, hem nontiimorijenik hem de her
iki tiimorijenik prostat hiicresinde kanitladi.

CDME muamelesini takiben proapoptotik olan PKCd’nin aktivitesinde bir artis
gozlenmesine karsin, prostat kanserinde asir1 derecede eksprese olan PKC-¢’nun
aktivitesinde ise tam ters olarak bir azalma gozlendi. LNCaP’de, CDME’nin 0.5mM’lik
dozu %22, SmM’lik dozu ise %90 oraninda bir azalisa neden olurken (Sekil 4.6E),
PC3’de ise bu degerler sirasiyla %5 ve %40 olarak saptandi (Sekil 4.6F). Bu bulgular
sonucunda, her iki hiicrede de PKCg aktivitesinin azalmasinda SmM CDME’nin etkili
oldugu anlasildi. Ayrica iki farkli prostat kanseri hiicresi birbirleri ile kiyaslandiginda,
androjen-bagimli kanser hiicresinin CDME’ye olan yanit1 daha dikkat c¢ekicidir.
Dolayisiyla, CDME, prostat kanserinde ekspresyonu asir1 derecede artan PKCe
aktivitesini inhibe ederek enzimin kontroliinde etkin oldugu ve bu etkinligin de SmM

57



dozda ve LNCaP hiicrelerinde daha ¢ok belirgin oldugu saptandi. CDME-indiiklii PKCe
aktivitesinin inhibisyonu, prostat kanseri hiicrelerinin tersine nontiimorijenik hiicrede
gozlenmedi.
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Sekil 4.6. RWPE-1, PC3 ve LNCaP hiicrelerinde, CDME’nin PKC8 ve PKCe aktivitesi tizerine etkisi.
Herhangi bir muameleye maruz kalinmadigi sartlarda RWPE-1, PC3 ve LNCaP hiicrelerindeki
PKC$ aktivitesinin karsilagtirilmasi (4); RWPE-1 (B), LNCaP (C) ve PC3 (D) hiicrelerindeki
PKC6 aktivite oranlari; LNCaP (E) ve PC3 (F) hiicrelerindeki PKC-¢ aktivite oranlari.
Sonuglar, western blot ile elde edilen PKCS protein bantlart ve bunlarin Image J (NIH,
Maryland, USA) dansitometre programi ile taranmasi sonucunda grafiksel olarak ifade
edilmistir. %kontrol olarak verilen sonuglar; Image J (NIH, Maryland, USA) dansitometre
programi ile taranan PKCd / PKCe aktivite bantlarinin, immunpresipite numunelerin
kullanildig1r western blot ile elde edilen PKCS / PKCe protein bantlarina oranlanmasiyla elde
edilmis olup birbirinden bagimsiz ii¢ deneyin ortalama + standart hata degerine karsilik gelir.

4.7. PKCd siRNA ile PKCd geninin (PRKCD) inhibisyonu ve Hiicre Oliimii
Oranlan

RNA inhibisyonu, kiigiik ve ¢ift zincirli RNA molekiillerinin ilgili hiicreye
girmesiyle RISC (RNA-indiiklii susturucu kompleks) aktivasyonuna ve bunun
sonucunda da komplementer RNA’nin pargalanmasina neden olan bir mekanizmadir.
Dolayisiyla, sekans spesifik siRNA’nin, komplementer mRNA’sina baglanmasiyla ilgili
genin proteine translasyonu susturulur, yani protein sentezi gen diizeyinde baskilanir. Bu
bilgi 15181inda, PKCd’nin gen diizeyinde inhibe edilmesi amaciyla hem nontiimorijenik
prostat hiicresi olan RWPE-1 hem de tiimorijenik olan PC3, PRKCD-siRNA’lar ile
transfekte edildiler. Hiicrelerde gergeklesen PRKCD inhibisyonunun gosterilmesi
amactyla yapilan RT-PCR sonucunda, gergekten hem RWPE-1’da hem de PC3’de (Sekil
4.7A) PRKCD-siRNA’ nin, %90 oraninda PRKCD mRNA’sin1 degrade ettigi saptandi.
Buna karsilik Negatif-siRNA ile hiicrelerin transfekte edilmesi sonucunda PRKCD’de
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herhangi bir inhibisyon gozlenmedi. Bu da gozlenen inhibisyonun spesifik olarak
PRKCD-siRNA’dan kaynaklandigimi  kanitladi. Ayrica, kontrol bir gen olan
gliseraldehid 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) i¢in spesifik primerlerin kullanildigi RT-
PCR analizi ile, tim numunelerin esit miktarda RNA igerdikleri kanitland1 (Sekil 4.7B).

RWPE-1 PC3
N

4 Neg PRKCD\ (~ Neg PRKCD
Marker  Kontrol siRNA  siRNA  Kontrol  siRNA siRNA

PRKCD—469 bp

RWPE-1 PC3

4 Neg PRKCD\/ Neg PRKCD
Kontrol siRNA  siRNA  Kontrol siRNA siRNA

Marker

GAPDH—300 bp

Sekil 4.7. RWPE-1 ve PC3 hiicrelerinde PRKCD-siRNA araciligiyla ger¢ceklesen PRKCD-mRNA’nin
inhibisyonu. RT-PCR analizi ile elde edilen PRKCD (4) ve GAPDH (B) gen ekspresyon
bantlar1.

CDME-indiiklii hiicre oliimiiniin PKC6’a bagimli olup olmadigini kanitlamak
amactyla yapilan tripan-mavi deneyinde, PRKCD-siRNA araciligiyla PKCo enzim
ekspresyonunun gen diizeyinde inhibe oldugu sartlarda RWPE-1 ve PC3 hiicrelerinin
canliligr olglildi. Elde edilen bulgulara gore; siRNA aracilifiyla gerceklesen
PRKCD’nin inhibisyonu, kontrol hiicreye (Sekil 4.8A) kiyasla PC3’de (Sekil 4.8B)
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CDME-indiiklii hiicre 6liimiinde %13 oraninda bir azalmaya neden oldu. Bu da, CDME-
indiiklii hiicre 6liimiiniin androjen-bagimsiz prostat kanseri hiicrelerinde PKCd’a bagimli
oldugunu kanitladi.
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Sekil 4.8. PRKCD-siRNA araciligiyla ger¢ceklesen PRKCD-mRNA inhibisyonunun, CDME-indiiklii
RWPE-1 (4) ve PC3 (B) hiicrelerinin 6liimii tizerindeki etkisi. %hiicre 6liimii olarak verilen
sonuglar, birbirinden bagimsiz li¢ deneyin ortalama + standart hata degerine karsilik gelir.
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TARTISMA

Giliniimiizde halen erkeklerde en sik tan1 konulmasi ve ikinci 6liimciil kanser tipi
olmasi nedeniyle prostat kanseri, arastirmacilarin {izerinde siklikla calistigi bir
patogenezdir. Hemen hemen bir¢ok kanserde oldugu gibi prostat kanseri de, normal
epitelyum ya da stroma hiicrelerinin kanser hiicrelerine transforme olmasiyla baslar. Bu
transformasyondan; retinoblastoma, p53 gibi tiimor supressor genlerin mutasyona
ugramasi sonucu inaktive olmasi, DNA tamirinden sorumlu mekanizmalarin degisime
ugramast ve STAT3, NFkB gibi transkripsiyon faktorlerin asir1 derecede eksprese
olmasi sorumlu tutulmaktadir. Transforme olan bu hiicrelerin ¢ogalmasi da kanser
gelisiminin ikinci asamasidir. Progresyon agamasinda ise, Ras, Raf, Her2/neu gibi proto-
onkogenlerin mutasyona ugramasi sonucunda onkogene doniismesi dolayisiyla aktive
olmasi, hiicre siklusunun kontrol mediyatdrlerinden CDK’larin, biiyltime faktorlerinin ve
anti-apoptotik proteinlerin asir1 ekspresyonu, pro-apoptotik proteinlerin inaktivasyonu
one c¢ikmaktadir. Son asama olarak kabul edilen invazyon/metastaz ise, prolifere olmusg
tlimor hiicrelerinin dolagim vasitasiyla diger dokulara yayilmasini ifade etmektedir. Bu
asamada, anaerobik solunum yapan kanser hiicrelerinde oksijensizlik ile uyarilan 6nemli
bir anjiyojenik faktér olan HIF-la’nin aktive olmasi ve bunun sonucunda da yine
anjiyojenik faktorler olan VEGF ve COX-2 indiiklenmesi s6z konusudur. Prostat kanseri
hiicreleri en ¢ok kemik dokusunda ve lenflere metastaz yapmaktadir. Prostat kanserinin
gelisimi ve ilerlemesi ana gerceve olarak bu sekilde ozetlenebilir. Ancak tabi ki bu
mekanizmalar ¢ok daha detayli ve kompleks bir sekilde gerceklesmektedir. Bu nedenle
prostat kanserinin molekiiller mekanizmalar1 ne kadar ¢ok detaylandirilabilirse,
denenebilecek tedavi gesitliligi de o derece fazla olacaktir. Prostat kanseri iizerinde
calisan bir¢ok aragtirmacinin oldugu gibi bu c¢alismada da amaglanan, yeni olasi
terapdtik ajanlarin bulunmasidir. Bu diisiince 1518inda CDME’nin farkli tipteki prostat
kanseri lizerindeki iyilestirici etkileri arastirildi.

Amag¢ kisminda da belirtildigi gibi projemizde, bir sistin kaynagi olan
CDME’nin, karsinogeneziste onemli rolleri olan PKd ve PKCe izozimlerinin prostat
kanserinde bozulan fonksiyonlari diizeltip diizeltmedigi ve bunun sonucunda da
prostat kanseri hiicrelerinin canliligimin degisip degismedigi incelendi. Ayrica bu
degisimler nontiimorijenik prostat epitelyum hiicrelerine kiyaslanarak degerlendirildi.
Bu olduk¢a Onemli, ¢linkii genel olarak kanser tedavilerindeki asil sorun kanser
hiicrelerini Oldiirmek amaciyla verilen ajanlarin ayni zamanda normal hiicreyi de
oldiirmesi, yani segiciligin olmamasi. Bu nedenle CDME’ nin etkileri es zamanli olarak
kontrol hiicrede de gozlenerek kanser hiicrelerine olan hassasiyet daha saglikli
degerlendirildi.

PKC&nin kanser hiicreleri iizerindeki baskilayici etkileri ile iligkili olarak
Nakagawa ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢calismada, PKC&’nin p21°i ve retinoblastomay1
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upregiile ederek hiicre siklusunu durdurdugu akciger kanseri hiicrelerinde kanitlanmistir
[128]. Prostat kanseri ile iliskili olarak Zhao ve arkadaslari, androjen-bagimli prostat
kanseri hiicresi LNCaP’nin Oliimiiniin p21 aktivasyonu ve retinoblastomanin
hiperfosforilasyonu takibinde gergeklestigini bildirmislerdir [129]. Fuji ve arkadaslari
da bunu destekleyerek, PKC& nin katalitik biriminin ATP baglayic1 bdlgesine spesifik
inhibisyonun LNCaP hiicrelerini apoptozdan korudugunu gostermistir [86]. Tanaka ve
arkadagslar ise, Fujii ve arkadaslarinin bulgularini bir adim daha ileriye gotiirerek prostat
kanserinde PKCo’nin apoptozisi indiikleyici etkilerinin p38MAPK yolagi {lizerinden
gergeklestigini rapor etmislerdir [130]. Buna paralel olarak Yin ve arkadaslar1 da,
LNCaP’den tiiretilen ve androjene LNCaP’den ¢ok daha fazla duyarli prostat kanseri
hiicreleri olan C4-2’nin  Oliimiiniin mutlak bir sekilde PKCo {izerinden p38
fosforilasyonu araciligiyla gergeklestigi bulgusunu desteklemislerdir [131]. PKCa ve
PKCe’nun aksine sadece PKCd nin bu yonde bir etkiye sahip oldugu, PKCd’a spesifik
siRNA ile PKCo geninin inhibe edilmesiyle kanitlanmistir. PKC varliginda C4-2
hiicreleri PMA ile indiiklendiginde apoptoza giderken, PKCS geni inhibe oldugu
sartlarda PMA ile indiiklendiginde dahi hiicrelerde p38 aktivasyonu gozlenmemistir.
Buna ilaveten hiicre siklusunu baskilayan ¢ok Onemli bir timor supressoér geni olan
retinoblastomanin da PMA-indiiklii hiperfosforilasyonunun, PKCo siRNA’s1 varliginda
baskilandig1 saptanmistir. Ayni arastirmacilar, PKC siRNA’s1 varliginda apoptozisin
onemli markerlar1 olan DNA fragmantasyonunun ve PARP pargalanmasinin
gerceklesmedigini gézlemislerdir. Gonzalez-Guerrico ve arkadaslari tarafindan yapilan
bir ¢alismada ise LNCaP hiicrelerinde PKCd’nin, bir 6liim reseptor efektorii olarak
fonksiyon gorerek ekstrinsik apoptotik yolagi indiikledigi belirtilmistir [132]. Bu etkisini
TNFRI1 iizerinden gosteren PKCd, TNF-a’ya yanit olarak TNFR1 ve PI3K ile bir sinyal
kompleksi olusturur. Bununla iliskili olarak Chang ve arkadaglar1 da intestinal
hiicrelerde TNF-o’nin, PKC&’nin membrana olan translokasyonunu ve sonugta da
apoptozisi uyardigini bildirmistir [133]. Yukarida bahsedilen ve bulgulariyla birbirlerini
destekleyen tiim bu g¢alismalar, prostat kanseri hiicrelerinin apoptoza gidebilmeleri i¢in
PKC&’a bagimli oldugunu, tersine PKCo6 olmadiginda apoptozun gerceklesmedigini
acike¢a ifade etmektedir.

PKC&nin prostat kanseri hiicrelerinin apoptozisindeki kilit fonksiyonunu
gosteren bulgular 1s181inda, calismamizda CDME muamelesi olmaksizin kontrol
sartlardaki PKCS protein ekspresyonu ve enzim aktivite sonuglari, hem kontrol yani
nontlimorijenik olan RWPEI hiicresinde hem de androjen bagimsiz PC3 ve androjen-
bagimli LNCaP olmak {izere iki farkli prostat kanseri hiicresinde degerlendirildi. Buna
gore, PKCS protein ekspresyonu kontrol hiicreye kiyasla hem PC3 hem de LNCaP
hiicresinde sirasiyla %16 ve %13 oraninda azalmistir. PKCd’a ait protein bantlarinin
dansitometrede taranmasi sonucunda elde edilen bu degerler, PKCS enzim aktivite
degerleri ile de parallelik gostermektedir. Enzim aktivitesi kontrol hiicreye kiyasla
PC3°de %46, LNCaP’de ise %27 oraninda azalmigtir. Ayrica iki farkli tipteki prostat
kanseri hiicresi de birbiri ile kiyaslandiginda, progresyonu daha agrasif olan PC3
hiicresi, hem protein ekspresyonu hem de enzim aktivitesi yoniinden LNCaP’e kiyasla
daha diisiik PKCo degerlerine sahiptir. Dolayisiyla apoptozisi indiikleyen ve hiicre
proliferasyonunu inhibe eden 6nemli bir sinyal proteini olan PKCS, prostat kanseri
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hiicrelerinde o6zellikle de androjen-bagimsiz tipte olanlarda belirgin bir bigimde
azalmigtir. Bilgilerimiz dahilinde prostat kanserinde PKCd’nin ekspresyonunun
incelendigi tek calisma Cornford ve arkadaglart tarafindan yapilmistir [134].
Arastirmacilar, 10 BPH ve 23 prostat kanserli hastadan aldiklar1 doku 6rneklerinde
immunohistokimya yontemiyle degerlendirdikleri PKCo protein ekspresyonlarini
kontrol prostat dokusu ile kiyaslamislar ve sonugta PKCd’nin ne BPH ne de kanser
hiicrelerinin  epitelinde eksprese olmadigim1 saptamiglar. Buna karsilik kanser
hiicrelerinin stromasinda ise, kontrole kiyasla kuvvetli ekspresyon gozlemlemisler.
Bizim elde ettigimiz bulgular epitelyum kaynakli hiicreler oldugu i¢in stromadaki
verilerle kiyaslayamiyoruz. Ancak bizden farkli olarak epitelyumda PKCH
ekspresyonunun gozlenmemesinin nedeni ise, analiz edilen dokularin prostat kanserinin
erken evresindeki hastalara ait olmasindan kaynaklanmis olabilir. Oysa ki bizim
calismamizda PKCo ekspresyonunu inceledigimiz hiicreler ise ileri evre yani metastaz
yapmis prostat kanseri hiicreleridir (PC3 kemik dokusu metastazina, LNCaP ise lenf
nodu metastazina sahiptir). Diger kanser tiplerindeki PKCd degisiklikleri
degerlendirilecek olursa; Varga ve arkadaslari, 23 mesane kanseri hastasindan aldiklar1
mesane dokusu orneklerini histolojik 6zelliklerine gore derecelendirmisler ve 5 farkli
PKC izoziminin (a, B, o, &, () protein ekspresyonlarindaki degisiklikleri western blot
analizi ile degerlendirmisler [135]. Buna gore, kontrol mesane dokusunda tespit edilen
degerlerle kiyaslandiginda PKCS ve PKCP protein ekspresyonlari, kanserli dokularda
anlamli olarak azalmistir, hatta bu azalig artan tiimor derecesiyle birlikte daha da
belirginlesmistir. Mandil ve arkadaglart da PKC6’ nin ekspresyonunu beyin tiimorlerinde
incelemislerdir [136]. Buna gore, 25 hastadan aldiklar1 glia tiimdr dokularini patolojik
olarak derecelendirdikten sonra yiiksek dereceye sahip glialardaki hem PKCd protein
ekspresyonunun hem de enzim aktivite deiizeylerinin diisiik derecedekilere kiyasla tespit
edilmez diizeyde azaldigini saptamiglardir. Son olarak D’Costa ve arkadaslari da,
PKC&nin azalan ekspresyonunu skuamoz hiicreli karsinomlarda (SCC) tespit
etmiglerdir [137]. 42 SCC hastasina ait dokularda immunohistokimya ve western blot
analizleriyle tespit edilen PKCo protein ekspresyonu, normal epidermis dokusundaki
diizeylerle kiyaslandiginda c¢ok belirgin bir bicimde azaldigi hatta tamamen olmadigi
gozlenmistir. Buna ek olarak ayni arastirmacilar tarafindan, insan nontiimorijenik
keratinosit hiicre dizisi olan HaCaT’nin Ras onkogeni ile transfekte edildiginde
PKC&’nin inaktive oldugu, HaCaT-Ras hiicrelerinin PKCd kodlu retrovirus ile transfekte
edildiginde ise PKCo&’nin tekrar aktive oldugu, hatta HaCaT-Ras hiicrelerinin
tlimorijenitesinin  baskilandigr saptanmustir. Bu bulgu da arastirmacilarin, SCC
hiicrelerinde PKCd’nin bir tlimor supressor geni i¢in aday olabilecegini diisiinmesine yol
acmigtir. Kanserde PKCS azalisinin saptandigi tiim bu 6rneklerden farkli olarak kolon
kanserinde durum biraz farklidir. Cilinkii bu tip kanserde PKCd ekspresyonunun hem
arttigt hem de azaldigi yonilinde bulgular mevcuttur. Perletti ve arkadaslari,
nontiimorijenik kolon epitelyum hiicreleri ile Src onkogeni aracilifiyla transforme
edilmis kolon epitelyum hiicrelerindeki PKCo, PKe ve PKC{ protein ekspresyonlarini
karsilagtirdiklarinda, PKe ve PKC{ protein degerlerinde herhangi bir degisme
gozlemezken, PKCod’ninkinde anlamli derecede bir azalma goézlemislerdir [138].
Arastirmacilar PKCo’nin, epitelyum kokenli kolon kanserinin transformasyonunda
onemli bir rol oynadigina dikkat ¢ekmislerdir. Buna karsilik Pongracz ve arkadaslari
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tarafindan 13 kolon kanserli hastadan alinan doku orneklerinde yapilan analizlerde ise,
PKCS protein ekspresyonunun normal mukoza dokusuna kiyasla kolon kanserinde
belirgin bicimde arttigi saptanmistir [139]. Kolon kanserinde PKCd’nin ekspresyonu
tizerindeki ¢eligkili verilerden dolayi, daha detayli caligmalara ihtiyag duyulmaktadir.
Prostat kanserinin de dahil oldugu birgok farkli kanser hiicrelerinde yapilan tim bu
calismalar, kanserde PKCo6’nin ekspresyonunun azaldigini agik¢a gostermistir. Bunun
nedeni olarak, kanser hiicresi igerisinde oksidasyon-rediiksiyon sartlarinin degismesi ve
bunun sonucunda da proteinin yapisini ve daha sonra fonksiyonunu kaybetmesi sorumlu
tutulmaktadir. PKC9, oldukga reaktif tiyol fonksiyonel grubuna sahip olan sistein amino
asitince zengin oldugu i¢in bu degisimden Oncelikli olarak etkilenen bir proteindir.
PKC8’min regiilatr kisminda bulunan 6 sistein biriminin 5°i Zn™ ile direkt olarak iligki
icerisindedir. Dolayistyla katalitik 5neme sahip olan ve Zn"* atomunu molekiil i¢erisinde
tutan bu sistein birimlerinin kanser hiicrelerinde oksidatif modifikasyona ugramasi
sonucunda, Zn™* atomu protein yapisindan ayrilarak proteinin fonksiyonunun kaybina
neden olur [7].

PKC&’nin pro-apoptotik etkilerinden dolay1 karsinogenez iizerindeki baskilayict
etkilerine karsilik, ayn1 PKC grubunda yer almasina ragmen tamamen zit etkilere sahip
olan PKCeg onkojenik bir protein olarak tiimorii indiikleyen etkilere sahiptir. Calismadan
elde ettigimiz bulgular, hem PKCeg protein ekspresyonunun hem de enzim aktivitesinin
normal prostat hiicresine kiyasla kanser hiicrelerinde arttigini gostermistir. Bu artis
PC3’de %40 iken LNCaP’de ise %20 oraninda olmustur. Buna ilaveten androjen-
bagimhi ve -bagimsiz olan iki farkli prostat kanseri hiicresini birbirleriyle
kiyasladigimizda, PKCeg’daki artisin androjen-bagimsiz olan PC3’de 2 kat daha fazla
oldugunu saptadik. Dolayisiyla, prostat kanseri hiicrelerinde onkojenik PKCe’nun
artigini, tam tersi etkileri olan pro-apoptotik PKC&’nin ise azaldigini kanitladik.
PKCd&’daki azalisa paralellik gostererek, PKCe da en cok agresif tip prostat kanser
hiicreleri olarak tanimlanan PC3 hiicrelerinde artmistir. Bu yondeki bulgularimiz, Wu ve
arkadaslarinin bulgular ile paralellik gostermektedir. Arastirmacilar, LNCaP’e kiyasla
PC3 hiicresinde saptadiklar1 bu artisin hem PKCe’na ait protein diizeyinde hem de gen
diizeyinde gerceklestigini, ayrica PKCg artisina Raf-1 ve fosfo-ERK1/2 artislarinin da
eslik ettigini gostermislerdir [117]. PC3’nin LNCaP’e nazaran daha agresif olmasinin
nedenleri arasinda, PC3’nin androjen reseptdriine sahip olmamasi nedeniyle iki hiicrenin
androjen hassasiyetindeki farkliliklar1 disinda en ¢ok PC3’nin anjiyojenik 6zelliklerinin
agir basmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Ciinkii anjiyojenik faktorlerden
VEGF-C, TGFB1 ve TGFB2 sadece PC3 hiicrelerinde eksprese edilirken, IL-8, MMP-9
ve TGFa ise LNCaP’e oranla PC3’de ¢ok daha fazla miktarda eksprese edilir [140].
Ayrica, AR ile TGFp arasinda ters bir iligki tanimlanmistir [141]. Yani AR, TGFf
indiiklii apoptozisi baskilar. Bu da AR icermeyen ve ¢ok hizli prolifere olan ve PC3
hiicrelerinin apoptozisinin neden baskilandigina bagka bir agiklama getirmektedir.

Prostat kanseri hiicrelerinde gozlemledigimiz PKCe ekspresyonundaki artis,
diger arastirmacilarin bulgular1 ile paralellik gostermektedir. Ayni ¢alismadan PKCo
kisminda da bahsedildigi gibi Cornford ve arkadaslari, PKCe ekspresyonlarini erken
evre prostat kanseri dokularinda incelemislerdir [134]. Buna gore, hem kontrol dokuya
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hem de BPH’li dokuya kiyasla sadece kanser dokularinda (vakalarin %96’sinda)
PKCe¢’nun arttigim1 saptamiglardir. Bu artis hicbir vakada stromada ortaya ¢ikmazken,
hepsi epitelyumda gerceklesmistir. Ancak, PKCe’daki bu aritig ile timoriin gleason skor
derecelendirilmesi arasinda herhangi bir iliski saptanamamistir. Koren ve arkadaslari
tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada ise, 28 BPH’li ve 25 prostat kanserli hastadan
alman doku oOrneklerinde yapilan immunohistokimya ve western blot analizleri
sonucunda, kontrol ve BPH’li vakalarin tamaminda negatif PKCe boyamasi
gozlenmesine karsilik 25 kanser dokusunun tamaminda pozitif boyama saptanmistir. Bu
nedenle PKCe, BPH ve kanser arasindaki ayirimin yapilmasinda kullanilabilecek en
gliclii. markerlardan birisi olarak 6ne c¢ikmaktadir. Cornford ve arkadaslarina paralel
olarak bu aragtirmacilar da, PKCe ekspresyon artisinin gleason skor ile iliskisiz
oldugunu belirtmislerdir. Prostat kanserinde PKCg ekspresyonundaki artisin nedeni, Wu
ve arkadaglarinin LNCaP hiicrelerinde gosterdigi iizere PKCe ekspresyonundaki artis,
hiicre siklusunun G1/S kontrol noktasinin hizla ge¢ilmesine neden olmaktadir [117].
Hiicre siklusunun en 6nemli kontrol basamagi olarak tanimlanan bu asamanin transit
gecilmesiyle, hiicre durmaksizin ¢ogalir. Ayni arastirmacilar ayrica, PKCe’nun ERK
aktivasyonuna ve bunun takibinde de hiicre siklusu iizerinde baskilayici etkilere sahip
olan  timOr supressor geni retinoblastomanin  hiperfosforilasyonuna  yani
deaktivasyonuna neden oldugunu bildirmislerdir. PKCe’nun hiicre proliferasyonu
tizerindeki indiikleyici etkilerine karsilik yine bir prostat kanser hiicresi olan CWR-
R2’de yapilan baska bir ¢alismaya goére PKCe, mitokondriye bagimli apoptotik yolagin
onemli mediyatdrlerinden olan Bax’in oligomerizayonunu bloke ederek Bax’in
mitokondriye transloke olmasini ve takibinde de mitokondriden sitokrom C salinimini
engelleyerek intrinsik apoptotik yolagi bloke etmektedir [76]. Bahsedilen tiim bu
calismalar, prostat kanserinde PKCe aktivitesindeki artisin hem kanser hiicrelerinin
proliferasyonunun indiiklenmesine hem de hiicre apoptozisinin baskilanmasina yol
actiginm1 agikca ifade etmektedir. Prostat kanserinde PKCg aktivasyonunda gozlenen bu
degisikligin sebebinin ise, PKCd’da oldugu gibi PKCe’da da kanserde degisen oksidatif
sartlardan kaynaklandig1 yoniindedir [7]. PKCo gibi PKCe da sisteince zengin bir
proteindir ve dolayisiyla hiicre igerisinde artan oksidatif stresten oncelikle etkilenerek
yapisinda bulunan tiyol gruplari okside olur. Ancak burada celigkili olan bir durum
vardir. Prostat kanseri hiicresinde ortaya ¢ikan oksidatif degisiklikler nasil oluyor da
aynt PKC alt ailesinin (yeni grup) iiyesi olmasina karsilik PKCenun aktivasyonuna
PKC&nin ise inaktivasyonuna neden oluyor. Bunun agiklamasi ¢ok net olmamakla
birlikte bu iki farkli PKC {iiyesinin yapisinda bulunan C1 biriminin konformasyonel
esnekligindeki ve DAG’e olan afinitelerindeki farkliliklardan ileri gelebilecegini
diistinmekteyiz. PKCe’nun hem CIA hem de CIB birimleri DAG’e kars1 yliksek
affiniteye sahipken, PKCd’nin ise sadece Cl1A birimi bu oOzelige sahiptir. Ayrica
PKCenun DAG’e olan affinitesi daha fazla oldugu i¢in DAG-indiikli membran
traslokasyonu da PKC&’ya nazaran ¢ok daha hizlidir. C2 biriminin asidik fosfolipidler
icin tanima bolgesi olmasina karsilik her iki izozimin membrana translokasyonunda C2
birimi degil C1 birimi etkili oldugu ifade edilmistir [142]. Bu nedenle, C1A ve C1B
birimleri arasinda hem aminoasit diziliminden dolayr hem de buna bagli olarak
fonksiyon farkliliklarindan dolay1 PKCe ve PKCd enzimleri prostat kanserinde farkli
yonde davranis gosterirler.
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Prostat kanserine ek olarak diger kanser tiplerinde de PKCe’nun arttig1
kanitlanmigtir. Varga ve arkadaslari, mesane kanseri hastalarindan aldiklar1 doku
orneklerinde western blot ile elde edilen PKCe protein ekspresyonlarinin kontrol dokuya
kiyasla belirgin olarak arttigini, hatta bu artisin prostat kanserinin aksine mesane
kanserinin derecelendirilmesi ile pozitif yonde iligkili oldugunu saptamislardir [135].
Sharif ve arkadaglarinin yaptiklar1 calismayla da PKCe ekspresyonunun bu seferde beyin
timor hiicre dizilerinde asir1 derecede arttigi gosterilmistir [143]. Ancak bu artis,
timoriin - 2., 3. ve 4. derecesinde gerceklesmesine karsilik 1. derecesinde
gozlenememistir. Meme kanserinde yapilan ¢alisma ise Pan ve arkadaslar tarafindan
gergeklestirilmistir [144]. Arastirmacilari, hem meme kanseri hiicre dizilerinde (MDA-
MB231), hem bu hiicre dizilerinin meme dokusuna transfekte edilmesiyle elde edilen
meme kanserli ratlarda, hem de 144 invasiv duktal meme karsinomlu hastadan (invasiv
duktal meme kanseri, tiim meme kanseri olgularinin %80 nini olusturur) alinan primer
tiimor doku orneklerinde yaptiklar ¢alismada, mikroarray yontemi ile PKCe proteinin
hastalarin %73.6’sinda bulundugunu tespit etmislerdir. Ayrica ¢aligmanin bulgularina
gore hasta tiimor dokularinda immunohistokimya analizleri ile saptadiklari PKCe
ekspresyonundaki artig, histolojik derecelendirmenin artis1 ile, Her2/neu reseptorii
pozitif boyamasi ile ve negatif Ostrojen ve progesteron reseptorii ile anlamli olarak
iliskilidir. MDA-MB231 hiicrelerinin PKCe’ya spesifik siRNA ile transfekte edilmesini
takiben ise PKCe protein diizeylerinin anlamli olarak azaldigi, dolayisiyla daha az
prolifere ve daha az invaziv olduklar1 gézlenmistir. Bu nedenlerden dolay: arastirmacilar
PKCe’nun, agrasif tip meme kanserinin bir biyomarker oldugu sonucuna varmislardir.
Kanserde PKCe’nun asir1 derecede eksprese olduguna dair ¢ok sayida drnekler olmasina
ragmen, kolon ve tiroid kanserinde tam tersi olarak PKCe diizeylerinin azaldigi
bulunmugstur. PKCe ve PKC6 nin karsinogenezis {izerindeki birbirine zit etkileri oldugu
diisiiniildiigiinde, daha 6nce bahsedildigi gibi kolon kanserinde PKCo ekspresyonunun
artmasina karsilik PKCe’ nunkinin azalmasi hi¢ sasirtic1 degildir. Pongracz ve arkadaslari
13 kolon kanserli hastadan aldiklar1 doku 6rneklerindeki western blot analizi ile tespit
ettikleri PKCe protein ekspresyonlarinin, normal mukozaya kiyasla anlamli derecede
azadigmi bulmuslardir [139]. Tiroid kanserinde PKCe ile iliskili olarak elde edilen
veriler de kolon kanserindekiler ile paralellik gostermektedir. Knauf ve arkadaslari,
PKCe ekspresyon analizlerini 9 adet tiroid kanseri tanist koyulmus hastanin cerrahi
operasyonlar1 sonucunda elde edilen doku oOrneklerinde gerceklestirmislerdir [145].
Sonugcta, ayn1 hastaya ait tiroid dokusunun hem normal kisminda hem de tiimor gelismis
kisminda yapilan western blot ve southern blot analizleri sonucunda normal hiicrelere
kiyasla PKCe ekspresyonu, hem gen hem de protein diizeyinde kanserli hiicrelerde
anlamli derecede azalmistir. Yukarida belirtilen tiim bu ¢alismalar sonucunda tiroid ve
kolon kanseri istisnalart disinda birgok farkli kanser tipinde, onkojenik etkiye sahip olan
PKCe’nun ekspresyonunun arttifi acik¢a belirtilmistir. Bizim prostat kanseri
hiicrelerinde saptadigimiz  PKCe artiglar1 da tim bu calismalarla paralellik
gostermektedir.

Birbirine tamamen zit etkilere sahip olan pro-apoptotik PKCS ve onkojenik
PKCe enzimleri, normal hiicrenin tiimor hiicresine transformasyonunda, olusan tlimoriin
progresyonunda ve en sonunda da invazyon/metastazinda etkili ve kilit rollere sahip
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oldugu daha 6nceden belirtilen mekanizmalar dogrultusunda agiklanmistir. Kolon ve
tiroid kanseri istisnalar1 diginda, prostat kanserinin de dahil oldugu bir¢ok kanser tipinde
PKCé’nin inaktive ve PKCe’nun ise asir1 derecede eksprese oldugu oOrneklerle
belirtilmistir. Bunun en biiyilk nedenlerinden birinin ise, kanserli hiicredeki
oksidasyon/rediiksiyon mekanizmalarinin bozulmasi1 ve takibinde proteinin yapisinda
meydana gelen degisikliklerden ileri geldigi belirtilmistir [7]. Bu oksidatif
modifikasyonlardan en ¢ok etkilenen proteinlerden birisi PKC’lerdir. Ciinkii, PKC’ler
yapilarinda 16-28 sistein rezidiisii icerirler. Bilindigi gibi sistein aminoasiti yan
grubunda icerdigi tiyol (-SH) grubundan dolay1 oksidatif degisikliklere ¢ok duyarlidir ve
tiyol grubundaki hidrojenini verme egilimindedir. Oksidatif patlamadan sadece dakikalar
sonra nonenzimatik bir mekanizmayla sistein rezidiilerinin okside olmasi sonucunda geri
dontisiimlii olan S-tiyolasyon mekanizmasi gerceklesir. S-tiyolasyon, GSH veya diisiik
molekiil agirlikli tiyoller ile proteinin redoks sensitiv sistein birimleri arasinda disiilfit
baginin olugmasin1 icermektedir. S-tiyolasyon, aslinda protein i¢in koruyucu bir
mekanizmadir. Ciinkii, boylelikle proteinin geri doniistimsiiz hasara ugramasi 6nlenmis
olunur. PKC’lerde bulunan 16-28 sistein biriminden 1-3 tanesinin bu disiilfit baginin
olusumuna katilmasi enzimin tamamen inaktive olmasina yeterli oldugu belirtilmektedir.
Bu diisiinceden yola c¢ikarak ilk defa Ward ve arkadaslar tarafindan yapilan bir
calismayla, biiyiimeyi indiikleyen ve dolayisiyla karsinogenezise katki saglayabilecek
potansiyele sahip PKC izozimlerinin oksidan indiiklii S-tiyolasyon mekanizmasi ile
inhibe edilip edilemedigi aragtirllmistir [146]. Bu amagla arastirmacilar rat beyinlerinden
saflagtirdiklar1 total PKC enziminde ve spesifik olarak rekombinanat PKCa’da yaptiklar
analizler sonucunda, tiyol spesifik bir oksidan ajan olan diamidin (5mM) 100 uM GSH
varliginda rekombinant PKCa’y1 tamamen, piirifiye PKC izozim karigimini ise %95
oraninda inaktive ettigini gostermislerdir. Chu ve arkadaglar1 da, Ward ve arkadaslar
gibi diamid ile saflastirilmis PKC izozimleri GSH varliginda inkiibe edildiginde her iki
yap1 arasinda disiilfit formasyonunun yani S-tiyolasyonunun gergeklestigini, bunun
sonucunda da enzimlerin inaktive oldugunu goézlemlemislerdir [147]. Yalniz
arastirmacilar buna ek olarak, PKCo’dan baska onkojenik olan €’nun da bu
inaktivasyona oldukg¢a duyarli oldugunu; ancak, biiylimeyi baskilayic1 yonde etkili olan
§’nin ise tam ters olarak direncli oldugunu gostermislerdir. Oyle ki, PKC§’nin tamamen
inaktive olabilmesi i¢in birka¢ kat daha fazla konsantrasyondaki diamid ile inkiibe
edilmesi gerekmektedir.

Oksidatif stresle iligkili patogenezlerde bozulan PKC fonksiyonlarinin S-
tiyolasyon iizerinden diizenlenmesi amaciyla diamidden baska ajanlar da denenmistir.
Bunlar arasinda GSSG, sistamin ve sistin bulunmaktadir. Burada dikkat c¢ekilmesi
gereken nokta, biitiin bu ajanlarin kiigiik molekiil agirlikli tiyol antioksidanlarin disiilfid
formlarinin olmasidir. Forbol ester aracili tiimor progresyonuna antagonize etkilere
sahip olan tiyol antioksidanlarin (GSH, sistein) aksine bunlarin disiilfid formalarinin
kanserin Onlenmesi i¢in PKC izozimlerinin aktivitelerinde daha belirgin degisimleri
indiikledigi belirtilmistir [8]. Bu degisim, PKC’lerin yapisindaki tiyoller ile disiilfid
bilesiklerin yer degistirmesi sonucunda bir veya daha fazla sistein rezidiisiiniin kovalent
modifikasyona ugramasi olarak tanimlanmaktadir [148]. Chu ve arkadaslar1 yaptiklari
bir ¢aligmada hem tiyol gruplarinin (GSH, sistein, Cys-Gly, hem de bunlarin disiilfid
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formlarinin (GSSG, sistin, [Cys-Gly],, sistamin) piirifiye PKCS ve PKCe aktivitesi
iizerindeki etkilerini incelemiglerdir [8]. Buna gore pro-apoptotik PKCo aktivitesinde
GSH, sistein, Cys-Gly muamelesine cevaben herhangi bir degisiklik gozlenmezken,
tersine bu ajanlarmn disiilfit formu bu izozimin aktivitesinde yaklasik 2.5 kat kadar bir
artisa neden olmustur. Benzer olarak onkojenik PKCg aktivitesi de tiyol gruplarin aksine
distilfid ajanlar ile muamele sonucunda bir azalma gostermistir. Ancak PKCo’daki
artistan farkli olarak bu degisiklik kismen degil PKCe aktivitesinin tamamen azalmasina
neden olmustur. Arastirmacilar farkli disiilfid ajanlarin etkinliklerini karsilastirdiklarinda
ise sistinin, hem PKCo aktivitesinin artisinda hem de PKCe aktivitesinin azalisinda
GSSG ve [Cys-Gly], kiyasla daha etkili oldugunu; ancak, bir sistin kaynagi olan
sistaminin ise PKC’nin bu iki izoziminin oksidatif regililasyonu iizerinde sistinden birkag
kat daha fazla etkili oldugu sonucuna varmislardir. Sistin ve sistamin bu yondeki etkisi,
her iki izozimin de S-sisteinlenmesine (PKC-S-S-Cys) neden olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu sisteinlenmenin ise, her bir izozimin yapisinda bulunan olduk¢a
yiiksek redoks duyarliligina sahip ve anahtar rol oynayan sadece bir sistein birimi
iizerinden oldugu yoniinde goriisler mevcuttur. PKCe ‘da bu sistein birimi, enzimin aktif
merkezinde bulunan Cys*? dir. Chu ve arkadaslari mutajenik Cys*%, Cys*™*, Cyc*”,
Cyc™, Cyc®™, Cyc®®, Cyc®™? primerleri ile ayri ayn transfekte ettikleri COS-7
hiicrelerinde yaptiklar1 analizler sonucunda, hiicrelerin sistamin ile indiiklenmesini
takiben Cys*? digindaki diger tiim transfekte hiicrelerde PKCe aktivitesinde %90
oraninda kayip gozlenmesine karsihik, sadece mutant Cys*™? ile transfekte edilen
hiicrelerde PKCe’nun sistin ve sistamin indiiklii inaktivasyona kars1 direncli oldugunu
saptamiglardir [148]. Bu sonug disiilfidlerin, enzimin aktif merkezindeki Cys452 birimini
S-sisteinilasyona  ugratarak PKCe inaktivasyonuna aracilik ettigini  agikga
gostermektedir. PKCe’da anahtar 6neme sahip redoks sensitiv Cys biriminin tam olarak
kanitlanmasina karsilik ne yazik ki PKCd’daki kilit Cys biriminin hangisi oldugu heniiz
tanimlanamamistir. Ancak, PKC&’nin regiilatér biriminde bulunmast muhtemel bu Cys
biriminin S-sisteinasyona ugramasi proteinde konformasyonel bir degisiklige neden
olarak regiilator biriminin Zn™ parmak yapisinda bulunan Zn™ nun yapidan salindig
rapor edilmistir [8]. Bu da, PKCd’nin aktivasyonuna neden olmaktadir. Boylelikle
distilfid uyarimi sonucunda pro-apoptotik PKCo’nin aktivasyonu ve onkojenik
PKCe¢’nun inhibisyonu saglanarak kanser hiicrelerinin progresyonunun onlenmesinde
¢ok onemli bir adim atilmis olunur.

Daha once farkli aragtirmacilar tarafindan PKC aktiviteleri iizerindeki etkileri
aragtirilan tiyol antioksidan maddelerin distilfid formalar1 olan diamid, GSSG, sistin ve
sistamin gibi ajanlarin bulgularin1 baz alarak ¢alismamizda, bir sistin prekiirsorii olan
CDME’nin PKCs ve PKCe iizerinden prostat kanseri hiicrelerindeki etkileri
aragtirllmistir. Bulgularimiza gére CDME, prostat kanserinde ekspresyonu azalan pro-
apoptotik PKC&’nin aktivasyonuna, ekspresyonu artan onkojenik PKCe’nunkinin ise
inaktivasyonuna neden olmustur. CDME’nin iki farkli PKC izozimi tizerindeki bifazik
etkisinin ise doza bagimli oldugu gozlenmistir. CDME, PKC$ iizerindeki diizenleyici
etkisini 0.5mM dozunda gosterirken, PKCe’da ise 5 mM’da gdstermistir. Ayrica dnemli
bir noktaya dikkat ¢ekmek gerekirse, CDME’nin bu iki PKC izozimi iizerindeki
diizenleyici etkisi nontlimorijenik prostat hiicresi olan RWPE-1’a kiyasla androjen-

69



bagimli LNCaP ve androjen-bagimsiz PC3 olmak iizere iki farkli prostat kanser
hiicresinde belirgindir. 0.5mM CDME, kontrol prostat hiicresinde PKCd ekspresyonu
iizerinde %30 ve aktivasyonu iizerinde %10 oraninda bir azalisa neden olurken, prostat
kanser hiicreleri olan PC3’de her iki parametre i¢in %20’lik, LNCaP’de sirasiyla %25 ve
%90°lik artislara neden olur. Apoptotik bir protein olan PKCoé’nin kontrol hiicrede
CDME’nin etkisiyle azalmasi, oldukca sasirtici ve kanserin progresyonu agisindan etkili
bir sonugtur. Prostat kanserin tedavisi i¢in ¢ok dnemli olan bu sonu¢c CDME’nin, ayni
ortamda bulunan saglikli hiicreleri apoptozdan korudugunu tersine kanser hiicrelerini de
apoptoza gotiirdiiglinii  gosterir. Bunun nedeni olarak, oksidatif modifikasyona
ugramamis olan kontrol hiicresi normal bir sekilde DAG ile aktive olabilen PKCo
aktivitesine sahipken ortamda bulunan CDME’nin, enzimin DAG baglayic1 bolgesi olan
C1°deki hidrofobik birimler ile etkilesime girerek, DAG’in baglanmasini kismen
engelledigini ve sonugta bunun da enzimdeki fonksiyon kaybi ile iligkili oldugunu
diisiinmekteyiz. Diger taraftan SmM CDME indiiksiyonu sonucunda, kontrol prostat
hiicresinde PKCe protein ekspresyonu degismezken enzim aktivitesi tespit
edilememistir. Prostat kanser hiicrelerine bakildiginda ise SmM CDME, PC3’de sirasiyla
%33 ve %40, LNCaP’de sirasiyla %68 ve %90 oranlarinda bir azalisa neden olur.
CDME etkilerini baskilamak amaciyla disiilfid bag kirici bir ajan olan DTT ile hiicreleri
muamale ettigimizde DTT nin, CDME’nin etkilerini tersinir olarak inhibe ettigini, DTT
varliginda her iki PKC izoziminin CDME aracilifiyla regiile olmadigi gozlemledik.
Sonuglardan anlagilacag: gibi, CDME doza bagl olarak PKCd aktivasyonunda ve PKCe
inaktivasyonunda kanser hiicrelerinde etkinlik gosterir. Ayrica iki farkl tipteki prostat
kanser hiicresini kiyasladigimizda, CDME indiikli PKCo aktivasyonuna ve PKCe
inaktivasyonuna androjen-bagimsiz olan PC3’nin daha diren¢li oldugunu, iki PKC
izozimini kiyasladigimizda ise PKCe’nun PKC&’a gére CDME tarafindan regiilasyona
karg1 daha hassas oldugunu saptadik. Oysa ki, yaptigimiz CBP Ol¢limleri sonucunda,
hiicreye CDME verilmesini takiben hiicre i¢i sistin miktarinin kanser hiicrelerinde
oldugu gibi kontrol hiicrede de arttigin1 gézlemistik. Ancak yaptigimiz ileri analizler,
kontrol hiicrede artan sistin miktarinin PKC izozimlerini regiile etmedigini gosterdi.
Bunun nedeni, kontrol hiicrede PKC izozimlerinin S-tiyolasyona ugramamasindan
dolay1 tiyol-disiilfid degisiminin ger¢eklesmemesi olarak agiklanabilir.

Bilgilerimiz dahilinde yapilan literatiir taramasina gére CDME’nin, PKC3 ve
PKCe aktivitesi tizerindeki etkilerinin incelendigi yalnizca bir ¢alisma bulunmaktadir
[121]. Chu ve arkadaslar tarafindan yapilan bu ¢alismada analizler, transforme olmus
maymun bdbrek hiicreleri olan COS7’nin PKCe ve PKCS geni tasiyan plazmidler ile
ayrt ayrt transfekte edilmesiyle elde edilen hiicrelerde gergeklestirilmistir.
Arastirmacilar, COS7-PKCe hiicrelerini 37 C°de 30 dakika siiresince 1,5, 10 ve 15mM
olmak tizere 4 farkli konsantrasyondaki CDME ve sistamin ile ayr1 ayr1 muamele
etmisler ve sonugta PKCe aktivitesinde doz artisina bagli olarak herhangi bir
muamelenin olmadig duruma kiyasla %80’e kadar bir azalma saptamiglardir. Ancak asil
belirgin azalma CDME’nin 10mM dozunda gerceklesmistir. Buna ilaveten PKCe
inaktivasyonunun en iyi hangi siirede gerceklestigini belirlemek amaciyla zamana karsi
yapilan analiz sonucunda, 10mM CDME muamelesini takibenki 30. dakikadan itibaren
%80 oraninda inhibisyonun basladig1 ve 120. Dakikaya kadar ayni oranda sabit kaldig1
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saptanmistir. Chu ve arkadaslarinin elde ettigi bu bulgu baz alinarak, calismamizda
prostat hiicrelerinin muamele edildigi CDME’nin siiresi yaptigimiz 6n ¢aligmalar
sonucunda 90 dakika olarak belirlendi. CDME indiiklii PKCe inaktivasyonuna ek olarak,
ayn1 aragtirmacilar PKCd plazmidi ile transfekte ettikleri COS-7 hiicrelerinde CDME ve
sistamin indiiklii PKCo aktivite degisimlerini incelemislerdir. 0.025, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75,
I, 2.5, 5 ve 10mM olmak tizere 9 farkli konsantrasyondaki CDME ve sistamin ile
hiicrelerin muamele edilmesi sonucunda, 0.25-0.5mM CDME’nin herhangi bir
muamelenin olmadigl duruma kiyasla PKCo aktivasyonunda 2 katlik bir artisa neden
olmasina karsilik sistaminin ise belirgin bir degisime yol agmadig saptanmistir. Chu ve
arkadaglar tarafindan daha once yapilan bir calismada [8], PKCo’nin aktivasyonu ve
PKCe’nun inaktivasyonu iizerinde sistaminin sistinden daha etkin oldugu saptanmasina
karsilik, ayn1 arastirmacilarin yaptiklar1 yukarida bahsedilen son ¢aligmanin bulgularina
gore ise bir sistin prekiirsorii olan CDME’nin sistaminden de daha etkin oldugu
kanitlanmistir. Bunun nedeni olarak, lipofilik karakterde olan CDME’nin sistamine gore
hiicre igerisine daha kolay alinmasi ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Bunun
disinda CDME’nin hiicresel esterazlar tarafindan sistine hidrolize edilmesine firsat
kalmadan hizli bir sekilde lipofilik CDME’nin PKC izozimlerinin katalitik veya
regiilator birimlerinin hidrofobik kisimlari ile iligskiye girmesi de CDME’nin etkinligini
aciklayan faktorlerden birisidir. CDME, PKCd’nin C1 biriminde bulunan sisteince
zengin fosfolipid baglayici cepler ile interaksiyona girer ve bu da hiicresel PKCd’nin
oksidatif indiiksiyonuna aracilik etmektedir [121]. Daha once bahsedildigi gibi, CI
birimi tiimor promoterlar1 olan forbol esterler i¢in baglanma bolgesi olmasindan dolay1
CDME’nin bu bolgeye baglanmasi forbol ester indiiklii tiimor progresyonunu onemli
Olclide azalmasina neden olmaktadir.
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Sekil 5.1. CDME’nin molekiiler yapist.

Prostat kanserinin progresyonunun dnlenmesi i¢cin, CDME tarafindan indiiklenen
PKCd aktivasyonunun ve PKCe inaktivasyonunun prostat kanseri hiicrelerinin
apoptozisini indiikleyip indiiklemedigini incelemek amaciyla yaptigimiz Kalsein-AM ve
DNA fragmantasyonu deneyleri sonucunda, apoptozisin 0.5 mM ve 5 mM CDME
muamelesini takiben doza bagli olarak arttig1 gézlendi. Burada dikkat ¢ekilmesi gereken
nokta ise, bu apoptozisin artis oraninin nontiimorijenik prostat epitelyum hiicresi olan
RWPE-1"a kiyasla androjen-bagimli LNCaP ve —bagimsiz PC3 olmak iizere iki farkl
prostat kanseri hiicrelerinde daha fazla olmasidir. 5SmM CDME uyarimi, RWPE-1"de
%20’1ik bir apoptotik artisa neden olurken bu oran PC3 ve LNCaP’de sirasiyla %75 ve
%81°dir (kontrol hiicrenin yaklasik 3.5-4 kat1 kadar). Bunun disinda iki prostat kanseri
hiicresini birbiri ile kiyasladigimizda PC3’nin LNCaP’e gore apoptozise daha direngli
oldugunu saptadik. Bu sonu¢ CDME indiiklii PKCo aktivasyonu ve PKCe inaktivasyonu

71



ile ilgili sonuglar ile paralellik gostererek, prostat kanserinin en agresif hiicre tipi olan
PC3’nin CDME indiiklii hem PKC regiilasyonuna hem de apoptozise karsi daha az
hassasiyete sahip oldugunu gostermistir. Yaptigimiz analizler 1518inda elde ettigimiz
genel yorum, Sekil 5.2.°de sematize edilerek 6zetlenmistir.

Sistin Dimetil Ester (CDME)

Artan sistin konsantrasyonu

Protein S-sisteinilasyonu

~

PKCe’nun S-sisteinilasyonu | PKC&'nin S-sisteinilasyonu
Azalan PKCe aktivitesi ve Artan PKC3 aktivitesi ve
protein ekspresyonu /rotein ekspresyonu
APopPTOZIS |

Sekil 5.2. LNCaP ve PC3 hiicrelerinde CDME indiiksiyonu takibinde gelisen PKCd aktivasyonu/
PKCg inaktivasyonu ve apoptozis

Prostat kanserinde CDME indiiklii hiicre Olimiiniin PKCd aracili oldugu,
calismamizda PKCS genine spesifik siRNA’larin kullanilmasi ile ayrica gosterilmistir.
PRKCD-siRNA ile transfekte edilen prostat hiicrelerinde, PRKCD mRNA’sinin degrade
oldugu RT-PCR analizi sonucunda gdzlenmesini takiben yapilan tripan-mavi deneyleri
sonucunda, PC3 hiicrelerinde CDME uyarimli hiicre canliliginin PKCé yoklugunda
artt1g1 saptanmistir. Yani PC3 hiicrelerinin PKC&’a spesifik siRNA ile ve ayrica negatif
siRNA ile transfekte edildigi durumlarda tespit edilen hiicre Oliim oranlar
kiyaslandiginda CDME’nin, PKCoé yoklugunda prostat kanseri hiicrelerinin 6liimiinii
%13 oraninda azalttigini belirledik. Bu sonu¢ da PKCé’nin, CDME indiiklii prostat
kanser hiicrelerinin apoptozisinde dnemli bir rol oynadigini acik¢a ifade etmektedir.

Sonu¢ olarak g¢alismamizdan elde ettigimiz bulgulara dayanarak, bir sistin
prekiirsorii olan CDME, hem androjen-bagimli hem de androjen-bagimsiz prostat
epitelyum kanser hiicrelerinin apoptozisini uyararak timor progresyonunu Onlemistir.
Ancak 6nemli olan nokta bunun nontiimdrijenik prostat epitelyum hiicresinde ¢ok az
miktarda olmasidir. Yaptigimiz ileri analizler, CDME’nin bu etkiyi prostat kanserinin
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progresyonunda tam ters etkilere sahip olan PKCS ve PKCg iizerinden gergeklestigini
gostermistir. Her iki prostat kanser hiicresinde CDME’nin, prostat kanserinde
ekspresyonu ve aktivitesi azalan pro-apoptotik PKCo’nin aktive olmasina, tam tersi
olarak ekspresyonu ve aktivitesi artan onkojenik PKCe’nun ise inaktive olmasina neden
oldugunu saptadik. Dolayisiyla CDME, prostat kanserinin dnlenmesi i¢in her iki PKC
izozimi regiile ederek, enzimleri asil istenilen fonksiyonlara tekrar kavusmasini
saglamistir. Lipofilik yapisindan dolayt CDME’nin hem hiicreler tarafindan daha kolay
alimmas1 hem de enzimin katalitik ve regiilator birimlerindeki hidrofobik kisimlar ile
interaksiyona girmesi, CDME’yi diger disiilfid ajanlarina goére PKC regiilasyonunda
daha efektif kilmaktadir. CDME’nin, PKCo ve PKCe enzimlerinin yapisinda bulunan
anahtar fonksiyona sahip redoks sensitiv bir sistein birimini S-sisteinilasyona ugratmasi,
her iki enzimin kanserde bozulan fonksiyonlarini diizeltmek i¢in yeterli olmaktadir.
Apoptozisde kaydedilen verilerde oldugu gibi, CDME’nin bu iki PKC izozimi
iizerindeki regiile etkisi yine kontrol hiicrenin aksine belirgin olarak her iki prostat
kanseri hiicresinde ortaya ¢ikmistir. Bu sonug¢ prostat kanserinin tedavisi agisindan
olduk¢a onemlidir. Ciinkii genel olarak kanser tedavilerinde karsilasilan en 6nemli
sorun, verilen terapotik ajanin kanser hiicrelerini 6ldiirdiigli gibi normal hiicrelere de
zarar vermesidir. CDME’nin kontrol hiicreye kiyasla prostat kanseri hiicrelerindeki
belirgin etkisi, CDME’nin prostat kanseri tedavisinde kullanilacak olas1 terapotik
ajanlardan biri olabilecegini gostermektedir. CDME’nin PKC§ aktivasyonu ve PKCe
inaktivasyonu lizerinden prostat kanseri progresyonunu 6nledigi ilk defa bu ¢aligma ile
gosterilmistir. Bu nedenle elde ettigimiz etkili sonuglarin, sonraki ¢aligmalarimiza ve
diger aragtimacilara yeni fikirler verecegini diisiinmekteyiz. Prostat kanserinin tedavisi
icin, CDME’nin PKC yapisinda iliskiye girdigi anahtar 6neme sahip sistein birimlerinin
tanimlanmas: ve bu birimlere spesifik terapotik ajanlarin dizayn edilmesi ¢ok daha
verimli tedavi sonuglari saglayacaktir.
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SONUCLAR

Buldugumuz deneysel verilere gore sonuglarimizi su sekilde 6zetleyebiliriz:

Nontlimdrijenik prostat epitelyum hiicresi RWPE-1"in, androjen-bagimli prostat kanser
hiicresi LNCaP’nin ve androjen-bagimsiz prostat kanser hiicresi PC3’tin 0.5mM ve
SmM CDME ile muamele edilmesi sonucunda, hiicre ici sistin diizeyleri her ii¢ hiicre
dizisinde de CDME dozundaki artisa paralel olarak belirgin bir bi¢imde artmustir.

CDME’nin etkilerini tersinir olarak diizenlemesi amaciyla yapilan DTT muamelesi
sonucunda ise, her li¢ prostat hiicre dizisinde CDME-indiiklii hiicre i¢i sistin
diizeylerinin artis1 baskilanmistir.

CDME, kontrol hiicre olan RWPE-1"in aksine hem LNCaP’de hem de PC3’de programli
hiicre 6liimiinii indiiklemistir. Bu artis, uygulanan 0.5mM ve SmM CDME dozlarindaki
artis ile paralellik gdstermistir. Tki farkli prostat kanser hiicresi birbiri ile kiyaslandiginda
ise, apoptotik orandaki artis PC3‘e nazaran LNCaP’de daha fazladir.

PKCd enzim ekspresyonunun gen diizeyinde inhibe edilmesi amaciyla PKCo
mRNA’sina spesifik siRNA ile transfekte edilen kontrol ve androjen bagimsiz prostat
kanseri hiicrelerinde CDME’nin, kontrol hiicreye kiyasla PC3’de hiicre 6liim oranim
azalttig1 saptanmistir. PKC9 geninin inhibe edildigi sartlarda gézlenen bu azalis, CDME-
indiiklii hiicre 6liimiiniin androjen-bagimsiz prostat kanseri hiicrelerinde PKCd’a bagimli
oldugunu kanitlamstir.

Kontrol hiicreye kiyasla hem androjen-bagimli hem de androjen-bagimsiz prostat
kanseri hiicrelerinde, PKC&’nin ekspresyonu ve aktivitesi azalmustir. iki farkli prostat
kanseri hiicresi birbiri ile kiyaslandiginda ise, hem ekspresyon hem de aktivite yoniinden
PKC&’daki azalis PC3 hiicresinde daha belirgindir.

RWPE-1’e kiyasla hem LNCaP’de hem de PC3’de PKCe ekspresyonu ve aktivitesi
artmistir. PKCe’nun hem ekspresyonunda hem de aktivitesinde gozlenen bu artis ise,
prostat kanseri hiicrelerinden PC3’de daha fazladir.

0.5mM CDME, nontiimoérijenik prostat hiicresinde PKCo6 protein ekspresyonunu ve
aktivitesini azaltmistir. Bdylelikle CDME, saglikli prostat hiicrelerinin apoptozdan
korunmasini saglamistir.

0.5mM CDME, prostat kanseri hiicrelerinde azalan pro-apoptotik PKCS enziminin, hem
ekspresyonunu hem de aktivitesini arttirmigtir. CDME, PKC3S iizerinde regiilator
yondeki etkisini kontrol hiicrenin aksine, her iki prostat kanseri hiicresinde 6zellikle de
androjen-bagimli olan kanser hiicresi tipinde gostermistir.
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9) SmM CDME, prostat kanseri hiicrelerinde artan onkojenik PKCe enziminin hem
ekspresyonunu hem de aktivitesini inaktive etmistir. CDME PKCg iizerinde regiilator
yondeki etkisini kontrol hiicrenin aksine, her iki prostat kanseri hiicresinde 6zellikle de
androjen-bagimli olan hiicre tipinde gdstermistir.

10) Kontrol ve prostat kanseri hiicrelerinin CDME muamelesine verdigi yanit
kiyaslandiginda, kontrol hiicrenin aksine kanser hiicrelerinin CDME’e kars1 bir
hassasiyete sahip oldugu tespit edilmistir. Ancak bu hassasiyet, PC3’e nazaran
LNCaP’nin hiicresel yanitlarinda ¢ok daha belirgin bir bi¢gimde ortaya ¢ikmustir.

11) Prostat kanseri hiicrelerinde PKCé’nin aktivasyonuna ve PKCe’nun inaktivasyonuna
neden olan CDME’nin bu iki PKC izozimi {izerindeki regiilatér etkinligi
kiyaslandiginda, PKC6’min CDME indiiksiyonuna karsiik daha duyarli oldugu
gosterilmistir. PKCo’ya nazaran daha agresif karakterde olan onkojenik PKCe ise
CDME tarafindan regiile edilebilmesi i¢in daha yiiksek CDME dozlarina ihtiyag
duymaktadir.
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KEYWORDS Summary
G6PD deficiency; . . .
Cytochemistry:; The aim of this study was to diagnose heterozygous glucose-6-phosphate dehydro-

genase (G6PD) deficient females by an inexpensive cytochemical G6PD staining
method that is easy to perform, allowing diagnosis of G6PD deficiency without
cumbersome genetic analysis. Three subject groups were included in the study. The
first group consisted of 15 hemizygous deficient males. The second and the third group
were composed of 15 heterozygous deficient females and 15 healthy individuals,
respectively. Biochemical determination and cytochemical staining of G6PD activity
were performed in samples of all subjects. Results obtained with the cytochemical
staining method correlated significantly with the biochemical data (p<0.001), but a
only 51-68% of the erythrocytes were stained positively in females with normal
biochemical G6PD activity despite their having a G6PD-deficient child. This
observation clearly indicates that these individuals are heterozygously deficient.
These findings show that the cytochemical staining method to detect G6PD activity in
erythrocytes is reliable, sensitive and specific and is superior to the biochemical
method. Therefore, this method can be used routinely to detect heterozygous G6PD
deficiency.

© 2005 Elsevier GmbH. All rights reserved.

Erythrocyte;

G6PD staining;
Heterozygous G6PD
deficiency

Introduction

*Corresponding author. Tel.: +90242 227 43 43x44125; Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) (EC
fax: +90242 227 4495. 1.1.1.49) is a housekeeping enzyme that catalyzes

E-mail addresses: ngurbuz@akdeniz.edu.tr (N. Gurbuz), . ... .
taksu@akdeniz.edu.tr (T.A. Aksu), c.j.vannoorden@amc.uva.nl the first and rate'l]m]tmg step in the pentose

(C.J.F. Van Noorden). phosphate pathway. Its key role in metabolism is to
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provide reducing power in the cytoplasm in the
form of NADPH. This role is particularly important
in red blood cells where NADPH is required for
detoxification of hydrogen peroxide and other
compounds, via reduced glutathione (Beutler,
1994; Lee et al., 1993). G6PD deficiency is the
most common congenital enzyme deficiency in
men, present in over 400 million people worldwide
(Salvati, 1999). Human G6PD, a homodimer en-
coded by a gene which maps to the region Xq28 on
the X chromosome, exhibits an extraordinary
degree of genetic variability: more than 150
deficient variants have been reported and char-
acterized (Beutler, 1990; Roos et al., 1999). There-
fore, full manifestation of the defective gene is
found in the male hemizygote and the female
homozygote. In the female heterozygote, however,
a mixed population (mosaic) of normal and enzyme
deficient cells can be found. This is a result of
random inactivation of one of the X-chromosomes
(Lyon, 1961; Van Noorden et al., 1982; Gurbuz et
al., 2004).

Hemizygously and homozygously deficient pa-
tients can be easily detected. However, hetero-
zygously deficient females show G6PD activity
levels in erythrocytes that are close to normal
levels and are diagnosed as normal. Therefore,
they cannot be detected by qualitative or quanti-
tative biochemical methods. For the detection of
these cases, a sensitive cytochemical staining
method for G6PD activity in individual erythrocytes
has been developed by Van Noorden et al. (1982),
and is based on the reduction of a tetrazolium salt,
tetranitro blue tetrazolium (TNBT), via an exogen-
ous electron carrier, 1-methoxyphenazine metho-
sulphate (1-methoxyPMS; Fig. 1), in a viscous
medium containing polyvinyl alcohol (PVA; Van
Noorden, 1984; Van Noorden and Vogels, 1985;
Van Noorden et al., 1982). Such a cytochemical
assay can be an excellent tool for discrimination
between healthy persons and heterozygously,
hemizygously and homozygously G6PD-deficient
patients by the analysis of individual cells.

The aim of the present study was to diagnose
heterozygous females with G6PD Mediterranean
variant by this inexpensive cytochemical G6PD
staining method that is relatively easy to perform.
Our study differs from the previous studies,
because the patient population in our study is
different. G6PD is a very common disease in the
Southern part of Turkey. In our country, we have
Mediterranean variants of the G6PD deficiency
(Akoglu et al., 1986; Aksu et al., 1990; Keskin et
al., 2002). It is well know that G6PD variants have
different characteristics. Therefore, we could not
predict the results of this cytochemical method on

Mediterranean variants. To the best of our knowl-
edge, this is the first study performed in a Turkish
population where different Mediterranean variants
exist. Successful accomplishment of this specific
aim allows diagnosis of G6PD deficiency without
expensive and difficult genetic analysis.

Materials and methods
Subjects

- The hemizygous G6PD-deficiency group included
15 male patients who were previously diagnosed
as deficient, and were between 0-20 years of
age;

- The heterozygous G6PD-deficiency group in-
cluded 15 females who are mothers of hemi-
zygous patients. These subjects, within the age
range of 25-45 years, were apparently healthy.

None of these subjects had ever experienced an
acute hemolytic crisis;

- The control group was composed of 15 healthy
subjects.

Written informed consent was obtained from all
subjects.

Biochemical G6PD activity determination

Blood samples were obtained by venipuncture
and collected in vacutainers containing heparin
(151U/ml). Erythrocytes were separated by centri-
fugation at 800 g for 10 min and washed twice with
isotonic saline. G6PD activity was determined by
the ““modified Zinkham method” in these packed
cells (WHO, 1967). Enzyme activity was expressed
as international units per gram hemoglobin (IU/g
Hb).

Cytochemical staining method for G6PD
activity

Blood samples were obtained by venipuncture
and collected in heparinized tubes.

- In the first step, blood samples were incubated
in 180mM sodium nitrite for 8min at room
temperature for the conversion of all oxyhemo-
globin into methemoglobin in order to prevent
nonspecific formazan production.

- In the second step, packed cells were incu-
bated with 20mM NADP* for 10min at room



Biochemical and cytochemical evaluation of heterozygote individuals with G6PD deficiency

263

Glucose-6-phosphate

G6PD

6-Phosphoglucono-6- <
lactone

—»  NADPH +H"

NADP €—

A

Formazan

.

[ Oxidized diaphorase

[ dL

Tetrazolium salt

Reduced diaphorase Tetrazolium salt

JL

Tetrazolium salt

Formazan

Formazan

Figure 1. Schematic representation of tetrazolium salt reduction by G6PD activity. (A) Reduction without intervention
of an electron transport system; (B) reduction via an endogenous electron transport system (diaphorase); (C) reduction
via an exogenous intermediate electron carrier (PMS) (Van Noorden, 1984).

temperature before fixation in order to protect
the active site of G6PD during fixation.

- In the third step, packed cells were incubated
with 0.025% glutaraldehyde for 30 min at room
temperature with continuous rotation of the
tubes. This very mild treatment is sufficient to
make the cell membrane permeable to the
compounds needed for the staining reaction
within the cells.

- In the fourth step, packed cells were incubated
with the cytochemical medium for staining of
G6PD activity. The incubation was carried out for
90min at 46°C in darkness, with continuous
rotation. The cytochemical medium consisted of
100 mM phosphate buffer (pH 7.0), 10 mM G6P,
0.8 mM NADP*, 4mM MgCl,, 0.32mM 1-methox-
yPMS, 5mM NaN; and 1 mM tetranitro BT. PVA
grade G04/140 (20%, w/v) was added to this
medium.

We tried to discriminate G6PD-positive and
G6PD-negative erythrocytes on the basis of this
method. Therefore, we tested incubation media
containing 10%, 20%, 30%, 35% or 40% PVA to
determine the best concentration of PVA to
distinguish G6PD-positive and G6PD-negative cells.
As a result, we found 20% PVA to be the optimum
condition, because the higher amounts of PVA in
the media (30%, 35% and 40%) resulted in incom-
plete dissolving and too viscous media, preventing
compounds diffusing effectively into the erythro-
cytes.

Finally, discrimination was made between nega-
tive cells and positive cells, containing a substan-
tial amount of G6PD activity. Microscopic screening
of blood samples stained for G6PD activity was
performed routinely within a few minutes, as
described by Van Noorden (1984).

Statistical analysis

Results were expressed as mean +standard error
(SE). Statistical comparisons between groups were
performed by the one-way Anova test. Multiple
comparisons between groups were done by Tukey
HsD Post Hoc tests and p values <0.05 were
accepted as statistically significant. Correlations
between biochemical G6PD activities and ratios of
positive cells were shown by calculating Pearson
correlation coefficients.

Results

Biochemically determined G6PD activity in ery-
throcytes of control subjects and heterozygously
and hemizygously G6PD-deficient patients are
shown in Fig. 2. Enzyme activity was not detectable
in the hemizygous group, whereas activity in the
heterozygously G6PD-deficient group ranged be-
tween 0.8-4.71U/gHb. G6PD activity was signifi-
cantly lower in the heterozygously deficient group
as compared with the control group that showed



264

N. Gurbuz et al.

G6PD activity between 5.3 and 8.7 1U/gHb. Differ-
ences between groups were highly significant.

Figure 3 demonstrates G6PD-positive cells in the
three subject groups as detected cytochemically.
The ratio of positive cells were significantly lower
in heterozygous and hemizygous deficient groups as
compared to controls (p<0.001). Additionally, the
ratio of positive cells in the hemizygous group was
significantly lower than the heterozygous group
(p<0.001).

In Fig. 4A a photomicrograph of erythrocytes of a
healthy person is shown after staining for G6PD
activity by the optimized method in the presence of
the substrate. Tetranitro BT-formazan precipitated
as very fine granular deposits inside cells only. Clear
differences in amounts of precipitate per individual
erythrocyte were observed. In Fig. 4B, erythro-
cytes, which were also stained for G6PD activity

Biochemical Assay

*

- *

Heterozygous Hemizygous

G6PD activity (IU/gHb)
OFRLNWAUUITO N

Control

Figure 2. G6PD activity as detected biochemically in
erythrocytes of control subjects and, heterozygous and
hemizygous G6PD-deficient subjects (mean+SE, n =15
for each group). *All three groups are significantly
different (p<0.001).
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Figure 3. Percentage of erythrocytes that are positive
for G6PD activity, as detected cytochemically in control
subjects and, heterozygous and hemizygous G6PD-defi-
cient subjects (mean+SE, n= 15 for each group). *All
three groups are significantly different (p<0.001).
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Figure 4. Erythrocytes of a healthy person stained
cytochemically for G6PD activity in the presence (A)
and absence (B) of substrate. Magnification x 100.

but in the absence of G6P, did not show any
formazan production inside the cells.

Figure 5A shows erythrocytes of a heterozygously
deficient patient after staining for G6PD activity in
the presence of substrate. All blood samples from
heterozygotes contained both a population of
cells without any noticeable amount of formazan
and a population of formazan-containing cells with
various amounts of color production. In the
heterozygous samples, the size of the two popula-
tions was similar. Figure 5B shows erythrocytes of a
hemizygous deficient patient after staining for
G6PD activity in the presence of G6P. Blood
samples of these cases contained G6PD-negative
erythrocytes.

The comparison between the cytochemical ana-
lysis and the biochemical analysis of G6PD activity
in all samples of erythrocytes are shown in Fig. 6
and heterozygously deficient patients in Fig. 7.
Figure 7 shows that 20% of heterozygously deficient
patients have a normal biochemical activity,
whereas the cytochemical assay shows clearly that
each blood sample contains a population of red
blood cells that are negative for G6PD activity.
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Figure 5. Erythrocytes stained cytochemically for G6PD
activity of a person with heterozygous G6PD deficiency
(A) and a patient with homozygous G6PD deficiency (B).
Magnification x 100.

Discussion

G6PD deficiency is the most common congenital
enzyme deficiency in humans, present in over 400
million people worldwide (Salvati et al., 1999). For
the detection of this frequently occurring genetic
disorder, qualitative and quantitative screening
tests have been developed. The qualitative fluor-
escent spot test is easy, inexpensive, has practical
technical properties and correlates well with
quantitative tests (Wolf et al., 1987). However,
detection of heterozygously G6PD-deficient sub-
jects was difficult by the fluorescent spot test,
because at least 46% of the deficient subjects
tested showed normal fluorescent values. The
discrimination between hemizygous deficient male
patients or homozygous deficient female patients
and normal individuals is relatively simple on the
basis of the biochemical determination of the G6PD
activity in hemolysates (Beutler, 1971). The diag-
noses of hemizygous male or homozygous female
patients with G6PD-deficiency are performed in our
routine laboratory by the biochemical assay, which

10

+ Heterozygous ..
81 O Hemizygous

@ Control e

r=0.963
p<0.001

Biochemical Assay G6PD Activity (IU/gHb)
5

-2 T T T T
0 20 40 60 80 100

Percentage G6PD-Positive Cells Cytochemical Assay

Figure 6. Comparison between the cytochemical analy-
sis and the biochemical analysis of G6PD activity in
samples of erythrocytes taken from healthy subjects and
from heterozygously and hemizygously G6PD-deficient
subjects. The biochemical data are expressed as inter-
national units G6PD activity per g hemoglobin (IU/gHb)
and the cytochemical data as the percentage of cells
positive for G6PD activity.

was developed by the WHO (1967). On the other
hand, for the detection of heterozygous females,
the routine screening tests are not very reliable.
The biochemical assay in hemolysates fails to
detect at least 60% of the heterozygotes (Vogels
et al., 1986; Wolf et al., 1987). Cytochemical
techniques based on endogenous oxidoreductase
systems (Fig. 1B) have been important to detect
erythrocytes in G6PD deficiency (Beutler, 1978).
Fairbanks and Lampe (1968) described a cytochem-
ical assay for the estimation of G6PD activity in
individual erythrocytes. This technique was based
on the reduction of the tetrazolium salt MTT into its
formazan by NADPH generated by G6PD activity via
the exogenous electron carrier Nile blue sulphate
and methemoglobin. However, the method did not
show sufficient localization properties, because
formazan precipitates were found on inactive cells,
after being produced in active cells (Stuart et al.,
1975).

Van Noorden et al. (1982) described a new,
sensitive cytochemical staining method to detect
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Figure 7. Comparison between the cytochemical analy-
sis and the biochemical analysis of G6PD activity in

samples of erythrocytes taken from heterozygously
G6PD-deficient patients.

G6PD activity in human erythrocytes. Erythrocytes
of healthy persons, and heterozygote and hemi-
zygote patients could easily be distinguished (Van
Noorden, 1984; Van Noorden and Vogels, 1985;
Vogels et al., 1986).

The blood samples of the 15 hemizygote deficient
patients contained 1-4% (mean 2.3%) positive cells,
whereas the 15 heterozygotes and 15 healthy
samples contained 30-70% (mean 48.6%) and
82-96% (mean 91.3%) positive cells, respectively.
Control samples also contained some negative cells
which are old erythrocytes, whereas the 1-4%
positive cells in preparations of hemizygous pa-
tients are very young erythrocytes (Vogels et al.,
1986).

When the biochemical data are compared with
the cytochemical data of all samples tested, a
significant correlation was observed (r = 0.963;
p<0.001). A significant correlation was also ob-
served in samples of heterozygously deficient
patients (r =0.821; p<0.001). This correlation
showed that biochemically determined G6PD activ-
ity correlated with the percentage positive cells in
heterozygote female subjects, who often show a
normal G6PD activity in the biochemical test, while
they are the mothers of sons with hemizygous
deficiency. The cytochemical assay showed 51-68%
positive cells in samples of these females. On the
basis of our cytochemical findings, these females
were diagnosed as heterozygously G6PD-deficient
subjects.

In conclusion, it can be stated that female
individuals who show an almost normal G6PD
activity as detected biochemically but who have
hemizygous deficient sons can be detected ade-
quately by the cytochemical G6PD staining method.
This method is as sensitive and specific as a genetic
analysis, but costs less and is easier to perform.
Therefore, the cytochemical G6PD staining method
is a good supporting parameter to evaluate hetero-
zygous deficient patients.
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