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Onsoz

“Neden?” sorusu insan aklinin giindemini en fazla isgal eden, bir o kadar da basini
dertlere sokan ama daha iyiye ilerleyebilmenin temel ¢ikis noktasidir.

Hemen herkes gibi bugiine kadar insan bedenine iligkin benim de merak ettigim ¢ok
konu oldu, ¢ok soru sordum. Saniyorum ¢ogu sorumun yanitina hatta dogru yanitina
erigebildigim i¢in hayatimi gelistirerek, zenginlestirerek siirdiirdim. Lakin ne
sorularim, ne de bir anlamda arayislarim hi¢ bitmedi.

Hal boyle olunca “Profesor” iinvani aldiktan sonra birgok meslektagim gibi doktora
stirecim bagladi. Siireg igerisinde kimi giin 6grenci kimi giin jiiri liyesi olarak akademik
hayata hizmet ettim.

Umit ediyorum, gelecek giinlerde de “Neden?” sorusu hayatin ve hayatimin bir pargasi

olmaya devam edecek.

[zmir, 7.07.2020 A. Cag Cal



Ozet

Prostat Kanseri Kok Hiicrelerinde
Zoledronik Asit Tedavisinin Hicre Adezyon Molekdllerine EtKisi

Prostat kanserinin tan1 ve tedavisine yonelik bir¢ok alanda ¢ok fazla ilerleme
saglanabilmesine ragmen hastalik asgaride baz1 vakalar i¢in 6liimciil olma niteligini
surdirmektedir. Hastalarin 6liimden kurtulmasi i¢in atilan her adim hedefe

yaklasmamizi saglayabilse de sonuca ulagmak i¢in alinmasi gereken yol halen vardir.

Kok hiicrelerin varliginin saptanmasiyla birlikte insan sagligi i¢in 6nemi ve tedavide
nasil kullanilacagina yonelik ¢aligmalar da basladi. Kanser kok hiicresi kavrami ve
gercegi farkli bir olgudur. Viicut hiicrelerinden farkli 6zellikleri olsa da kanser kok
hiicrelerinin temel biyolojik kurallara belirli oranda sahip oldugu mutlaka aklida
tutulmalidir. Bu bakisla, kanser kok hiicrelerinin metastaz yapan, tedavi sonrasi niikse

yol acabilen veya tedaviye direng gelistiren hiicrelere kaynak olmasi sasirtic1 degildir.

Kanser tedavilerinde basarinin elde edilmesine bdylesine ¢ok noktada engel olan bir
hiicre ¢esidinin saptanmasi ve yok edilmesine yonelik tedavilerin planlanmaya

baslanmasi ise ¢ok dogaldir.

Tez ¢alismasinda amag; prostat kanseri kok hiicrelerinin zoledronik asit ile tedavisinin
metastaz gelistirme siirecinde onemli rolii olan adezyon molekiillerine etkisinin

belirlenmesidir.

Zoledronik asit tedavisi DU145 prostat kanser hiicreleri arasindaki kanser kok

hiicrelerine uygulandi.

Akim sitometrisi ile elde edilen sonuglar, 6nemli kanser kok hiicresi ylizey belirteci
olan CD44 hiicre yogunlugunda zoledronik asit tedavisi ile dnemli diisiisler oldugunu
gosterdi. ZOL uygulamasi1 CD44, ITGB1, CD29, LAMB1, LAMB3, LAMC1, SPP1,
TGFB1, TGFB1, TIMP2, ADAMTSI, ITGBS5 adezyon genlerinde 6nemli degisimlere
yol agt1. En belirgin degisim SPP1’de saptandu.

In vitro ortamda zoledronik asidin kanser kok hiicresi adezyon molekiilleri iizerine
baskilayic1 etki yaratmasi klinik kullanimda prostat kanseri tedavisinde

kullanilabilecegini gostermektedir.



Anahtar Kelimeler; Prostat kanseri; kanser kok hicresi; zoledronik asit; hicre

adezyon molekdlleri; tedavi.



Abstract

Effect of Zoledronic Acid Treatment on Cell Adhesion Molecules on Prostate
Cancer Stem Cells

Although much progress can be achieved in many areas for the diagnosis and treatment
of prostate cancer, the disease remains fatal for some cases. Every step taken to get rid
of death can help us to approach the goal, but there is still a way to achieve the
outcome.

With the detection of the presence of stem cells, studies on its importance for human
health and how it can be used in treatment have started. Cancer stem cell concept and
reality is a different phenomenon. It should be kept in mind that cancer stem cells
possess a certain proportion of basic biological rules, although they have different
features than body cells. From this perspective, it is not surprising that cancer stem
cells are the source of cells that metastasize, which may lead to post-treatment relapse
or develop resistance to treatment.

Cancer stem cells impede the success of treatments. Therefore, it is natural to start
planning treatments for its eradication.

The aim of the thesis; to determine the effect of treatment of prostate cancer stem cells
with zoledronic acid on adhesion molecules which play an important role in the
development of metastasis.

Zoledronic acid treatment was applied to cancer stem cells which obtained from
through DU145 prostate cancer cells.

It was determined the significant decreases in CD44 cell density, which is important
cancer stem cell surface marker, with zoledronic acid treatment by flow cytometry.
Zoledronic acid treatment was caused to significant changes in the adhesion genes
CD44, ITGB1, CD29, LAMBL1, LAMB3, LAMC1, SPP1, TGFB1, TGFB1, TIMP2,
ADAMTS], ITGB5. The most significant change was detected in SPP1.

The suppressive effect of zoledronic acid on cancer stem cell adhesion molecules in

vitro shows that it can be used in the treatment of prostate cancer in clinical use.

Keywords; Prostate cancer; cancer stem cell; zoledronic acid; cell adhesion

molecules; treatment.
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Giris
Toplumun yaslanmasi {irolojik kanserlerin goriilme sikliginda bir artisa yol agsa da
prostat kanserinden 6liim oranlar giderek azalmaktadir (Rebecca 2018). Prostat kanseri
hastalarinda sirasiyla 10 yillik ve 15 yillik yasam beklentisi 2005 yilinda %92 ve %61
duzeyinde (http:
2005f4pwsecuredpdf.pdf. Published 2005) iken 2015 yil1 istatistiklerine 5 y1l i¢in %100,

10 yil i¢in %99 ve 15 yil icin %94 oranlarina erigmistir (American Cancer Society 2015).
Prostat kanserine bagli 6liim oranindaki azalma; taninin daha erken evrede konulmasi,
etkin tedavi segeneklerinin klinik kullanima alinmasi ile agiklanabilir. Bununla birlikte;
prostat kanseri cerrahi, radyoterapi, androjen baskilama tedavisi, kemoterapi, hatta
radyofarmasotik uygulamalardaki gelismelere ragmen halen bireyin Oliimiine neden
olabilecek bir hastaliktir. Tedavi uygulamalarina ragmen prostat kanserinin oldiiriicii
etkisinin kontrol altina alimamamasmi agiklamak icin malign hastaliklarin genel
Ozelliklerine bakmak yol gosterici olabilir.

Geleneksel kanser tedavi yontemleri etkilerini hizli gogalan neoplastik hiicrelere yonelik
gosterdikleri igin yavas prolifere olan kanser kok hiicreleri uygulanan tedavilere direncli
kalarak canliliklarmi siirdiirebilirler. Yine normal hiicreler Gizerine nonspesifik toksik etki
gOsteren kanser cerrahisi, hormonal tedaviler, antianjiogenik uygulamalar ve
immunoterapi yontemleri kanser kok hiicrelerini hedeflemekte yetersiz kaldiklar1 siirece
etkili olamayacaklardir.

Bdylece, timdr dokusu icerisinde az miktarda da olsa yer alan kanser kok hiicreleri kanser
hiicrelerine doniisebilir ve tiimdriin tekrarlamasina, tedavilere karsi direng kazanmasina
hatta metastaz yapmasina neden olabilir.

Kanser kok hiicrelerinin tiimdr olusturmaya baslatma giicii ile hastaligin metastazlarla
rekirens gostermesi ve tedavilere direng (kemorezistans, immunorezistans ve
radyoterapi rezistansi) yaratabilme yetenegine iliskin bulgular her gegen giin
artmaktadir. Bu nedenle, kanser kok hiicrelerinin yok edilmesi hastaligin niiks
etmesine engel olarak tam tedavi oranlar1 ve yasam siiresinde artisa zemin olusturabilir
(Alison 2008).

Kanserin farkli fenotipik ve fonksiyonel 6zellikleri olan heterojen hiicre grubunda
gelismesi de tedavilerin etkinlik ve sonuglarini etkileyebilir (Alison 2008). Bununla
birlikte, tliimorii olusturan kitlede ¢ok az sayida hiicre tiimor olusturmaya egilim

yaratacak kendisini yenileme egilimine sahiptir. Bu hiicreler i¢in kanser kok hiicresi,
1


http://www.cancer.org/acs/groups/content/@nho/documents/document/caff

kanser kok-benzeri hiicre (cancer stem-like cell) veya tiimor baslatan hiicreler (tumor
initiating cells) isimleri kullanilmaktadir. Kanser kok hticre teorisi olarak bilinen bu
fenomene gore timor Kitlesi kok hicre niteliklerine sahip kanser hiicresi alt grubu
tarafindan sekillendirilmektedir (Gil 2008). Kanser kok hucresi (KKH) / timor
baslatici hiicrenin (T-IC) kanser hiicresi alt grubunu olusturdugunun saptanmasi
giiniimiizde kullanilan tedavilere yanit alinamamasinin gerekcelerini izah etmekte
kullanilabilecek bir aragtir.

Kanser hicreleri KKH / T-IC grubunun tepede yer alacagi hiyerarsik bir diizen
icerisinde konumlanirlar (Lau 2017, Nguyen 2012). Kanser kok hicrelerinin normal
kok hiicreden mutasyonla veya bu hiicrelerin fonksiyonlarinit diizenleyen genetik
programin deregiilasyonuyla olustuguna iliskin kanitlar bulunmaktadir. Olusan
mutasyonlar sonrasinda saglikli fenotipe sahip kok hiicreler yapisal olarak aktiflenmis
hale doniisiirler.

Kendisini yenileme, tiimér formasyonu olusturabilme ve heterojen tiimor kitlesini
olusturacak ek farklilasmis progeni iiretmek gibi 6zellikler normal kok hiicrelerle
kanser kok hiicreleri arasindaki benzer niteliklerdir. Bunlara ek olarak, kanser kok
hiicrelerinin timorin metastaz yapabilmesi, tedavilere direng gosterebilmesi ve
rekiirensi gibi 6zellikler tasidigina iliskin bulgular vardir (Ayla 2019). Bu tespitler
sonrasinda kanser kok hiicrelerinin yok edilmesine yonelik tedavi arayislar1 daha fazla
ilgi ceker hale geldi.

Teoride kok / progenitor hiicreler timorijenik mutasyonlarin tek dogal hedefidirler,
¢iinkii bu hiicreler uzun yasam siiresine sahiplerdir; normal hiicre proliferasyonu ve
diferansiyonuyla ilgili i¢ diizenleyici mekanizmalarin engellenmesine zemin
olusturacak yeterli sayida mutasyonun gelisebilmesi kapasitesi de bulunmaktadir (Lau
2017, Borah 2015, Kim 2011).

Saglikli bir organda kok hiicre nisinde yer alan kok hiicreler, canliliklarinin idamesinin
diizenlenmesinde anahtar rol oynayan mikrocevreye ve salgilanan parakrin faktorler
veya dogrudan hiicre-hiicre etkilesimiyle hiicre yenilenmesiyle diferansiyasyonunu
saglayan yolaklar1 bulunur. Kanser kok hicreleri de kanser kok hiicre nisi niteligini
gosterirler. Tumore 6zgu mikrocevre perivaskiler hicreler, hipoksik bélgeler ve
ekstraselliler matriksle uyumludur. Cevresel faktérler Wnt/S-catenin, Notch ve
Hedgehog yolaklarmin kendini yenileme etkisini degistirerek kanser kok hicreleri

iizerine etki ederler. Embriyonik kok hiicre kendini yenilemesiyle iliskili temel
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trankripsiyon duzenleyicilerinin (NANOG, OCT-4 ve SOX-2 gibi) engellenmesi de
timor mikrogevresince idame ettirilir (Borah 2015, Kim 2011).

Ekstraselliiler matriks hiicre proliferasyonu ve canliligin siirdiiriilmesinde hayati
onemde oldugu icin hiicrenin ekstraselliiler matrikse tutunmasi esansiyeldir ve
ekstraselliiler matriksten ayrilma apoptozisi indiikleyebilir. Anoikis ekstraselliiler
matrikse baglantidaki yetersizlik sonucu hicre olimuinan tetiklenmesi olarak
tanimlanabilir. Hiicre yenilenmesinin genelde ¢ok yiiksek oldugu epiteliyal hiicrelerde
bu dizenleyici mekanizma Ozellikle 6nemlidir (Malagobadan 2015). Kanser
hiicrelerinin metastatik davranis gosterebilmeleri i¢in anoikise direng kritik 6nem
tasimaktadir. Kanser hiicrelerinin sferik sekli baslatabilmeleri i¢in dediferensiye
olduklar1 gosterilmis olsa da anoikis direnci sferik formasyon gerektirmesi buna
ornektir (Weiswald 2013, Hindupur 2014).

Kanser Patogenezinde Adezyon Molelekillerinin Roli

Kanser patogenezi normal hiicrelerin tiimor hiicrelerine doniigiim siireci olarak
belirtilir ve molekiler olarak kanser hiucrelerinin incelenmesi ile birlikle bu strecin
aydinlatilmasinin olas1 oldugu diistiniilmektedir (Bukhtoyarov 2015).

Prostat kanser patogenezinde diger kanser tiirlerinde oldugu gibi adezyon
molekiillerinin patogenezdeki rolii énemlidir.  Ornegin kolon, meme, akciger,
metastatik melanom ve prostat kanseri gibi bircok kanser turiinde hastalarda artan
osteopontin (SPP1-OPN) seviyeleri bildirilmistir (Chiodoni 2010, Danzaki 2016,
Kluger 2011).

SPPI1, hiicre ¢ogalmasi ve sagkalimi, ila¢ direnci mekanizmalarinda goérev alan,
metastaz ve kokliiliik davranislarmi etkileyen ¢ok islevli bir sitokindir. insan
karsinomlarinda SPP1'nin genis bir dagilimi vardir. Tim bdlgeler gbz Oniine
alindiginda, SPP1 ekspresyonu, tiimor evreleri ile anlamli sekilde iligkilidir (Coppola
2004). Bu sitokin, hiicre-matriks etkilesimlerini kolaylastiran ve tiimoriin ilerlemesini
tesvik eden, kollajen olmayan, sialik asit bakimindan zengin, kemokin benzeri,
matriseluler bir fosfoglikoproteindir. SPP1, timdr gelisimi ve metastazinda birden
fazla basamagi etkilemekle birlikte, coklu integrinler ve CD44 ile etki ettigi ve EGFR
ve HGF reseptoriinden gelen sinyaller ile sinerjik etki olusturdugu bilinmektedir.
SPP1, Akt, Raf / MEK / ERK sinyallesmesinin diizenlenmesi, ILK / PI3K / GSK-3p
(Robertson 2010) ve RAN GTPaz / c-Met / PI3 kinaz1 igeren ¢oklu sinyal iletim
olaylarmi etkiler (Kurisetty 2008, Yuen 2012).



Coklu ilag direnci kemoterapi basarisizligimin 0nemli bir nedenidir. Son zamanlarda
yapilan ¢aligmalar, ilag direncinin sitokinler, kemokinler, biiyiime faktorleri ve timdor
mikro-ortamindaki hiicre adezyon faktorleri gibi ¢oziinebilir faktorler tarafindan hizli bir
sekilde indiiklenebilecegini gostermektedir (Shevde 2014). Coklu ilaca direng
mezenkimal hiicrelerin bir 6zelligidir ve tipik olarak epitelyal kanser hiicrelerinin
epitelyal mezenkimal gecis (EMT) sonrasi elde edilir (Li 2013). SPP1’mn Twist, Slug,
Snail, N-kaderin, Vimentin ve MMP9 gibi mezenkimal isaretleyicilerin ekspresyonunu
arttirmada fonksiyonel bir rolii oldugu, hatta epitel fenotipi destekleyen Keratin 8/18 ve
E kaderin kaybiyla birlikte bunun desteklendigi belirtilmistir (Das 2013).

Insan akciger kanseri hiicrelerinde, SPP1 susturulmas: kanser hiicresi invazyonunu ve
metastaz1 baskilar ve ayrica otofajiyi indiikler (Sun 2013). Rahim agz1 kanseri
hiicrelerinde SPP1 insan papilloma viriisiit (HPV) isleminde gorev alan ve hiicre dist
kanser hiicresi hareketliligini arttiran hiicre dis1 bir proteaz olan NF-kB'ye bagl furin
ekspresyonunu baglatan CD44 aracili p38 fosforilasyonunu diizenler (Kumar 2010).
Prostat kanseri arastirmalari, plazmada bulunan SPP1’in kemoterapi sonrasi tedavi
yanitin1 ongdérmede PSA kadar iyi oldugu, ancak lokalize prostat kanseri i¢inde artan
tiimor yiikiiniin biyobelirtecleri olarak yararli olmadigini gostermistir.

CD44, hiicre sinyallesmesini de duizenleyen bir hiicre adezyon glikoproteinidir. Diizensiz
CD44 ekspresyonu, prostat kanseri (PKa) dahil olmak {izere ¢ogu insan kanserini
karakterize eder.

Pgp-1, Ly-24, Hermes, lenfosit hedef reseptori, H-CAM ve HUTCH-1 olarak da bilinen
CD44, hicre-hiicre ve hlicre-matris yapismasinda ve hiicre sinyallesmesinde rol oynayan
tek gecisli bir transmembran glikoproteinidir. N-terminal alani, toplam CD44'lin ana
ligand hiyalurinan (Underhill 1992) ve ayrica SPP1 (Weber 1996) kollajen, laminin (Ishii
1993) ve fibronektin (Jalkanen 1992) gibi hiicre dis1 matris proteinlerine baglanmasina
aracilik eder. Karboksil sitoplazmik alan, aktin hiicre iskeletine (Marhaba 2003) ve ezrin
(Legg 2002) ve ankirine baglanir (Lokeshwars 1991). Bu durum CD44'lin sadece hiicre
goc fonksiyonlarinda degil, ayn1 zamanda sinyal iletimi de O©nemli oldugunu
gostermektedir (Marhaba 2003).

Benign prostattaki kék hiicre belirteci olan CD44 bazal hicrelerin bir gostergesidir
(Iczkowski 2010, Kallakury 1996). Hem protein hem de mRNA c¢alismalari, bazal
hiicrelerde ve orta derecede benign asinilerdeki liimen hiicrelerinde baskin CD44

ekspresyonu gozlenmistir (Iczkowski 2010, Noordzij 1997, Omara-Opyene 2004).
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Bununla birlikte prostat kanseri hem CD44 down regiilasyonunu hem de artan, anormal
degisken izoformlara yol agan diizensiz ekspresyon gosterir.

Adezyon Molekiilleri Uzerine Zoledronik Asit Etkisi

Epitelden tireyen kanserlerde, hiicre-hiicre tutunmasi primer timor Kitlesinin
korunmasinda anahtar faktorlerdir. Hiicre-hiicre yapilarindaki anormallikler, primer
timoriin - ayrigmasina ve kanser hiicrelerinin sekonder bolgelere yayilmasina yol
acmaktadir. Hiicreler arasindaki bu tutunmanin korunmasinda rol oynayan kilit yapilar
aderen baglantilar, siki baglantilar (TJ-Tight junction) ve gap baglantilardir (GJ- Gap
junction).

En giiclii ve en ¢ok calisilan adezyon diizenleyici maddelerden biri, kaderin protein
ailesinin bir tyesi olan E-kaderindir. E-kadherin, hlicre-hiicre yapisiin korunmasinda rol
almakla birlikte normal epitelde hiicre-hiicre temasi inhibisyonunda yer alan p27kip1 ve
p57kip2'nin hicre regulasyon regilatorlerinin diizenlenmesinde rol oynarlar. Kanser
hicrelerinde E-kadherin kaybindan dolay1 bu regiilasyon bozulur. Bu nedenle, hiicre-
hiicre tutunmasinin azalmasini, kanser hiicrelerinin metastatik yayilma potansiyelinin
artmasini, ayn1 zamanda temas inhibisyonu kaybiyla kontrolsiiz hiicre biiyiimesini tegvik

etmektedir (Jiang 2015) (Sekil 1).

Carcmoma

Lpnhzhal cells

Carcinoma development and acquisition ol invasive
potential

- Tumor melastatic genes

- Metastatic suppeessor genes

Expansive growth and invasion of basement membrane
into surrounding tissuc

= Inhanced protense activity {e g. MMPs)

- LEnhanced cell mostlity/interaction with surmrounding tissue/ECM/stromal cells
- Decrense miegnty/strength of cell-cell contacts (E~adherin T)'s ¢1¢.)



= Migration/Interaction through ECM
= Interaction with vascular cells

= Invasion into blood vessel
- Survival in circulationimmune evasion

Blood vessel
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Sekil 1. Tiimor mikrogevresindeki hiicresel etkilesimler.

ZOL, anjiyogenezde etkin olan integrin ve kaderin gibi adezyon molekillerinin
modiilasyonuyla hiicresel gocli inhibe edici etki gdstermektedir. Bifosfanatlarin
antitiimdr etkisi yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarla belirlenmistir. /n vitro olarak en
etkili bifosfanat ZOL olarak belirlenmistir. Bu olguyu ac¢iklamak i¢in vaskiilarizasyon,
adezyon, invazyon ve apoptoz aktivasyonu gibi c¢esitli hiicresel mekanizmalarin
inhibisyonuna bakilmaktadir. Bu olgular arasinda bifosfanatlarin antitiimér aktivitesinin
en belirgin etkisinin anjiyogenez inhibisyonu olabilecegini son ¢aligmalar
gOstermektedir. Giraudo ve ark. bir farenin rahim agzi kanser modelinde ZOL’iin
anjiyogenik tedavisi icin bir matris metalloproteinaz 9 (MMP-9) inhibitorl olarak etki
gosterdigi  tiimor modelinde; makrofajlarin igine sizarak MMP-9 ekspresyonunu

bastirdigin1 ve metaloproteaz aktivitesini inhibe ettigini, VEGF’ nin anjiyogenik endotel

Angiogenesis, intravasation and transport around body

= Interaction with cavity mesothehal cells (during transcoelomic metastasis)

- Interaction with mesothelial cells during transcoclomic metastasis

Invasion of secondary tissu¢ and formation of micro- or



hiicreler tizerindeki reseptorii ile iliskisini azalttigini rapor etmislerdir (Giraudo 2004).
ZOL’iin tutunma, hayatta kalma, gd¢ ve aktin olusumunu inhibe ettigini bilinmektedir
(Hasmim 2007). Tim bu deneysel veriler hiicresel ve molekiiler seviyede ZOL’iin
antianjiyogenik aktivitesini agiklar (Santini 2007).

Bisfosfonatlar (BP'ler) osteoklast aktivitesinin ve sag kalimin giiglii inhibitérleridir. Bazi
caligmalar, BP'lerin, antitiimdral ve antimetastatik etkilerini destekleyen, tiimorijenik
hiicreleri inhibe etme kabiliyetine odaklanmistir. En gii¢lii azot igeren BP'lerin arasinda,
ZOL, prostat kanser hiicre hatlar1 tizerinde in vitro olarak dogrudan bir sitostatik ve pro-
apoptotik etki gosterdigi, matris metaloproteinaz ekspresyonunun azaltilmasi yoluyla
hiicre istilasini inhibe ettigi gosterilmistir.

Klinik oncesi ve klinik ¢alismalar ZOL’iin antikanser yararlarin1 gostermesine ragmen
prostat kanser hiicre biiyiimesini onledigi molekiiler mekanizma hala bilinmemektedir.
ZOL’1in ana hedefi osteoklast olmasina ragmen, ZOL’iin dogrudan antitiimor etkileri i¢in
artan kanitlar vardir. Klinik 6ncesi ¢aligmalar; tiimor hiicresi istilasini inhibe ettigini,
timor hiicresinin apoptozunu indiikledigini, hiicre canliligini azalttigin1t ve anti-
anjiyojenik etkileri sergiledigini gostermistir (Fragni 2016).

Hiicrelerin hem birbirlerine hem de ekstraseliiler matrikse baglanmasi i¢in adezyon
molekiillerine ihtiya¢ vardir. Adezyon molekiilleri; hiicre yapisinin korunmasinda, doku
biitlinliigiinlin saglanmasinda ve yara iyilesmesinde gorevlidir. Hiicre proliferasyonu,
hiicre invazyonu, tiimdr olusumu ve apoptoz gibi bir¢ok 6nemli hiicresel olay adezyon
molekiilleri araciligiyla gergeklesir (Erguler 2002).

Tiimor olusumunun hiicre adezyon molekiilleriyle baglantis1 ve hiicre invazyonu uzun
zamandir ¢alisilan konulardandir (Tacyildiz 1995). Adezyon molekiilleri 6zellikle plazma
hlicrelerine hiicreden hiicreye temasta buytk rol oynarlar.

Kemik dokusu; meme kanseri, miyelom ve prostat kanseri gibi hastaliklarda siklikla
goriilen bir metastaz bolgesidir. Kemikte olusan metastatik siirecte tiimorlerin
biiylimesini ve hayatta kalmasini saglayan mekanizmalar kemik iligi stromal hiicrelerin
iretimi, osteoblast biiytime faktorleri ve sitokinlerin salinimi ile ortaya ¢ikar (Roodman
2003). Chauhan ve ark. miyelom plazma hiicrelerinin kemik iligi mikrogevresiyle olan
iletisiminin hiicre biiylimesi ve apoptozdan korunmayla baglantili oldugu gdosterilmistir.
In vitro galismalarda miyelom hiicre hattinda ZOL’iin antitiimor etkisi gdsterilmistir
(Chauhan 1996). Bu bilgiler 1s18inda yapilan ¢alismada kemik iligi stromal hiicrelerinde

ZOL’tn etkinligine bakilmaktadir. ZOL'iin kemik iligi stromal hiicreler iizerindeki



antiproliferatif ve apoptotik etkisini gostermislerdir ve ayni zamanda adezyon
molekiillerinin ekspresyonunu incelemislerdir. Miyelom kemik iligi stromal hiicrelerde
(BMSCs) proliferasyonun azalmasi, apoptozun indiiklenmesi ve BMSC’lerin sitokin
salinmasimin down-regulasyonunu engelleyerek hiicre-hiicre temasiyla alakali adezyon
molekiillerindeki ekspresyon degisimini bu ¢aligmalari ile géstermislerdir (Corso 2005).
ZOL’iin kaspaz bagimli bir mekanizma yoluyla prostat kanseri hiicrelerinde apoptozu
indiikledigi ve diislik konsantrasyonlarda hiicrelerin mineralize matrislere yapigmasini da
onledigi bilinmektedir. Bu etkilerin G-protein prenilasyonunu ve 6zellikle de geranil-
regiilasyonunu inhibe ederek ortaya ¢iktig1r gosterilmistir. Belirgin apoptoz ve hiicre
yapismasinin diisiik dozda ZOL ile mineralize edilmis matrikste hiicre yapismasinin
onlenmesi, heniiz metastaz gelistirmemis fakat yiiksek risk grubunda bulunan hastalarda
bu ilagla yapilan yeni randomize kontrollii ¢aligmalar ile prostat kanseri tedavisinde
kullanilabilmesi diistiniilmektedir (Coxon 2004).

Kanser Kok Hiicresi ve Zoledronik Asit Etkilesimi

ZOL’1in prostat kanseri de dahil olmak iizere ¢ok cesitli solid tiimorlerde osteolitik veya
osteoblastik kemik lezyonlar1 olan hastalarda kullaniminin giivenli ve etkili oldugu
bilinmektedir. Ayrica prostat kanseri hastalarinda hastalifin ilerlemesinin farkli
asamalarinda etkisi vardir (Lipton 2002; Saad 2004). Literatiirde ZOL ile ilgili caligmalar
zoledronik asitin hastanin sag kalimim 1iyilestirebilecegini, kanserin ilerlemesini
azaltacagini ve gii¢lii antitlimor etkileri sergiledigini géstermistir. ZOL’iin bu antitiimor
etkileri, temel olarak, karsinogenezin ¢esitli yonlerinde yer alan mevalonat (mevalonate)
yolaginin kilit bir enzimi olan farnesilpirofosfat sentazi (farnesylpyrophosphate synthase;
FPPS) inhibe etme kabiliyetinden kaynaklanmasi olasidir (Bizzarro 2015; Guenther
2010).

ZOL, kemik metastaz1 olan kastrasyona direngli prostat kanseri (CRPC; castration-
resistant prostate cancer) hastalarinin tedavisinde oldukca etkilidir. Yalnizca
osteoklastlarin aktivasyonunu inhibe etmekle kalmayip ayni zamanda tiimdr hiicresi
bliylimesini, istilasin1 ve gocili onledigini de gosteren kemik modifiye edici ajanlardan
(BMA; bone modifying agent) biridir (Saad 2004; Tanaka 2018).

ZOL'in ayrica hiicre tutunmasi, anti-anjiyojenik etkiler ve apoptoz gibi mekanizmalar
yoluyla bazi insan malignitelerinde antiproliferatif ve sitostatik etkileri gibi antitiimor

aktivitelerine sahiptir (Dumon 2004).



ZOL’iin prostat kanser kok hiicreleri (KKH) iizerine yapilan bir ¢alismada; ZOL, KKH
olmayan DU145 hicre grubu Uzerinde prostat kanser kok hucrelerden daha blylk bir
sitotoksik etki sergilemistir. Ayni calismada ZOL’{in, apoptozu aktive ederek ilaca
direncli MCF-7 meme ve DU-145 prostat kanser kok hiicrelerinde hiicre 6ltimine neden
oldugu saptandi. ZOL, anti-apoptotik genleri down reguile ederek ve pro-apoptotik genleri
up-regiile ederek insan prostat KKH’lerinde apoptozun intrinsik (igsel) yolagini
kolaylagtirabilecegi vurgulanmistir. Tiim bu nelerden dolay1 ZOL, KKH’lerde hedefleme
icin etkili bir terapétik ajan olabilir. (Rouhrazi 2018). In vitro bir calismada ZOL’iin
meme kanseri progenitor hiicrelerinin hareketliligini ve hiicre hizin1 smirladigi
gosterilmistir. Calismada bu durumun, metastatik kaskadi yavaslatabilecegi hatta
durdurabilecegine dikkat ¢ekilmektedir (Buhler 2016). Tiim bu ¢alismalar ZOL'ln bilinen
klinik yararinin altinda yatan mekanizmaya igaret edebilir.

In vitro olarak gerceklestirilen bir calismada ZOL, kemik iligi tiirevli mezenkimal kok
hiicreler (MKH) ve meme kanseri hiicreleri arasindaki etkilesimini etkileyerek timor
proliferasyonunu ve gogiinii inhibe ettigi bulunmustur (Gallo 2012). ZOL, MKH’lerin
primer timorler tarafindan etkilenmesini ederek Onemli bir timoér mekanizmasini
etkileyebilir. Ek olarak, ZOL endotel hicrelerini FAK-PKB/AKkt yolunun inhibisyonu
yoluyla TNF (Tiimor nekroz faktor) ile indiiklenmis (kaspazdan bagimsiz) apoptoza
duyarl hale getirir (Clézardin 2011).

ZOL'in dogrudan kanser biiylimesini inhibe ettigi mekanizmalar, otofajinin
aktivasyonunu ve apoptozun indiiklenmesini igerir. ZOL’iin dolayl antikanser etkileri,
kansere karst immiin tepkilerin aktivasyonunu, anjiyogenezin inhibisyonunu ve
mezenkimal kok hicrelerle hiicre-hiicre etkilesimlerinin karismasini igerir. Son
caligmalarla ZOL’lin immiinomodiilator aktiviteye sahip oldugu da ortaya konulmustur
(Lin 2014).

Z0L’e direngli DU145R80 prostat kanseri alt hiicre hatt1 hiicrelerinin, ZOL’e stirekli
yogun maruz kalmasinin, p38-MAPK yolunu aktive edebilecegini gosterildi. Bu
aktivasyon, direncin indiiklenmesinde ve DU145 hiicre hattina kiyasla daha agresif ve
istilac1 bir fenotip elde edilmesinde kritik bir role sahiptir. ZOL-direngli prostat kanser
hiicrelerinin, stemness (kokliiliik) 6zelligi ile ilgili agresif bir kanser kok hiicrelerine
benzer fenotip gelistirdigini saptand1 (Milone 2013).

Zoledronik asitle ilgili benzer bagka bir calismada zoledronat direngli akciger kanseri ve

osteosarkom hiicre hatlarinda NANOG, c-MYC ve SOX2 seviyelerinin yiikseldigi rapor



edildi. Calismada sadece kok hiicre belirtegleri degil ayn1 zamanda anti-apoptotik/sag
kalim fonksiyonlar1 ve ilag direnci sagladig1 gosterildi. Bu da zoledronik aside olan ilag
direnci ve kanser hiicresi kokligli (stemness) arasinda yakin bir iliski oldugunu
gOstermektedir (Yoshiyama 2016).

ZOL, kanser yayi1lmasinin erken bir asamasinda, CEP (circulating endothelial precursor
cells) mobilizasyonunun ve mezenkimal kok hiicre fonksiyonunun inhibisyonu yoluyla
baslatilan premetastatik nisi hedefleyebilen bir bilesik olarak da gorev yapabilir (Santini
2013).

1.1. Arastirmanin Problemi

Prostat kanseri Diinya genelinde en sik goriilen ikinci malignitedir. Erken evrede
organa sinirli hastalik tasiyan olgularin cerrahi ya da radyoterapi ile tam tedavi
olabilmeleri miimkin olsa da ileri evrelerde tani alan ya da yiiksek riskli hastalarda
sorunun dogasi geregi uzak organ metastazlar1 gozlenmek, tam tedavi saglanamadigi
icin olgular hayatlarini kayip etmektedirler.

Prostat kanserinin heterojen karakterde bir tiimor olmasi da tedavilerin hastaya 6zel
olarak bireysellestirilmesini zorunlu hale getirmekte, standart tedavi protokolleri
belirlenerek uygulanmasini zorlagtirmaktadir.

Prostat kanseri kok hiicrelerinin hastalifin bagslangicinda ve tedavilere direng
gelismesinde bir faktér oldugunun belirlenmesi yeni tedavi yontemlerinin

arastirilmasini giindeme getirmistir.
1.2. Arastirmanin Sorusu

Tibbin ¢ogu alaninda oldugu gibi sorunun etiyopatogenezinin belirlenmesi klinik
kullanima uygun ¢6ziimlerin bulunmasina temel olusturmaktadir. Biitiinsel bir bakisla;
PKKH’ lerinin hastaligin dogal seyrine etkisinin belirlenmesinin ardindan siirecin
nasil kontrol edilebilecegi yani olasi tedavi seceneklerinin arastirilmasi giindem
maddesi olacaktir.

Bu noktada; hicre adezyon molekilleri Gzerinden etkisini gosterebilecek tedaviler
planlamak kok hiicreleri hedef alan tedavilerle ytiz gildiriict sonuclar elde edilmesine

olanak taniyabilir.
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1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Prostat kanserinde farkli hiicre adezyon molekiillerinde ortaya ¢ikan degisimler oldugu
bilinmektedir. Integrin’ in alfa subiinitinin ekpresyonunda azalma olmasi, metastatik
hastalikta ekspresyonlarinda azalma, allf’ nin normal prostat dokusunda bulunmamasina
karsin kanserli dokuda bulunmasiin yani sira E-kaderin/katenin kompleksinin ylksek
Gleason skoruyla ilgisi, P-kaderin ekspresyonunun prostat kanseri dokusunda azalmasi,
kanserli dokuda kaderin-11 bulunmasi, diisik E-kaderin yiksek N-kadherin
ekspresyonuyla progresyon ve mortalite iligkisi mevcut bilgilerden bazilaridir.

Ayrica endojen pirofosfat analogu olan bifosfonatlar prostat kanseri hastalarinda kemik
mestastazi gelisme sikligini azaltmak, metastaza bagli komplikasyonlar1 6nlemek,
metastaza  sekonder  hiperkalseminin  tedavisi gibi farkli  endikasyonlarla
kullanilmaktadirlar.

Uclincii jenerasyon bifosfonat olan zoledronik asit mevalonat biyosentezinde spesifik
enzim inhibisyonu yaparak intraselliiler sinyal iletimini bozarak etki ettigi de kanitlanmis
bir gergektir. Bunun yani sira, zoledronik asit tedavisinin prostat kanseri htcrelerinde
cogalmay1 engelledigi, interlokin-6 ekspresyonunu azalttigi, timdr hiicrelerinin kemik

dokuya tutunmasini engelledigi bilinmektedir.
1.4. Arastirmamin Varsayimlari

In vitro ilag arastirmalar1 giincel tip uygulamalarinda klinik pratikte kullanima
girebilecek molekiillerin belirlenmesinde biiyiik 6nem tasimaktadir. Bununla birlikte,
laboratuvar ortaminda denenen ¢ok sayida kimyasal bilesen yliz giildiiriicii sonuglar

vermese de onemli bir boliimii klinik basar1 elde edememektedir.
1.5. Arastirmanin Sinirhliklar:

Arastirmanin yiiriitiildiigii siire boyunca bu boliimde belirtilmeyi gerektirecek diizeyde

bir zorluk yasanmamastir.

1.6. Arastirmanin Amaci

Malign htcrelerin metastaz yapabilme guclinde s6z sahibi olan adezyon
molekiillerinin zoledronik asit ile tedavi edilen prostat kanseri kok hucrelerindeki

etkisinin saptanmasidir.
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Genel Bilgiler

Kok Hucre Nedir?

Insan viicudunda farkli hiicre tiplerine ddniisme yetenegine sahip olduklari icin kok
hiicreler “tim dokularla organlarin olusumuna temel olusturan” ana hiicreler olarak
tanimlanabilirler. Yasamin baslangici olarak tanimlayabilecegimiz embriyo déneminden
baslayarak yasam stiresince her tiirlii doku ve organin gelisiminde ve yenilenmesinde kok
hlicreler gorev alirlar.

Kok hiicreler genel nitelik olarak farklilasmamis (diferansiye olmamis) hiicrelerdir.
Bununla birlikte, sinirsiz boliinerek ¢ogalma kapasiteleri nedeniyle yeni kok hiicrelerin
olusmasini saglayabilirler. Cogalabilme becerisi 0Ozellikle uzun siireli farklilasma
gerektirmeyen durumlarda kok hiicrenin yenilenmesini saglar. Siiphesiz en ¢arpici
ozellikleri; kok hiicrelerin uygun sartlar altinda boliinerek cogalmalart sirasinda
farklilagma gostererek organ ve dokulara dontisebilmeleridir.

Organizmanin gelisimi devam ettikce kok hiicrelerin farklilasma kapasiteleri giderek
azalir. Ovumun sperm tarafindan dollenmesiyle gelismeye baslayan embriyonun
yasamdaki ilk dort giinii igerisinde hiicrelerin degisme yetenekleri zirvede oldugu i¢in
Totipotent olarak tanimlanmalari akilcidir (Zakrzewski 2019). Bu hiicreler viicuttaki her
tirlii dokuya ve organa doniigebilirler. Puliripotent kok hiicreler ise embriyonun 5-6.
glinlerinde sistemlerin (santral sinir sistemi, i¢ organlar, hemopoetik sistemi iskelet
sistemi gibi) olusturulmasini saglarlar. Bununla birlikte insan bedeninin tamamen
olusturulmasi i¢in yeterli degillerdir. Doguma dogru ilerleyen zamanla birlikte kok
hiicreler farklilagma yeteneklerini giderek kayip ettikleri i¢in Multipotent nitelik
kazanirlar. Adolesan donemin ardindan gelinen yetiskinlik gilinlerinde ait olduklar
dokularin ve organlarin yenilenme ihtiyacin1 saglayabilecek hale dontiserek sinirlt
multipotent 6zelligi tasirlar.

Kok hiicrelerin pluripotensi, organizmanin herhangi bir hiicresini olusturmalarina izin
verir (Zakrzewski 2019). Insan embriyonik kok hiicreleri (hESC'ler) embriyonun
olusumundan sonra ortaya ¢ikan i¢ hiicre kitlesinden (inner cell mass)
tiretilir. Embriyogenez siirecinde, hiicreler germ katmanlari (endoderm, mezoderm,
ektoderm) olarak adlandirilan kiimeleri olustururlar ve sonugta her biri fetiisiin
farklilasmis hiicrelerinin, dokularinin olusumuna zemin saglar ve daha sonra yetiskin

organizmasinin gelisimi tamamlanir (Zakrzewski 2019).
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Somatik veya yetiskin kok hiicreler sadece belirli bir dokunun hiicrelerine
farklilasabilirler (diferansiye olabilirler) ve gelisimden sonra tiim viicutta bir dokuya
dontismiis halde hiicreler arasinda yer alirlar. Somatik kok hiicrelerin islevi, her giin
canliliklarim1 yitiren hiicrelerin yenisini liretmek, iyilesme ile biliyiimeyi saglamaktir
(Zakrzewski 2019). Somatik kok hiicre tiplerini asagidaki sekilde gruplamak
mumkundr:

e Mezenkimal kok hiicreler birgok farkli dokuda bulunabilir. Ornegin kemik
iligindeki mezenkimal kok hiicreler kemik, kikirdak ve yag hiicrelerine
farklilagabilirler. Pluripotent 06zellikleri bir istisnadir ve herhangi bir germ
tabakasinin hiicrelerine diferansiye olabilirler.

e Noral hicrelerden sinir hicreleri ve oligodendrositler, astrositler gibi destek
hiicreleri olusabilir.

e Hematopoetik kok hucreler eritrosit, I6kosit ve trombosit gibi herhangi bir kan
hiicresinin olusturulmasinda gorev alirlar.

o (Ciltteki kok hiicreler, 6rnegin derinin koruyucu tabakasini olusturan keratinositlerin
olusturulmasi i¢in uygunlardir.

Kok hiicrelerin farklilagma (diferansiyasyon) siirecinin baslamasi hiicre disindan
(hiicrelerin birbirlerine fiziksel temasi ya da ¢evre dokunun salgiladigi mediatorler)
ve internal (DNA’ da yer alan genlerin kontrol sinyalleriyle) saglanabilir. Bu sayede
multipotent kok hiicreler sadece diferansiye olduklar1 hiicrenin sekline donligmeye
muktedirlerdir. Hal boyle olunca kok hiicrenin oligopotent veya unipotent olarak
tanimlanmas1 daha dogru olabilir.
Somatik kok hiicrelerin cogalma stiresi, embriyonik kok hiicrelerden daha uzundur.
Bununla birlikte, yetiskin kok hiicrelerin pluripotent durumlarma geri
programlanmasi saglanabilir (Zakrzewski 2019). Bunun i¢in yetiskin ¢ekirdegin bir
oosit sitoplazmasina aktarilmasi veya pluripotent hiicre ile fiizyon yolunun
kullanilmasi yeterlidir.

Kok Hucrenin Klinik Onemi

Kok hiicrelerin hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegine iliskin bilgilerin ortaya

¢cikmas1 zaman ald1. Stirecin ilk 6nemli olay1 yaklasik altmis sene dnce somatik hiicrenin

nukleousunun oosite transfer edilmesiyle kurbaganin basariyla klonlanmasidir. Bu basari

sayesinde somatik hiicre gelisiminin tamamen geriye dogru c¢alistirilabilecegi anlasildi

(Gurdon 1962). Bu deneyin oOncesinde hiicre farklilasmasmin sadece tek yonli
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ilerledigine inanildig1 i¢in basar1 ¢ok biiylik bir bulgu haline geldi. Ayrica somatik bir
hiicrenin tekrar pluripotent hale doniisebilecegi de kanitlandi (Kain 2009).

Kok hiicrelerin klinikte hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegine iliskin diger 6nemli
deney fibroblast DNA’ smin subtraksiyonu iizerinden gelistirildi (Davis 1987).
Miyoblastlara 6zel ti¢ adet genin varligi bilinmektedir. Bu genlerden birisinin fibroblastda
miyojenik diferansiyasyon (Myodl) olarak isimlendirilen doniistimle eksprese
edilmesinin saglanmasi hiicrenin yeniden programlanabilecegini gdsterdi ve hiicrelerin
birbirlerine doniisiimiiniin miimkiin oldugu bdylece kanitlandi.

Kok hiicre tedavisinde bir diger ¢ok 6nemli asama multipotent kok hiicrelerin yeniden
programlamayla pluripotent kok hiicre haline doniisebileceklerinin gosterilmesidir
(Takahashi 2013). Emriyonik kok hiicrelerde eksprese edilen fare fibroblastlarindaki dort
transkripsiyon faktorunin (Oct-3/4, Sox2, KLF4, and c-Myc) (Sommer 2010) Retroviris
ortaminda transdiiksiyonuyla fibroblastlar pluripotent hale doniistiiriildii. Kok hiicrelerin
bu yeni formuna indiiklenmis pluripotent kOk hiicre denilmesi uygundur.

Kisa siire sonra benzer sonuglar insan hiicrelerinde de elde edildi (Shi 2007). Boylece
bireysellestirilmis insan dokulari ile uyumlu indiiklenmis pluripotent kok hiicre yaratma
yeni bir arastirma sahasi haline geldi. Gelinen son noktada karsinogenezin azaltilmasi ve

sinir iletim sisteminin gelistirilmesine yonelik ¢aligmalar artmigtir.

Zoledronik Asit Nedir?

Bifosfonatlar (P-C-P), merkezi oksijen atomunun bir karbon atomu ile degistirildigi
endojen kemik mineralizasyon regulatorii olan pirofosfatin (P-O-P) metabolik stabil
analoglaridir. Genis kimyasal arastirmalar sonucu karbon atomuna bagli cesitli
bilesenlerden olusan sentetik molekiiller {iretilmistir. Ik bulunanlar H, OH, Cl, CHz gibi
basit bilesenlerden olusarak nitrojen atomu igcermeyen bilesiklerdir. Daha sonra, azot
iceren alifatik yan zincirler veya heterosiklik halkalar ile birlikte hidroksil grubu iceren
ortak bilesikler gibi daha karmasik bilesikler liretilmistir; (Green 2003) (Sekil 2).

o o g
] - . (] - -
HO-P-O" Na HO-P-O Na N HO-P-OM
ci-C~-Ci NH,~(CH,),~C ~OH . 5H,0 N N-CH,~C-OH . 4,0
i )
HO-P-O" Na' HO-P-O" Na’ HO-P-OM
o o o

clodroenate pamidronate roledronic acid

Sekil 2. Bifosfonat bilesiklerin kimyasal yapilarinin gosterimi
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Bifosfonatlar (BP'ler), osteoklastlarin aktivitesini ve dolayisiyla hayatta kalmasini
indirgeyen kemik emiliminin etkili inhibitorlerindendir. Bircok metabolik kemik
hastaliklar1 ve metastatik kemik tiimorlerinin tedavisinde kullanilmistir. Bu tedavilerde
BP’lerin var olan timoér hiicrelerini inhibe etme, ayni zamanda antitimoral ve
antimetastatik etkilerinden de yararlanilmistir (Yuasa 2007). Farkli yapidaki BP’lerin etki
ettigi hedefleri de farkl olabilir. Ornegin ikinci ve iigiincii nesil BP’ler olarak bilinen azot
iceren BP’ler (N-BP, aminobifosfonatlar), kemik matriksindeki hidroksiapatit
kristallerine baglanarak mevalonat yolagindaki 6nemli bir enzim olan farnesil pirofosfat
sentaz ile etkilesime girerler. Bu etkilesim sonucunda inhibe olan farnesil pirofosfat
sentaz, kuglk G proteinlerinin protein prenilasyonunu inhibe eder. Bu, osteoklast
fonksiyonu icin gerekli olan downstream metabolitlerinin kaybina yol agarak apoptozun
indiiklenmesine ve nihayetinde osteoklastlarin apoptozuna sebep olur. Osteoklastlarin
aracilik ettigi kemik rezorpsiyonunu inhibe eden bu aminobifosfonatlardan Zoledronik
Asit (ZOL), kemik turnover’ini azaltir ve kemik matriksini stabilize eder (Clezardin
2005) (Sekil 3).

HMG-CoA 2 oledronic acid inhibits FPP synthase,

thus blocking the prenylation of small
Mevalonate signaling proteins required for cell
function and survival

Geranyl diphosphate
|

)ii FPP synthesse <
Farmesyl diphosphate (FPP) —» {}'I:-'—l/\"’ _—g
f‘.h-*lm'-wvl‘/
Geranylgeranyl diphosphate —e -.m‘;—.f\)\>.<\r\
(GGPP)

Sekil 3. Zoledronik asit difosfat farnesil enzimini inhibe eder ve kiiglik GTPaz olan
Ras ve Rho prenilasyonuna miidahele eder (HMG-CoA= 3-hidroksi-3-metilglutaril
koenzim A).

Ucgiincii nesil BP’lerden biri olan zoledronik asit (ZOL; ITUPAC Name: 1-hydroxy-2-
imidazol-1-yl-1-phosphonoethyl phosphonic acid), iki azot atomu icererek en aktif BP
formlarindan biri olarak osteoporoz, Paget hastaligi ve kanserin indiikledigi kemik
kaybinin tedavisinde kullanilan en etkili ila¢ etken maddelerindendir. Bifosfonat tedavisi,
osteoklastik aktivitenin inhibisyonu ve ardindan apoptozun indiiklenmesi ile sonuglanir.
Kemikteki osteoklastlar tizerindeki bu giiclii sitotoksik etkiye ragmen, BP’ler diger
organlar i¢in toksik degildir ve klinik olarak iyi tolere edilirler (Green 2003).
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Yapilan in vitro ¢caligmalarda, bifosfonat tedavisinin ¢esitli kanser hiicre hatlari tizerindeki
degisen etkileri gosterilmistir. Bu ¢aligmalar meme ve prostat kanseri hiicre hatlarinin
bifosfonat tedavisinin ardindan, mineralize olmamis kemik matrikslerine hiicre

adezyonunu azalttigin1 gostermistir (Boissier 1997).
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Gerec ve YOntem

Hucre Kulturd

Insan prostat kanser hiicre hatt1 DU145 icin besiyeri, RPMI 1640 igerisine %10 fetal
sigir serumu (FBS), %1 penisilin streptomisin, %1 gentamisin icerecek sekilde
hazirland1. Hiicrelerin ¢6ziilmesi siireci hiicreler -800C dolabindan alinarak direk 370C
su banyosu igerisinde 2 dakika bekletilmesi ile gerceklestirildi. Ardindan besiyeri
icerisine aktarilan hiicrelerin kriyopotektan soliisyonundan kurtarilmasi i¢in 1000 rpm
de 5 dakika santrifiij edildi. Soliisyon atild1 ve ¢okelti icerisindeki hiicreler besiyeri
icerisinde ¢oziilerek T25 flask igerisinde 6nceden sicakligi ve karbondioksit orani
dengelenmis besiyerine aktarildi. Hiicreler 370C %5 CO:2 kosullarda sabitlenen
inkUbatdérde blyatalda. Hicrelerin bilylme ve morfolojileri glinliik olarak takip edildi.
Hiicreler yiizeyi %80 oraninda kapladiginda %0.05 tripsin ile yiizeyden ayrildi ve 1000
rpm 5 dakika santriflij edildi. Elde edilen ¢okelti icerisinde bulunan hiicreler kanser
kok hiicrelerin izolasyonu i¢in kullanildi.

Akias Sitometrisi ile Hiicrelerin Eldesi

Akis sitometrisi ile DU145 hiicreleri igerisinde kanser kok hiicrelerinin ayrilmast
saglandi.

DU145 hcreleri flurorescence-activated cell sorting (FACS) yontemi ile CD133 ve
CDA44 cift pozitif hiicreler (kanser kok hiicresi-KKH) ve pozitif olmayan hiicreler
(NKKH) olacak sekilde ayrildi. Ayrilma islemi Becton Dickinson Immunocytometry
Systems ile gerceklestirildi.

Ayirma islemi, hiicrelerin giinliik takip ile flask yiizeyini %80 kapladiktan sonra pasaj
islemi ile baslatildi. Pasaj sonunda gergeklestirilen santrifiij islemi sonrasi iist faz
uzaklastirildi, hiicreler 5 ml 1X PBS ile ¢6ziildii ve 1000 rpm de 5 dakika santrifiij
edildi. Bu santrif(ij ile hiicreler besiyeriden uzaklastirilmis oldu. Hiicrelere 3 ml 1X
PBS eklendi ve karanlik ortamda CD133 ve CD44 antikorlarindan 10’ar mikrolitre
eklendi. Hiicrelerin bulundugu tiip aliiminyum folyo ile sarildi, az miktarda vorteks ile
karistirma sonrasinda 10-12 dakika +40C derecede bekletildi. Huicreler 1000 rpm de 5
dakika santrifiij edildi ve 1X PBS igerisinde ¢oziildii. Hiicrelerin tek tek ayrilmasi i¢in
cell strainer kapagindan gecirildi ve 151k gdrmeyecek sekilde akis sitometresi cihazinin
bulundugu birime gotiiriildii. Akis sistemine yilikleme yapilmadan 6nce hiicreler kisa
vorteks ile kisa karistirma islemine maruz birakildi. Daha 6nce belirlenen kapilama ile

(Rouhrazi 2018) pozitif ve negatif hiicreler elde edildi.
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Zoledronik Asit Doz Belirlenmesi

Zoledronik asit (ZOL) 10 mg toz halinde temin edildi. Bu toz 7,35 ml 0,1 M NaOH
igerisinde ¢oziildii ve 500 uM’lik stok elde edildi ve -200C de saklandi. DU145 KKH
ile DU145 NKKH’lerin ICso degerleri bir dnceki galismada tespit edildi (Rouhrazi
2018). Bu kapsamda DU145 KKH’leri 108 uM, DU145 NKKH’leri 96 uM ZOL’¢
maruz birakildi. 2 mL i¢in hazirlanan 6rnek hesaplama asagidaki gibi gergeklestirildi:
DU145 KKH M1.vl=m2.\V2

500.v1=108.2000

V1=108.4

V1=432 uL ZOL

DU145 NKKH M1.vl = m2. V2

500.v1=96.2000

V1=96.4

V1=384 uL ZOL

Ger¢ek Zamanh PCR

Total RNA izolasyonu

Gergek zamanli PCR i¢in dncelikli agama olarak total RNA izolasyonu yapildi. Total
RNA izolasyon icin SABiosciences-Qiagen, Frederick, MD firmasinin Rneasy Mini
Kiti kullanild1 ve iireticinin protokolii uygulandi. Sayilar1 yaklagik 1x107 hucre/ml
olacak sekilde hiicreler hazirland1 ve pasaj islemi sonrasi besiyeri uzaklastirildi. Hiicre
cokeltisine 700 uL QIAzol Liziz soliisyonu eklendi ve vorteks ile karigtirildi. Kit
icerisinde bulunan QIAzol Liziz solisyonu fenol/guanidin tiyosiyanat hiicrelerin
parcalanmasin1 sagladi. Hiicrelerin patlamasi ve homojenize olmasi i¢in ara ara
vorteks ile karistirildi ve 1 mL siringa ile pipetlendi. Hiicreler oda sicakliginda 5
dakika bekletildi, ardindan tizerlerine 140 ul kloroform eklendi ve faz ayrimi i¢in
hizlica sallandi. Hiicreler 3 dakika oda sicakliginda bekletildi. Hiicreler 4°C’de 15
dakika 12,000 x g santrifiij edildi. Bu asama sonrasina 6rnekleri 1) listte RNA igeren
renksiz sulu faz (hacmi yaklagik 350 ul); ii) ortada beyaz ara katman (interfaz), ve iii)
altta kirmizi organik faz ii¢ faza ayrilmis oldu. Ust faz yeni bir tiipe gegirildi ve iizerine
hacminin 1,5 kat1 %100 etanol eklendi ve pipetleme yapildi. Elde edilen soliisyon kit
icerisinde bulunan 2 mL toplama tiip icerisine aktarildi ve kolona yerlestirildi. Spin

kolon >8000 x g 15 saniye santrifiij edildi. Eliisyon dokiildii ve kolona 700 uL. Buffer
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RWT tamponu eklendi ve 15 saniye >8000 x g ‘de (=10,000 rpm) santrifiij edildi.
Kolona 500 uL. Buffer RPE yikama tampon eklendi ve 15 saniye >8000 x g ‘de
(>10,000 rpm) santrifiij edilerek yikandi. Eliisyon atildi ve yikama Buffer RPE yikama
tamponu ile tekrarlandi. Eliisyon atild1 ve kolon yeni bir toplama tiipiine aktarildi. 40
uL niikleaz icermeyen su direk membran iizerine aktarildi ve 1 dakika >8000 x g’de
(>10,000 rpm) santrifiij edildi. Boylece total RNA silika membrandan gecirilerek
saflastirildi. RN A miktarinin 6grenilmesi ve saflasma derecesinin belirlenmesi igin bir
sonraki adima gecildi. Maestro Nano Mikro Hacim Spektrofotometre (Maestrogen
MN-913, Hsinchu, Taiwan) cihaz ile dlgtildii. OD 260nm/ OD 280nm degeri 2.0
altinda ¢ikan ornekler deneylerde kullamildi. Ornekler kullanim asamasma kadar -

800C’de saklandi.

cDNA Eldesi

Total RNA SABiosciences-Qiagen firmasinin RT2First Strand Kiti kullanilarak
gergeklestirildi. PCR islemi Gene Amp PCR 9700 (Applied Biosystems, Foster city,
CA) cihazi ile gercgeklestirildi. RNA miktar1 25 ng ile 5000 ng arasinda olacak sekilde
nilkleaz icermeyen su ile seyreltildi ve 5 dakika 420C’de bekletildi. Inkiibasyon
sirasinda 4 uL BC3 (5x RT buffer), 1 uL P2 (primerler), 2 uL RE3(RT Enzyme mix)
ve 3 uL RNase-free su eklenerek bir 6rnek i¢in 10 uL’lik karigim hazirland1 ve karigim
15 dakika 420C’de bekletildi. Sonrasinda 950C 5 dakika bekletildi. En az 1 dakika buz
uzerinde bekletildikten sonra olusturulan cDNA 91 uL niikleaz icermeyen su eklenerek
hemen gercek zamanli PCR islemine gecilecekse buz iizerinde daha sonra ¢alisma

yapilacaksa -200C’de saklandi.

Gercek Zamanh PCR asamasi

Hazirlanan cDNA esit miktarda 96 kuyucuklu plakalar igerisine yerlestirilmeden 6nce
100 uL cDNA, 1350 uLL Sybr Green iceren RT2 qPCR karisimi (master mix)
(SABiosciences) ve 1250 uL distile su ile birlestirildi. Karisim her kuyucuga 25 ul
olacak sekilde dagitildi. Ornekler Applied Biosystems ABI 7900HT Fast Real-Time
PCR System (Life Technologies, Carlsbad, CA) cihazinda gerceklestirildi. Protokol
olarak agagidaki liste uygulandi. Toplamda adezyon molekiilleri ile ilgili olan gen
ifadelenmesine bakildi. Data analizi AACt degerlerini elde edebilmek igin

SABioscinces tescilli online program ile gergeklestirildi.
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Denattirasyon

950C10dakika
Amplifikasyon
600C 40 saniye

950C 15 saniye 45 sikliis; Her 720C de single floresan okuma yapilmalidir.

720C 30 saniye

Erime

950C 60 saniye

650C 120 saniye 650C den 950C ye devamli floresan okuma yaptirilmalidir.

950C 1 saniye

Soguma

400C 30 saniye

Calisma gruplarinda gergek zamanli PCR asagidaki tabloda (Tablo 1) listelenen genler

iizerinden yapildi.

Tablo 1: Gen ekspresyonlarinin gergek zamanli PCR ile karsilastirilmasinin yapildigi

gen listesi.
HUCRE ADEZYON MOLEKULLERI
Transmembran Molekiiller
CD44 CDH1 HASI1 ICAMI ITGA1
ITGA2 ITGA3 ITGA4 ITGAS ITGA6
ITGA7 ITGA8 ITGAL ITGAM ITGAV
ITGBI1 ITGB2 ITGB3 ITGB4 ITGB5
MMP14 MMP15 MMP16 NCAMI1 PECAMI1
SELE SELL SELP SGCE SPG7
VCAMI1
Hiicre-Hiicre Adezyon Molekiilleri
CD44 CDH1 COLI11A1 COLI14A1 CTNNDI1
ICAMI ITGA8 VCAM1
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Hiicre-Matriks Adezyon Molekiilleri
ADAMTS13 CD44 ITGAI ITGA2 ITGA3
ITGA4 ITGAS ITGA6 ITGA7 ITGAS
ITGAL ITGAM ITGAV ITGBI ITGB2
ITGB3 ITGB4 ITGBS SGCE SPP1
THBS3

Diger Adezyon Molekiilleri
CNTNI1 COL12A1 COL15A1 COL16A1 COL5ALl
COL6AL1 COL7A1 COLBAI VCAN CTGF
CTNNAL1 CTNNBI CTNND2 FN1 KAL1
LAMALI LAMA?2 LAMA3 LAMBI1 LAMB3
LAMCI THBS1 THBS2 CLEC3B TNC
VTN

Immiinofloresan Boyama

Immiinofloresan boyama DU145 KKH ve DU145 NKKH’lerin ZOL uygulamasindan
sonra farkli ifadelenen SPP1 geninin protein bazindaki farkliligini belirlemek igin
gerceklestirildi.

Immiinofloresan boyama igin 6nce hiicrelerin biiyiitiilme ve sabitleme asamasi
gerceklestirildi. Hiicreler flask yilizeyini %80 kaplamalar1 ardindan pasaj yapildi. 6
kuyucuklu plaka icerisine her bir kuyuya t¢ adet 15 mm lamel konuldu ve dort hiicre
grubu lameller Uzerine ekildi. Hucreler 1x10s hiicre/ml olacak sekilde seyretildi ve her
bir kuyucuga 2 ml hiicre eklendi. 24 saat sonra ZOL maruziyeti i¢in besiyeri ZOL
iceren besiyeri ile degistirildi. Kontrol gruplarinin ise besiyeri degisimi
gergeklestirildi. Hiicreler 72 saat sonrasinda 1X PBS ile bir kez yikandiktan sonra 30
dakika %4 paraformaldehit ile sabitlendi ve ii¢ kez 1 X PBS ile yikandi. Boyama islemi

bu islemin ardindan gergeklestirilmeyecekse hiicreler +40C’de saklandi.
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Boyama islemi i¢in sirasiyla bloklama, primer antikor, sekonder antikor ve kapama
islemi yapildi. Bloklama asamasi i¢in hiicreler 1X PBS igerisinde hazirlanmis %1°lik
BSA igerisinde bir saat bekletildi. Primer antikor agamasi i¢gin SPP1 antikoru 1/200
oraninda 1X PBS igerisinde hazirlanmis %1°lik BSA igerisinde seyreltildi ve hiicreler
+40C bir gece primer antikora maruz birakildi. Sonraki giin hiicreler 1X PBS ile ii¢ kez
yikandi ve 1/400 oraninda 1X PBS igerisinde hazirlanmis %1°’lik BSA igerisinde
seyreltilmis sekonder antikor icerisinde oda sicakliginda bir saat bekletildi. Sekonder
antikor asamasi ve sonrasi karanlik ortamda gerceklestirildi. Hiicreler 1X PBS
igerisinde ii¢ kez yikandi. Lam {lizerinde DAPI i¢eren kapama soliisyonu damlatildi ve
hiicrelerin iizerinde tutundugu lamel hiicreler lam ve lamel arada kalacak sekilde
kapatildi. Hazirlanan 6rnek +40C’de goriintllenene kadar bekletildi. Gorintlileme
Olympus BX-51 ve Olympus C-5050 dijital kamera, Tokyo, Japan cihazinda Olympus
cellSens Entry programi ile gergeklestirildi.

Akis Sitometri Analizi

Akis sitometrisi ile CD44 analizi DU145 KKH ve DU145 NKKH’lerin ZOL
uygulamasindan sonra farkli ifadelenen CD44 geninin protein bazindaki farkliligini
belirlemek i¢in gerceklestirildi.

DU145 KKH ve DU145 NKKH’leri T25 flask igerisinde biiyiitiildii ve ylizey %80
oraninda kaplandiginda besi yeri ICso degerinde ZOL igeren besiyeri ile degistirildi.
Kontrol gruplarinin ise besiyeri degistirildi. 72 saat sonrasinda hiicreler %0.05 tripsin
ile yiizeyden ayrildi ve 1000 rpm 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen ¢okelti
icerisinde bulunan hucreler kanser kok hticresi izolasyonunda belirtildigi gibi 6nce 1X
PBS ile yikandi, sonrasinda 1X PBS igerisine CD44 antikoru eklendi ve +40C’de
karanlikta 10-12 dakika bekletildi. Santrifiij sonrasinda hiicreler 1X PBS igerisinde
cozlldi ve tek tek diismeleri icin cell strainer kapagindan gegirildi ve cihazin
bulundugu analiz birimine gotiiriildii. CD133 ve CD44 kapilamalarma dayanarak

analiz sadece CD44 kapilamasina gore yapildi.
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Bulgular

Adezyon Molekiilleri ve Iliskili Genlerin Olusturulan 4 Hiicre Grubundaki
Gerc¢ek Zamanh PCR sonuglari

DU145 hicre hatt1 CD133 ve CD44 proteinlerine 6zel antikorlar ile etiketlendikten
sonra akis sitometrisi ile ayrildi ve her iki hiicre i¢in pozitif olan hiicreler DU145 KKH,
digerleri DU145 NKKH’ler olarak isimlendirildi. Bu hiicre gruplarina belirlenen ZOL
icin IC50 degerleri uygulanmis ve adezyon molekiillerine 6zgii gen ekspresyon
seviyelerine bakildi.

Ekspresyon diizeyi katsay1 olarak 2 ve {izeri olan genler anlamli olarak degerlendirildi
(Tablo 2). Bu iki hiicre hatt1 birbirleriyle ZOL tedavisi altinda ve ZOL tedavisi altinda
olmadiklar1 durumda karsilastirildi (Tablo 3-8).

Tablo 2: DU145 KKH ZOL’e karst DU145 NKKH ZOL hiicrelerinde adezyon

molekiilleri ve iliskin genlerin ekspresyon kat degisimleri

Mutlak deger kat
Regulasyon
Kat degisimi degisimi DU145
Log DU145 KKH DU145

DU145 KKH KKH
Sembol ZOL’e kars1 DU145 KKH ZOL’e

ZOL’¢ kars1 ZOL’¢ kars1

NKKH zOL kars1 DU145
DU145 NKKH Z DU145
NKKH zOL
NKKH zOL

PECAML1 1,6366549 0,7107501 1,6366549 yukari
ADAMTS13| -1,1276932 -0,17337465 1,1276932 asagi
VTN -1,4418772 -0,5279484 1,4418772 asagi
NCAM1 1,0110457 0,01584816 1,0110457 yukari
NCAM1 -1,3512099 -0,4342518 1,3512099 asagi
CD44 -1,4850719 -0,5705328 1,4850719 asagi
ADAMTS1 -2,0214224 -1,0153708 2,0214224 asagi
THBS3 -1,3472811 -0,43005085 1,3472811 asagi
TGFBI 2,1030762 1,0725012 2,1030762 yukari
COL11A1 -1,0086201 -0,012382984 1,0086201 asagi
COL11A1 1,0158852 0,022737503 1,0158852 yukari
MMP10 1,2435747 0,31449318 1,2435747 yukari
SPG7 1,3527154 0,43585825 1,3527154 yukari
SPG7 1,2245414 0,29224157 1,2245414 yukari
SELP 1,1662496 0,22187662 1,1662496 yukar1
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VCAM1 -1,0305065 -0,043353558 1,0305065 asag1
ECM1 -1,4345146 -0,52056265 1,4345146 asagl
CTNNA1 1,1768847 0,23497295 1,1768847 yukart
KAL1 -1,3736836 -0,45804977 1,3736836 asagl
COL11A1 -1,0383323 -0,05426836 1,0383323 asagl
SGCE -1,0814518 -0,1129694 1,0814518 asag1
ITGBS 1,147674 0,19871283 1,147674 yukari
ITGAS8 1,0121386 0,01740694 1,0121386 yukari
ITGB2 -1,1891234 -0,24989843 1,1891234 asagl
MMP12 1,132588 0,17962313 1,132588 yukari
ITGB4 1,6614307 0,73242617 1,6614307 yukari
ITGB4 1,0158077 0,022627354 1,0158077 yukari
SPP1 -8,35988 -3,0634823 8,35988 asagl
MMP16 1,0748662 0,10415697 1,0748662 yukar1
LAMB3 3,3224628 1,7322531 3,3224628 yukari
LAMB3 1,4087427 0,49440813 1,4087427 yukari
ITGB1 -1,4482286 -0,53428936 1,4482286 asag1
CTNND1 1,4838581 0,5693531 1,4838581 yukari
ITGAG -1,3772528 -0,46179342 1,3772528 asag1
MMP7 -1,5048997 -0,5896673 1,5048997 asagl
MMP7 -1,6409708 -0,71454954 1,6409708 asag1
MMP13 -1,1841319 -0,24382973 1,1841319 asagl
SPARC 1,2192239 0,28596306 1,2192239 yukar1
COL15A1 1,0052677 0,007579804 1,0052677 yukari
COL12A1 1,315533 0,39564753 1,315533 yukari
MMP16 1,4140294 0,49981213 1,4140294 yukari
COLG6A2 -1,2050098 -0,26904488 1,2050098 asagl
COL6A2 1,4764743 0,5621562 1,4764743 yukart
ITGAM 1,015973 0,022861958 1,015973 yukari
CTGF -1,0326763 -0,04638815 1,0326763 asag1
COL6A2 1,0013683 0,001972675 1,0013683 yukari
THBS1 1,1642689 0,21942425 1,1642689 yukari
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CLEC3B 1,1490756 0,20047379 1,1490756 yukart
LAMA1 1,0025108 0,003617764 1,0025108 yukari
MMP12 1,0100232 0,014388561 1,0100232 yukart
COL12A1 -1,1335343 -0,1808281 1,1335343 asagl
CTNNB1 1,0375667 0,05320406 1,0375667 yukar1
MMP8 -1,1505414 -0,20231295 1,1505414 asag1
MMP11 -1,2657446 -0,33998632 1,2657446 asagl
MMP16 -1,0197725 -0,028247356 1,0197725 asag1
MMP1 1,71259 0,7761798 1,71259 yukari
ITGB4 -1,154776 -0,20761299 1,154776 asag1
HAS1 1,0193042 0,027584553 1,0193042 yukari
TIMP2 1,6293672 0,70431185 1,6293672 yukari
ITGB1 1,5479984 0,630404 1,5479984 yukari
ITGB1 1,0168339 0,024084091 1,0168339 yukar1
MMP3 1,0670582 0,0936389 1,0670582 yukari
CTGF 1,0077864 0,011189938 1,0077864 yukari
ITGAS -1,2155896 -0,28165627 1,2155896 asag1
SELE -1,2045152 -0,26845264 1,2045152 asagl
SELE 1,2059903 0,27021837 1,2059903 yukari
ITGBS 1,017236 0,024654388 1,017236 yukari
ITGB1 1,3664645 0,45044804 1,3664645 yukart
SPP1 -4,1093655 -2,0389156 4,1093655 asagl
FN1 -1,1881989 -0,24877644 1,1881989 asagl
LAMB3 -1,1837143 -0,24332094 1,1837143 asagl
CTNND1 1,5875037 0,66675997 1,5875037 yukari
ADAMTSS | 1,0260712 0,037130833 1,0260712 yukari
TIMP1 1,151917 0,20403671 1,151917 yukari
ITGAL -1,1398754 -0,18887615 1,1398754 asag1
CTNNB1 -1,4474299 -0,5334935 1,4474299 asagl
CTNNB1 1,2338128 0,30312347 1,2338128 yukar1
CTNNB1 1,2228334 0,2902279 1,2228334 yukari
CD44 1,0173062 0,024754047 1,0173062 yukari
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ITGAG -1,4977908 -0,58283615 1,4977908 asag1
ITGAG 1,036781 0,05211115 1,036781 yukari
VCAN 1,3772551 0,4617958 1,3772551 yukart
FN1 -1,1594157 -0,21339798 1,1594157 asagl
ADAMTS13| 1,032636 0,046331882 1,032636 yukar1
ADAMTS13| -1,0218357 -0,031163216 1,0218357 asag1
ITGA2 -1,211267 -0,2765169 1,211267 asagl
CDH1 1,2468776 0,3183198 1,2468776 yukari
SPG7 1,2348102 0,30428934 1,2348102 yukari
ITGB3 -1,2169379 -0,28325558 1,2169379 asag1
ITGB1 -1,2346755 -0,30413198 1,2346755 asagl
COL11A1 -1,1614151 -0,21588373 1,1614151 asag1
CTNNB1 1,38876 0,47379732 1,38876 yukari
LAMA3 1,1181204 0,16107559 1,1181204 yukar1
COL14A1 -1,4270164 -0,5130019 1,4270164 asag1
ITGB2 -1,0441236 -0,062292576 1,0441236 asagl
ITGAL 1,3825845 0,46736765 1,3825845 yukari
ITGA3 1,2545686 0,32719135 1,2545686 yukari
ITGA3 1,0303236 0,043097496 1,0303236 yukari
ICAM1 1,6252446 0,7006569 1,6252446 yukari
LAMA3 -1,4561616 -0,5421705 1,4561616 asag1
LAMA3 1,2261744 0,29416418 1,2261744 yukari
LAMC1 -1,9870987 -0,9906635 1,9870987 asagl
NCAM1 -1,651912 -0,7241368 1,651912 asagl
TNC 1,0981994 0,13513994 1,0981994 yukari
TNC 1,1965092 0,2588315 1,1965092 yukari
COL8A1 1,1604133 0,21463871 1,1604133 yukari
COL8Al 1,2320633 0,3010764 1,2320633 yukart
COL7A1 1,0555524 0,07799816 1,0555524 yukari
COL1A1 1,0563526 0,07909155 1,0563526 yukar1
COL8Al -1,0299801 -0,042616367 1,0299801 asagl
CTNNB1 1,0103749 0,014890671 1,0103749 yukari
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NCAM1 1,1350887 0,18280506 1,1350887 yukart
CNTN1 -1,230828 -0,2996292 1,230828 asagl
MMP14 -1,0413125 -0,058403015 1,0413125 asag1
CTNND2 -1,0626496 -0,087666035 1,0626496 asagl
MMP2 1,0116019 0,016641617 1,0116019 yukar1
ITGB5 -1,0459906 -0,06486988 1,0459906 asag1
ITGBS -2,359071 -1,2382188 2,359071 asagl
ITGB5 -2,1594186 -1,1106429 2,1594186 asag1
CNTN1 -1,0002112 -3,05E-04 1,0002112 asagl
TIMP2 -1,1797335 -0,23846102 1,1797335 asag1
VCAM1 -1,1571199 -0,21053839 1,1571199 asagl
VCAM1 1,0960733 0,13234425 1,0960733 yukart
LOC728044 | 1,2278425 0,2961254 1,2278425 yukari
CTNNB1 1,1943601 0,25623798 1,1943601 yukar1
MMP9 1,2077363 0,2723055 1,2077363 yukari
ITGB1 -1,3346478 -0,41645908 1,3346478 asagl
CTNND1 1,2216207 0,28879642 1,2216207 yukari
SELL 1,1702894 0,22686529 1,1702894 yukari
ITGA4 -1,015062 -0,021567822 1,015062 asag1
CD44 -1,1586426 -0,21243572 1,1586426 asagl
TIMP3 -1,3828975 -0,46769428 1,3828975 asag1
LAMA3 -1,0029911 -0,004308701 1,0029911 asagl
ITGAV -1,6595181 -0,7307644 1,6595181 asagl
LAMB1 -1,9783671 -0,98431015 1,9783671 asagl
LAMB1 -1,5079359 -0,5925751 1,5079359 asagl
TIMP2 -1,8775268 -0,9088335 1,8775268 asag1
LAMA1 1,1447016 0,19497156 1,1447016 yukari
LAMA1 1,0355124 0,050344944 1,0355124 yukart
CTNNA1 -1,6622151 -0,7331071 1,6622151 asagl
COL4A2 1,2333179 0,3025446 1,2333179 yukar1
ITGAY -1,1678438 -0,22384739 1,1678438 asagl
ITGB4 1,0798938 0,110889435 1,0798938 yukari
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CTNND1 1,0597059 0,08366394 1,0597059 yukart
THBS2 -1,0088716 -0,012742519 1,0088716 asagl
ECM1 -1,4250039 -0,5109658 1,4250039 asag1
LAMA2 -1,1774939 -0,23571968 1,1774939 asagl
MMP15 1,0276738 0,039382458 1,0276738 yukar1
COL16A1 1,2021604 0,2656293 1,2021604 yukari
FN1 -1,2002931 -0,26338673 1,2002931 asagl
LAMA2 -1,1726074 -0,22972012 1,1726074 asag1
COLG6A1 -1,0452086 -0,0637908 1,0452086 asagl
COL5A1 -1,1233051 -0,16774988 1,1233051 asag1

Tablo 3: DU145 KKH’lerine kars1 DU145 NKKH’lerinde adezyon molekiilleri ve

iliskin genlerin ekspresyon kat degisimleri

Regiilasyon
Mutlak deger kat
Kat degisimi Log DU145 DU145

degisimi DU145
Sembol DU145 KKH’lerine KKH’lerine kars1 KKH’lerine

KKH’lerine kars1

kars1 DU145 NKKH | DU145 NKKH kars1 DU
DU145 NKKH
NKKH

PECAM1 -1,0201329 -0,028757095 1,0201329 asagi
ADAMTS13| -1,0276371 -0,03933096 1,0276371 asagi
VTN 1,1849431 0,24481773 1,1849431 yukari
NCAM1 -1,056683 -0,07954264 1,056683 asagi
NCAM1 -1,0480853 -0,067756176 1,0480853 asagi
CD44 2,5297437 1,3389912 2,5297437 yukar1
ADAMTS1 -1,4568958 -0,5428977 1,4568958 asagi
THBS3 1,0185498 0,026516438 1,0185498 yukar1
TGFBI -1,0994116 -0,13673162 1,0994116 asagi
COL11A1 1,0031826 0,004584312 1,0031826 yukari
COL11A1 1,0082072 0,011792183 1,0082072 yukari
MMP10 1,0094566 0,013578892 1,0094566 yukari
SPG7 -1,1563622 -0,2095933 1,1563622 asagi
SPG7 -1,1674093 -0,22331047 1,1674093 asagi
SELP 1,0492662 0,06938076 1,0492662 yukar1
VCAML1 -1,2043854 -0,2682972 1,2043854 asagi
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ECM1 -1,019389 -0,027704716 1,019389 asagl
CTNNA1 -1,4893878 -0,5747194 1,4893878 asagl
KAL1 1,4383131 0,5243778 1,4383131 yukart
COL11A1 -1,383501 -0,4683237 1,383501 asagl
SGCE -1,0568765 -0,079806805 1,0568765 asag1
ITGB5 1,007242 0,010410309 1,007242 yukari
ITGA8 1,2251151 0,29291725 1,2251151 yukar1
ITGB2 -1,067344 -0,094025135 1,067344 asag1
MMP12 1,1618755 0,21645546 1,1618755 yukari
ITGB4 -1,1398253 -0,18881273 1,1398253 asag1
ITGB4 -1,0128374 -0,018402576 1,0128374 asagl
SPP1 1,0472293 0,066577435 1,0472293 yukart
MMP16 -1,4464161 -0,5324826 1,4464161 asagl
LAMB3 -1,1301869 -0,17656136 1,1301869 asag1
LAMB3 -1,3375319 -0,4195733 1,3375319 asagl
ITGB1 1,6944169 0,7607889 1,6944169 yukar1
CTNND1 1,0294805 0,04191637 1,0294805 yukari
ITGAG -1,1605985 -0,21486902 1,1605985 asagl
MMP7 -1,171381 -0,22821045 1,171381 asag1
MMP7 -1,282138 -0,3585515 1,282138 asagl
MMP13 1,1321266 0,17903519 1,1321266 yukart
SPARC -1,1446377 -0,19489098 1,1446377 asagl
COL15A1 1,1481353 0,19929266 1,1481353 yukar1
COL12A1 -1,1581595 -0,21183395 1,1581595 asag1
MMP16 -1,1450213 -0,19537449 1,1450213 asagl
COL6AZ2 1,0050764 0,007305145 1,0050764 yukart
COLG6A2 1,0324842 0,04611969 1,0324842 yukari
ITGAM -1,1387645 -0,18746948 1,1387645 asagl
CTGF 1,185587 0,24560165 1,185587 yukari
COLG6A2 1,1265849 0,17195606 1,1265849 yukari
THBS1 1,5956928 0,6741829 1,5956928 yukari
CLEC3B 1,069795 0,097334385 1,069795 yukar1
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LAMA1 1,3961047 0,48140717 1,3961047 yukart
MMP12 1,0206516 0,02949047 1,0206516 yukari
COL12A1 -1,0407757 -0,05765915 1,0407757 asag1
CTNNB1 -1,0089163 -0,012806416 1,0089163 asagl
MMP8 1,2067606 0,27113962 1,2067606 yukar1
MMP11 1,032778 0,046530247 1,032778 yukari
MMP16 -1,5950658 -0,67361593 1,5950658 asag1
MMP1 -1,1585757 -0,21235228 1,1585757 asag1
ITGB4 -1,0182848 -0,026141167 1,0182848 asagl
HAS1 -1,6642728 -0,7348919 1,6642728 asag1
TIMP2 -1,002049 -0,002953053 1,002049 asagl
ITGB1 1,3008105 0,37941074 1,3008105 yukart
ITGB1 1,0072397 0,010406971 1,0072397 yukari
MMP3 -1,1303188 -0,17672968 1,1303188 asag1
CTGF -1,041013 -0,057988167 1,041013 asagl
ITGAS -1,0628674 -0,087961674 1,0628674 asagl
SELE 1,005869 0,008442402 1,005869 yukari
SELE 1,1750971 0,23277998 1,1750971 yukari
ITGB5 -1,2247471 -0,2924838 1,2247471 asag1
ITGB1 1,1307997 0,17734337 1,1307997 yukari
SPP1 -1,1947672 -0,2567296 1,1947672 asag1
FN1 1,0036038 0,005189896 1,0036038 yukari
LAMB3 1,0443715 0,062634945 1,0443715 yukar1
CTNND1 1,2066889 0,2710538 1,2066889 yukari
ADAMTSS8 | 1,0451968 0,063774586 1,0451968 yukari
TIMP1 -1,1763772 -0,23435068 1,1763772 asag1
ITGA1 1,3428274 0,4252739 1,3428274 yukari
CTNNB1 -1,3978524 -0,483212 1,3978524 asagl
CTNNB1 1,1350899 0,18280649 1,1350899 yukari
CTNNB1 1,0133504 0,019133091 1,0133504 yukari
CD44 1,1548519 0,20770788 1,1548519 yukari
ITGAG 1,3812289 0,4659524 1,3812289 yukar1
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ITGAG -1,0444564 -0,06275225 1,0444564 asagl
VCAN 1,431096 0,51712036 1,431096 yukari
FN1 -1,177378 -0,23557758 1,177378 asag1
ADAMTS13| 1,3554444 0,438766 1,3554444 yukari
ADAMTS13| -1,0751312 -0,10451269 1,0751312 asag1
ITGA2 1,176231 0,23417139 1,176231 yukari
CDH1 1,0429944 0,06073141 1,0429944 yukar1
SPG7 -1,1457361 -0,19627476 1,1457361 asag1
ITGB3 -1,0081636 -0,011729717 1,0081636 asagl
ITGB1 1,1674714 0,22338724 1,1674714 yukart
COL11A1 1,2145487 0,2804203 1,2145487 yukari
CTNNB1 1,1574707 0,21097565 1,1574707 yukart
LAMA3 -1,2080122 -0,27263498 1,2080122 asagl
COL14A1 1,2629414 0,3367877 1,2629414 yukar1
ITGB2 1,0638655 0,08931589 1,0638655 yukari
ITGAL -1,1920649 -0,2534628 1,1920649 asagl
ITGAS3 -1,1307697 -0,17730522 1,1307697 asagl
ITGA3 -1,0443642 -0,06262493 1,0443642 asagl
ICAM1 -1,0416987 -0,058938026 1,0416987 asag1
LAMA3 1,0248754 0,03544855 1,0248754 yukari
LAMA3 1,1550298 0,20793009 1,1550298 yukart
LAMC1 1,7732835 0,82642317 1,7732835 yukari
NCAM1 -1,1468132 -0,1976304 1,1468132 asag1
TNC 1,1736225 0,23096848 1,1736225 yukari
TNC -1,0874261 -0,12091732 1,0874261 asagl
COL8Al -1,1614339 -0,2159071 1,1614339 asag1
COL8A1 1,0454428 0,064114094 1,0454428 yukari
COL7Al -1,0282922 -0,0402503 1,0282922 asagl
COL1A1 -1,1275605 -0,1732049 1,1275605 asagl
COL8A1 1,0076638 0,011014462 1,0076638 yukari
CTNNB1 -1,021471 -0,030648232 1,021471 asagl
NCAM1 1,2081591 0,27281046 1,2081591 yukar1
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CNTN1 -1,0073591 -0,010578156 1,0073591 asagl
MMP14 -1,0372101 -0,05270815 1,0372101 asagl
CTNND2 1,1494354 0,20092535 1,1494354 yukart
MMP2 1,199925 0,26294422 1,199925 yukari
ITGBS 1,1684357 0,22457838 1,1684357 yukar1
ITGB5 1,146458 0,19718361 1,146458 yukari
ITGBS 1,3800894 0,46476173 1,3800894 yukar1
CNTN1 -1,0247128 -0,03521967 1,0247128 asag1
TIMP2 -1,1612405 -0,21566677 1,1612405 asagl
VCAM1 -1,1987299 -0,26150656 1,1987299 asag1
VCAM1 -1,4452567 -0,5313258 1,4452567 asagl
LOC728044 | 1,0376518 0,053322315 1,0376518 yukari
CTNNB1 1,2215085 0,28866386 1,2215085 yukari
MMP9 -1,1663811 -0,22203922 1,1663811 asag1
ITGB1 2,3963664 1,2608485 2,3963664 yukari
CTNND1 1,0028508 0,004106998 1,0028508 yukar1
SELL 1,0790585 0,10977316 1,0790585 yukari
ITGA4 1,0355861 0,050447464 1,0355861 yukari
CD44 1,6990913 0,76476336 1,6990913 yukart
TIMP3 1,190628 0,2517228 1,190628 yukari
LAMA3 1,3614492 0,44514322 1,3614492 yukart
ITGAV 1,2575086 0,3305683 1,2575086 yukari
LAMB1 -1,0795926 -0,110486984 1,0795926 asag1
LAMB1 1,0082768 0,011891842 1,0082768 yukari
TIMP2 1,0464494 0,06550264 1,0464494 yukari
LAMA1 1,1560996 0,20926571 1,1560996 yukart
LAMA1 -1,3601742 -0,4437914 1,3601742 asagl
CTNNA1 1,2557825 0,32858658 1,2557825 yukart
COL4A2 -1,1687795 -0,22500277 1,1687795 asagl
ITGA7 1,0019437 0,002801418 1,0019437 yukari
ITGB4 -1,2122643 -0,27770424 1,2122643 asagl
CTNND1 -1,0294076 -0,041814327 1,0294076 asag1
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THBS2 -1,146869 -0,1977005 1,146869 asagl
ECM1 -1,2105638 -0,2756791 1,2105638 asagl
LAMA2 -1,654817 -0,7266717 1,654817 asag1
MMP15 -1,0466988 -0,06584644 1,0466988 asagl
COL16A1 -1,2017182 -0,26509857 1,2017182 asag1
FN1 1,0123999 0,01777935 1,0123999 yukari
LAMA2 1,1136286 0,15526819 1,1136286 yukar1
COL6Al -1,0299017 -0,042506695 1,0299017 asag1
COL5A1 -1,071119 -0,09911871 1,071119 asagl

Tablo 4: DU145

molekiilleri ve iligskin genlerin ekspresyon kat degisimleri

KKH’lerine karst DU145 KKH ZOL hiicrelerinde adezyon

Kat degisimi Mutlak deger kat
Log DU145 Regiilasyon
DU145 degisimi
KKH’lerine DU145 KKH’lerine
Sembol KKH’lerine DU145 KKH’lerine
karg1 DU145 kars1 DU145 KKH
kars1 DU145 KKH kars1 DU145 KKH
KKH ZOL ZO0L
ZOL Z0L
CD44 6,351967 2,6672034 6,351967 yukar1
ITGB1 3,8517108 1,9454994 3,8517108 yukar1
CD44 1,7014443 0,7667599 1,7014443 yukar1
LAMC1 | 2,2318099 1,1582141 2,2318099 yukar1
ITGB1 2,0894763 1,0631413 2,0894763 yukar1
ITGAV | 1,8926727 0,92042494 1,8926727 yukar1
CTNNA1| 1,6624684 0,7333269 1,6624684 yukari
SPP1 -4,1729774 -2,061077 4,1729774 asagi
LAMB3 | -2,7870002 -1,478713 2,7870002 asag1
SPP1 -3,3568287 -1,7470989 3,3568287 asagi
ITGAS3 -1,594505 -0,6731086 1,594505 asagi

Tablo 5: DU145 KKH’lerine karsi DU145 NKKH ZOL hiicrelerinde

molekiilleri ve iligskin genlerin ekspresyon kat degisimleri

adezyon

Sembol

Kat degisimi

Z0L

DU145 KKH’lerine
kars1 DU145 NKKH

Log DU145

Z0L

KKH’lerine kars1
DU145 NKKH

Mutlak deger kat Regiilasyon
degisimi DU145 DU145
KKH’lerine kars1 KKH’lerine
DU145 NKKH kars1 DU145
Z0L NKKH ZOL
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THBS3 -1,5644925 -0,64569473 1,5644925 asagl
SGCE -1,5808153 -0,66066885 1,5808153 asagl
SPP1 -51,858116 -5,696498 51,858116 asagl
MMP7 -1,6251464 -0,7005696 1,6251464 asagl
SPP1 -21,043764 -4,395321 21,043764 asag1
ITGB5 -1,5935234 -0,67222023 1,5935234 asagl
LAMB1 -2,325844 -1,2177544 2,325844 asag1
LAMB1 -1,8953626 -0,9224739 1,8953626 asagl
TIMP2 -2,372412 -1,2463546 2,372412 asag1
CD44 3,6768649 1,8784761 3,6768649 yukart
TGFBI 2,5578916 1,3549552 2,5578916 yukari
ITGB1 2,4063773 1,2668629 2,4063773 yukart
CDh44 1,7406076 0,79959106 1,7406076 yukari

molekiilleri ve iligskin genlerin ekspresyon kat degisimleri

Tablo 6: DU145 NKKH’lerine karsi DU145 KKH ZOL hiicrelerinde adezyon

Kat degisimi Mutlak deger kat Regtilasyon
DU145 Log DU145 degisimi DU145
Sembol NKKH’lerine NKKH’lerine kars1 DU145 NKKH’lerine | NKKH’lerine
kars1 DU145 KKH DU145 KKH ZOL kars1 DU145 KKH karg1 DU145
ZOL ZOL KKH ZOL
SPP1 -4,372087 -2,1283221 4,372087 asagi
LAMB3 -2,3604367 -1,2390537 2,3604367 asagi
CTNND1 | -1,5224212 -0,6063676 1,5224212 asagi
ITGB1 -1,9425055 -0,95791864 1,9425055 asagi
SPP1 -3,1332352 -1,6476531 3,1332352 asagi
CTNNB1 | -1,5260727 -0,6098237 1,5260727 asagi
CD44 1,9125403 0,93549013 1,9125403 yukart
ITGB1 2,1122537 1,078783 2,1122537 yukari

Tablo 7: DU145 NKKH’lerine kars1 DU145 NKKH ZOL hiicrelerinde adezyon

molekiilleri ve iligkin genlerin ekspresyon kat degisimleri

Sembol

Kat degisimi
DU145

Log DU145
NKKH’lerine kars1

Mutlak deger kat

degisimi

Regulasyon
DU145
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NKKH’lerine DU145 DU145 NKKH’lerine
karg1 DU145 NKKH ZOL NKKH’lerine karg1 DU145
NKKH karg1 DU145 NKKH ZOL
zoL NKKH ZOL
THBS3 -1,5919489 -0,670794 1,5919489 asagi
SPP1 -54,332478 -5,763743 54,332478 asagi
MMP7 -1,5642438 -0,6454654 1,5642438 asag1
SPP1 -19,64207 -4,295875 19,64207 asagi
LAMC1 -2,587532 -1,3715768 2,587532 asagi
ITGB5 -1,8911313 -0,91924953 1,8911313 asagi
ITGBS -1,8344307 -0,87533236 1,8344307 asagi
ITGB1 -1,9595895 -0,9705515 1,9595895 asag1
LAMB1 -2,100192 -1,0705214 2,100192 asagi
LAMB1 | -1,9162633 -0,93829584 1,9162633 asagi
TIMP2 -2,5237732 -1,3355823 2,5237732 asagi
CTNNA1| -1,5947142 -0,6732979 1,5947142 asagi
TGFBI 2,9168365 1,5444045 2,9168365 yukari
CTNNA1| 1,5391198 0,6221056 1,5391198 yukar1
LAMB3 | 1,5358163 0,6190057 1,5358163 yukari

Tablo 8: Ekspresyon katsay1 diizeyi 2 iizeri olan gen listeleri. D6rt farkli hiicre grubu

birbirleri ile karsilastirilmistir.

Kat Degisim

Grup Karsilagtirilmast Sembol

Degerleri

DU145 KKH ZOL’e karsi
DU145 NKKH ZOL

SPP1
SPP1

-8,35988
-4,1093655

DU145 KKH’lerine kars1
DU145 KKH ZOL
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SPP1

-4,1729774

SPP1

DU145 KKH’lerine karsi
DU145 NKKH ZOL

SPP1

-3,3568287

-51,858116

SPP1

DU145 KKH’lerine karsi
DU145 NKKH

DU145 NKKH’lerine kars1
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Sekil 4: Hiicre gruplar1 karsilagtirilmasinda anlamli ¢ikan genlerin grafiksel gosterimi.

Sonuglara gore {i¢ farkli grupta belirgin sekilde SPP1 geni farkli ifadelenmistir. Ayrica

yine 3 farkli grup karsilastirilmasinda CD44 geni ifadelenmesi farkli belirgin olarak

goriilmiistiir.

Anlamli ¢ikan genlerin agiklamalar1 asagidaki gibidir.

CD44: Homo sapiens CD44 molecule (Indian blood group) (CD44), transcript
variant 4, mRNA.

ITGB1: Homo sapiens integrin, beta 1 (fibronectin receptor, beta polypeptide,
antigen CD29 includes MDF2, MSK12) (ITGB1), transcript variant 1A, mRNA.
LAMB3: Homo sapiens laminin, beta 3 (LAMB3), transcript variant 1, mRNA.
LAMCI1:Homo sapiens laminin, gamma 1 (formerly LAMB2) (LAMC1),
MRNA.

SPP1: Homo sapiens secreted phosphoprotein 1 (SPP1), transcript variant 2,
MRNA.

LAMBI1: Homo sapiens laminin, beta 1 (LAMB1), mRNA.

TGEBI: Homo sapiens transforming growth factor, beta-induced, 68kDa
(TGFBI), mRNA.

TIMP2: PREDICTED: Homo sapiens TIMP metallopeptidase inhibitor 2
(TIMP2), mRNA.

ADAMTS1: Homo sapiens ADAM metallopeptidase with thrombospondin type
1 motif, 1 (ADAMTS1), mRNA.

ITGB5: PREDICTED: Homo sapiens integrin, beta 5, transcript variant 3
(ITGB5), mRNA.

Gercek zamanli PCR’a gore SPP1 gen ekspresyonu;

*DU 145 KKH ile benzer DU 145 NKKH

*DU 145 KKH< DU 145 KKH ZOL

* DU 145 KKH ZOL <DU 145 NKKH

*DU 145 NKKH <DU 145 NKKH ZOL

Gercek zamanli PCR’a gére CD44 gen ekspresyonu;

*DU 145 KKH >DU 145 NKKH

*DU 145 KKH > DU 145 KKH ZOL

*DU 145 KKH ZOL ile benzer DU 145 NKKH ZOL
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*DU 145 NKKH ile benzer DU 145 NKKH ZOL

Bu sonuglar dahilinde anlamli ¢ikan genlerden biri olan SPP1 immiinofloresan yontem

ile CD44 akis sitometresi analizi protein seviyesinde degerlendirilmistir.

CD44 Akis Sitometresi Analizi

Elde edilen dort hiicre grubunun CD44 protein ekspresyonu analizi akig sitometresi ile

gerceklestirildi. Hiicreler Yontem kismunda belirtildigi gibi hazirlandi ve PBS

icerisinde cihazda okutuldu. Her hiicre grubundan 20000 hiicre analiz edildi (Sekil 5-

6).
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Sekil 5: DU 145 KKH kontrol ve ZOL grubunda CD44 protein ekspresyonu. Hiicreler

akis sitometrisi ile analiz edildi ve CD44 pozitif hiicre oranlar1 karsilastirildi.
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Sekil 6: DU 145 NKKH kontrol ve

ZOL grubunda CD44 protein ekspresyonu.

Hiicreler akis sitometrisi ile analiz edildi ve CD44 pozitif hiicre oranlar1 karsilastirildi.
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Sonug olarak CD44 ekspresyonu DU 145 KKH grupta daha yuksek (%82.6) iken
DU145 NKKH grupta %74.6 olarak belirlendi ve bu durum gen ekspresyonu ile
korelasyon gostermektedir. Her iki hiicre grubu da ZOL maruziyeti sonras1 CD44
protein ekspresyonunda diisiis gosterdi (DU145 KKH ZOL: %6 iken DU145 NKKH
ZOL: %8.8). Fakat gen ekspresyonunda (gercek zamanli PCR sonucunda) diisiis
sadece DU145 KKH grupta belirlendi.

Immiinofloresan Boyama
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Sekil 7: DU145 KKH’lerinin SPP1 immiinofloresan boyamasi
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SPP1 DAPI MERGE

DU145 KKH/ ZA
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Sekil 8: ZOL maruziyeti sonrast DU145 KKH’lerinin SPP1 immiinofloresan boyamasi

SPP1 DAPI MERGE

20X 10X

DU145 NKKH

40X

Sekil 9: DU145 NKKH’lerinin SPP1 immiinofloresan boyamasi
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SPP1 DAPI MERGE

20X 10X

DU145 NKKH/ ZA

40X

Sekil 10: ZOL maruziyeti sonrasi DU145 NKKH’lerinin SPP1 immiinofloresan

boyamasi

Immiinofloresan boyama sonuglarma gore, DU145 KKH ve DU145 NKKH gruplar
benzer 151ma ve yiiksek yiizey kaplamasi gosterirken, ila¢ sonras1 SPP1 ekspresyonu
iki grup icin de azalma gostermistir. Ayrica lokalizasyon olarak normalde hiicre
icerisinde esit dagilim gosteren SPP1 proteini ZOL tedavisi sonrasi hiicre membranina
yakin lokalizasyonunu artirmis ve serit halinde bir yapilanma gostermistir. ZOL
tedavisi ekspresyon degisimi yani sira hiicre 6limiinti de artirdigindan goriintiilerde
kontrol hiicrelerine gore ¢ok az sayida hiicre elde edilmistir. Ayrica yiizeyden ayrilan
hiicrelerin yliksek seviyede kalintilar1 da yine SPP1 pozitif olarak yer yer boyanmastir.
Sonug¢ olarak SPP1 ZOL maruziyeti sonrast DU145 KKH ve DU145 NKKH
gruplarinda artig gostermistir. Bu sonuglar SPP1 gen ekspresyonu ile de koreledir.
Kontrol goriintiilerindeki belirli bolgelerdeki bulaniklik ve yiiksek 1s1ma gosteren
bolgeler kanser hiicrelerinin 6zelliklerinden biri olan ‘anchorage independence’ yani
bliylime alani bittiginde diger hiicre iizerinde yeni bir katman olusturabilme

ozelliginden dolayidir ve o bolgelerde birden fazla hiicre katman1 bulunmaktadir.
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Tartisma

Prostat kanseri gelismis iilkelerde erkekler arasinda en sik teshis konulan ve kansere
bagli 6liime ikinci siklikta yol agan malign hastaliktir. Biyolojik 6zellikleri, buna bagh
klinik, sosyal ve ekonomik etkileri nedeniyle prostat kanseri aragtirmalarin giderek
daha fazla hedefi haline gelmektedir. Tedavi sonrasinda kanserin tekrarlamasi,
hastaligin ilerleme gostermesi ve metastaz gelisimi prostat kanseri hastalarinda yasam

stiresinin uzatilmasi agisindan halen agilmasi gereken engellerdir.

Diger kanserlerde oldugu gibi prostat kanserinde de ileri evre hastalik tanis1 konulmasi
hasta ve hekim acgisindan zorlu bir siirecin yasanacagmin isaretidir. Tedavilerle
hastaligin kontrol edilememesi, rekiirens gelismesi ve metastatik kanserle miicadele
yogun mesai gerektirir. Yiiksek riskli ve/veya ileri evre prostat kanseri hastalarinda
kemoterapi uygulamasinin yasam siiresini uzattigi artik bilinen bir gergektir. Son 10
yil igerisinde prostat kanserinin sistemik tedavisinde ¢ok sayida ve mucizevi basarilar
elde edilmesine ragmen yasam savasinin kazanildigindan halen s6z etmek igin
erkendir.

Ileri evre prostat kanserinin tedavisinde yeni ve gelismis segeneklerin ortaya
konulmasii hedefleyen arastirmalarin temel odak noktasinda prostat kanseri kok
hicrelerini hedefleyen yontemler yer almaktadir. Kanser kok hiicrelerine yonelik
tedavi secenekleri geleneksel antiproliferatif yontemlerden daha etkin malignite
sagaltimina onderlik yapabilecek kapasiteye sahip olabilir (Maitland 2008, Dubrovska
2010, Castelo-Branco 2011).

Kanser kok hicrelerini hedef alan tedavilerde hiicre yizeyindeki belirleyiciler,
sinyalizasyon yolaklar1 ve kanser kok hiicresi mikrogevresine (niche)
odaklanilmaktadir. Tiimoér mikrogevresi i¢in biiyiik 6nem tasiyan anjiogenezis adeta
kose tasidir ve kanser kok hiicrelerinin yasamasi ve ilag direnci gelisimi acisindan
onemlidir (Ledo 2017).

Kanser kok hiicrelerinin homeostazisine etki edecek Hh, Wnt, Notch, and NF-xB
yolaklar1 inhibitorlerinin inhibisyonu kok hiicrelerin kendisini yenileme yetenegini
engelleyecek, kok hicre faktorlerinin (Oct4, Sox2, c-Myc, and Nanog) pluripotent

halini baskilayacak ve tiimdr biiylimesini inhibe edecektir.

Prostat kanseri tedavisi 6zelinde Wnt yolagi inhibitorleri (Foxy-5 ve OMP-54F28)
kastrasyona direncli prostat kanseri hastalarmin tedavisinde Faz I g¢alisma olarak
aragtirilmaktadir (Sheikh 2014, Le 2015). Hh yolag1 inhibisyonunu hedefleyen klinik
calismalar da yogun bir ilgi ile devam etmektedir (Takebe 2011, Gonnissen 2013,
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Gonnissen 2015, Hanna 2016). Klinik ¢alismalar prostata sinir kanser ve metastatik

olgulara yonelik gerceklestirilmektedir.

Bu calismada, ZOL’iin prostat kanser hiicre hatti i¢erisindeki DU145 KKH ve DU145
NKKH hiicre populasyonlar: iizerindeki etkileri incelenmistir. Akim sitometrisi ile
elde edilen sonuglarda, 6nemli KKH yiizey belirteci olan CD44 hiicre yogunlugunda
onemli diisiisler tespit edilmistir. Bu sonug, ZOL uygulamasinda KKH’lerin biiytik
oranda hedeflenebildigini gostermektedir. ZOL uygulamasinda CD44, ITGB1, CD29,
LAMB1, LAMB3, LAMC1, SPP1, TGFB1, TGFB1, TIMP2, ADAMTS]1, ITGB5
adezyon genlerinde 6nemli degisimlerin oldugu tespit edilmistir. En belirgin degisim
SPP1’de goriilmiistiir. Sonuglar, KKH-adezyon molekiilleri ekseninde ZOL un 6nemli

rollerinin oldugunu ortaya ¢ikarmistir.

Klinik arastirmalarda elde edilen sonuglarin klinik dncesi ¢alisma verilerinin getirdigi
umutlara erisememesine ragmen lizerinde inceleme yapilmasi gereken cok sayida
secenek bulunmaktadir. Prostat kanseri kok hiicrelerini hedefleyen birden fazla ilacin
birlikte kullanimi esasina dayali protokollerin bugiin i¢in bilinen tedavi seceneklerini
degistirebilir. Boylesi bir degisim prostatta sinirli hastalik, lokal ileri hastalik,
metastatik hastalik ve tedavilere ragmen ilerleyen hastalik olgularma ¢6ziim
getirebilir.
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Sonug ve Oneriler

Kok hiicreler rejeneratif tibbi tedavi uygulamalariyla bir¢cok kronik hastalik sahibi i¢in
timit 15181 olma yolunda ilerlemektedir. Bununla birlikte, kanser kok hiicresi ve kanser
kok hiicresi lizerinden etki edecek tedavi uygulamalar1 goreceli olarak yeni arastirma
sahalaridir.

Bu arastirma birbirinden bagimsiz {i¢ ayri bileseni bir araya getirerek bugiin igin in
vitro ortamda ama gelecekte prostat kanserli hastalarin tedavisinde kullanilabilme
potansiyeli olan yeni bir tedavi secenegi yaratmayi basarabilmistir. Hi¢ siiphesiz
laboratuvar sartlar1 ile klinik pratik her zaman ayni basariya erisememektedir. Yine de,
Zoledronik asit uygulamastyla prostat kanseri kok hiicreleri adezyon molekiillerinde
elde edilen degisimler klinik uygulamada kullanilabilecek potansiyel etkileri isaret
etmektedir.

Bu asamadan sonra yapilacak ¢alismalar hi¢ siiphesiz bir kimyasalin ila¢ olabilmesi

icin gereken basamaklar1 agmasini gerektirmektedir.
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