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SODYUM-GLUKOZ KO-TRANSPORTER-2 (SGLT-2) INHIBITORU
EMPAGLIFLOZININ DOSETAKSEL iLE KOMBINASYONUNUN PROSTAT
KANSERI HUCRE HATLARINDA ANTIPROLIFERATIF ETKIiSININ
DEGERLENDIRILMESI

Selda Nur AKDENIZ

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii Biyokimya Anabilim Dal,
Yiiksek Lisans Tezi, Agustos, 2025
Damisman: Prof. Dr. Ahmet CUMAOGLU
OZET

Sodyum-glukoz kotransporter 2 (SGLT2) inhibitorleri, kanser tedavisindeki potansiyel
terapotik uygulamalar1 nedeniyle dikkat c¢ekmistir. Yakin zamanda yapilan Mendelian
randomizasyon ve gozlemsel analizler, SGLT2 inhibisyonunun prostat kanseri riskini
azaltmadaki koruyucu roliinli desteklemektedir. Ayrica, prostat kanseri hasta drneklerinde
SGLT2 ekspresyonu immiinohistokimya yoluyla dogrulanmistir. Segici bir SGLT2
inhibitorii olan empagliflozinin tek basina ya da dosetaksel gibi kemoterapdtik ajanlarla
birlikte prostat kanseri tedavisindeki terapotik potansiyeli biiyiik dl¢iide kesfedilmemistir.
Bu calismada empagliflozinin LNCaP ve DU-145 prostat kanseri hiicrelerinde dosetaksel
ile kombinasyon halinde sitotoksik ve sinerjik etkileri arastirilmigtir. Hiicre canliligt MTT
testi kullanilarak degerlendirilmis ve sinerji Chou- Talalay yontemi kullanilarak
degerlendirilmistir. Empagliflozinin tek basina ve dosetaksel ile kombinasyon halinde p-
AMPKa, p-p70S6K1, p-PRAS40 ve p-Akt gibi temel molekiiler hedefler iizerindeki
etkilerini incelemek icin Western blot analizi yapilmistir. Empagliflozin hem LNCaP hem
de DU-145 hiicrelerinde konsantrasyona bagli sitotoksik etkiler sergilemis ve DU-145
hiicrelerinde daha yiiksek bir etki gdzlenmistir. Dosetaksel ile kombine edildiginde,
empagliflozin, kombinasyon indeksi degerlerinin <l olmasiyla sinerjik aktivite
gostermistir. Empagliflozin p-AMPKa'y1 yukar1 regiile etmis ve p-p70S6K1 ve p-
PRAS40" asag1 regiile etmistir. Dosetaksel ile kombinasyon bu etkileri daha da artirmistir.
Ozellikle, empagliflozin tek bagma LNCaP hiicrelerinde p-Akt'1 asag: regiile ederken DU-
145 hiicrelerinde asag1 regiile etmemis ve hiicre hattina 6zgli farkliliklar1 vurgulamistir.
Empagliflozin prostat kanseri hiicre canliligin1 azaltir ve dosetakselin sitotoksik etkilerini
artirarak prostat kanseri tedavisi i¢in umut verici bir kombinasyon stratejisi Onerir. Bu
bulgularin translasyonel uygunlugunu degerlendirmek i¢in ilave in vivo ¢aligmalara ve
klinik denemelere ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Dosetaksel; Empagliflozin; Prostat kanseri AMPKa; PRAS40;
p70S6K1



EVALUATION OF THE ANTIPROLIFERATIVE EFFECT OF THE
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ABSTRACT

Sodium-glucose cotransporter 2 (SGLT2) inhibitors have gained attention for their
potential therapeutic applications in cancer treatment. Recent Mendelian randomization
and observational analyses support the protective role of SGLT2 inhibition in reducing
prostate cancer risk. Additionally, SGLT2 expression in prostate cancer patient samples has
been confirmed through immunohistochemistry. The therapeutic potential of
empagliflozin, a selective SGLT2 inhibitor, in treating prostate cancer, either alone or with
chemotherapeutic agents like docetaxel, remains largely unexplored.This study
investigated the cytotoxic and synergistic effects of empagliflozin in combination with
docetaxel in LNCaP and DU-145 prostate cancer cells. Cell viability was assessed using
the MTT assay, and synergy was evaluated using the Chou-Talalay method. Western blot
analysis was conducted to examine the effects of empagliflozin, alone and in combination
with docetaxel, on key molecular targets, including p-AMPKa, p- p70S6K1, p-PRAS40,
and p-Akt. Empagliflozin exhibited concentration-dependent cytotoxic effects in both
LNCaP and DU-145 cells, with a higher potency observed in DU-145 cells. When
combined with docetaxel, empagliflozin demonstrated synergistic activity, as indicated by
combination index values <1. Empagliflozin upregulated p- AMPKo and downregulated p-
p70S6K1 and p-PRAS40. The combination with docetaxel further enhanced these effects.
Notably, empagliflozin alone downregulated p-Akt in LNCaP cells but not in DU-145
cells, highlighting cell-line-specific differences. Empagliflozin reduces prostate cancer cell
viability and enhances the cytotoxic effects of docetaxel, suggesting a promising
combination strategy for prostate cancer therapy. Additional in vivo studies and clinical
trials are needed to assess the translational relevance of these findings.

Keywords: AMPKa; Dosetaxel; Empagliflozin; Prostate cancer; PRAS40, p70S6K 1
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1.GIRIS VE AMAC

Prostat kanserinin yaygin olarak goriilmesi ve buna bagli 6liimler, diinya ¢apinda saglik
sistemleri i¢in Onemli zorluklar teskil etmektedir. Prostat kanseri, 2022 yilinda diinya
genelinde 1, 46 milyondan fazla yeni tani konmus vakadan ve 396.792 olimden
sorumludur (Bray ve ark., 2024). Mevcut egilimler devam ederse, prostat kanseri ytikiiniin
onemli Olctlide artacagi ve 2040 yilina kadar 2, 17 milyon yeni vakay1 ve 0, 72 milyondan

fazla oliimii asacag1 tahmin edilmektedir (Kalita ve ark., 2024).

Prostat kanseri i¢in standart kemoterapi esas olarak dosetaksel'e dayanirken, hormonal
tedavi tedavinin temel tasi olmaya devam etmektedir. Neredeyse tiim hastalar baslangigta
hormonal tedaviye yanit verirken, bu yanitin siiresi aylardan yillara kadar degisirken
hastalik kac¢inilmaz olarak kastrasyona direncli prostat kanseri (CRPC) olarak bilinen
Olumciil agamaya ilerleyebilir. Kastrasyona direngli prostat kanserinde dosetaksel, androjen
reseptorii (AR) hedefleyen ajanlara direngli hastalar i¢cin 6nemli bir terapdtik segenek
olarak hizmet etmektedir. Bununla birlikte, direng tipik olarak 7 ila 8 aylik medyan prostat
spesifik antijen (PSA) yanit siiresinden sonra gelisir (Tannock ve ark., 2004; Watson ve
ark., 2015). Bu bulgular, yeni terapotik hedefleri ve yenilik¢i kombinasyon yaklagimlarini

entegre ederek tedavi stratejilerini optimize etme ihtiyacini vurgulamaktadir.

Zheng ve arkadaslari, Mendelian randomizasyonu ve gozlemsel analiz kullanarak SGLT2
inhibisyonunun prostat kanseri riskini azaltmadaki faydal etkisini destekleyen ¢ok sayida
kanit saglayan bir calisma yiirlitmiistiir (Zheng ve ark., 2024). Dahasi, SGLT2'nin ifadesi
insan prostat kanseri 6rneklerinde immiinohistokimya yoluyla dogrulanmistir (Scafoglio ve

ark., 2015).

Empagliflozin, diger SGLT?2 inhibitorleri arasinda SGLT1'e (2680:1) kiyasla SGLT2 i¢in
en yiiksek seciciliklerden birini gostermektedir. Bununla birlikte hem tek basina hem de
dosetaksel ile kombinasyon halinde terapotik etkileri prostat kanserinde biiylik olciide

kesfedilmemistir.



Hipotezimiz empagliflozinin hiicre i¢i adenozin monofosfat (AMP) seviyelerini
yiikselterek AMP ile aktive olan protein kinaz a'nin (AMPKa) aktivasyonuna yol actigini
one stirmektedir. AMPKa, rapamisin kompleksinin memeli hedefini 1 (mTORC1) ve onun
asagl akis hedefi olan p70-S6 kinaz 1'i (p70S6K1) inhibe ederek hiicresel siireclerin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar (Chaube ve ark., 2015). Prolin bakimindan zengin
40 kDa'lik Akt substratt (PRAS40) hem bir Akt substrati hem de mTORC1'in bir bileseni
olarak islev goriir. PI3K/Akt ve mTOR yolaklarinin kesistigi noktada yer alan PRAS40,
prostat kanserinde 6nemli bir rol oynar ve fosforilasyonu siklikla tiimor ilerlemesiyle
baglantilidir. Akt tarafindan fosforile edildiginde, PRAS40 mTORC1'den ayrilir ve bdylece
mTORCI1 aktivitesi tlizerindeki inhibitor etkisini ortadan kaldirir (Kazi ve Lang 2010;
Shipitsin ve ark., 2014).

Bu c¢alismanin amaci1 empagliflozinin antikanser etkilerini ve dosetaksel ile potansiyel
sinerjik etkilerini LNCaP ve DU-145 prostat kanseri hiicrelerinde arastirmak,
empagliflozinin hem tek basmma hem de dosetaksel ile kombinasyon halinde AMPKa,
p70S6K1, PRAS40 ve Akt dahil olmak iizere prostat kanseri ilerlemesini etkileyen temel

molekiiler hedefler tizerindeki etkilerini incelemektir.



2.GENEL BILGILER

2.1.Prostat Kanseri

Prostat bezi erkek iireme organidir, mesanenin altinda bulunur ve iiretray1 ¢evreler. Prostat
bezinin ana iglevi, ejakiilati formiile eden ve sperm canliligini koruyan meniye gerekli
salgilar1 saglamaktir (Verze ve ark., 2016). Prostat bezindeki hiicreler siklikla tiimoérlere
neden olmaktadir ve bu durum genellikle yasamin orta ve ileri evrelerinde goriilmektedir
(Attard ve ark., 2016). Yetiskin insan prostati merkezi, transizyonel ve periferal bolgeler
olmak tizere 3 ana bolgeye ayrilirken ayn1 zamanda fibromiiskiiler ve peritiretral bolgeleri
de icermektedir (McNeal, 1981; Timms, 2008). Geng yetiskin erkeklerde periferal bolge,
prostat bez dokusunun %70'inden fazlasin1 olusturmaktadir ve normal prostat
fonksiyonuna en biiyiik katkiyr saglamaktadir. Bunun yaninda ileri yaslarda goriilen
prostat, neoplazmlarin en sik olustugu bolge olup prostat tiimorlerinin yaklasik %80'1 bu
alanda gelismektedir (Timms, 2008; Zlotta ve ark., 2013). Normal prostat bezi, stromaya
gomiilii duktus ve asiniislerden olusmaktadir. Duktus ve asiniisler, bazal epitel tabakasi
tarafindan cevrelenen tek katli prizmatik epitelden meydana gelmektedir ve bazal epitel
tabakas1 bazal membrani {iretir. Bu ekstraseliiler matriks tabakasi, ¢ogunlukla spontan
kontraktiliteyi destekleyen ve sivinin birikmesini dnleyen diiz kas miyositlerinden olugan
stromal hiicrelere baghdir (Abateve Shen, 2002). Stroma ayni zamanda yetiskinlerde
goriilen prostatta agirlikli olarak duktuslar1 destekleyen fibroblastlar1 icermektedir. Fakat
fibroblastlarin ~ parakrin ~ sinyallemesinin, prostat gelisimi sirasinda  duktuslarin
sekillenmesinde Onemli bir rol oynadigr diisiiniilmektedir (Hayward ve Cunha, 2000;
Timms, 2008; Prins ve Putz, 2008). Laboratuvar bulgulari, stromal fibroblastlarin tiimér
mikrocevresinde (timor stromasi olarak adlandirilan) epitelyal transformasyonu
indiikleyerek ve hayatta kalma sinyallemesini tesvik ederek protiimorijenik  bir
kapasiteye sahip oldugunu  gdstermektedir. Bunun yaninda stromal fibroblastlarin,
terapotik miidahale sonrasinda kanser hiicrelerinin siirekli biiyiimesine katkida bulundugu
distiniilmektedir (Olumi ve ark., 1999; Cunha ve ark., 2002; Corn, 2012). Normal ¢alisan

ve kanserli prostattaki epitel hiicreleri, androjen reseptoriinii (AR) kodlayan AR genini



yikksek dilizeyde eksprese etmekte olup, bu durumun prostat kanserinde hormon
bagimliligin1 yonlendirdigi dusiiniilmektedir. Ayrica, bu hiicreler androjen reseptori
tarafindan transkripsiyonel olarak aktive edilen ve prostat kanseri olan erkeklerde siklikla
yiiksek seviyelerde bulunan bir serin proteaz olan prostat spesifik antijen (PSA)
salgilamaktadir. PSA, hastaligin tespitinde ve tanisinda yaygin olarak kullanilmaktadir
(Toivanenve Shen , 2017). Her yil milyonlarca erkek prostat kanserinden etkilenmektedir.
Yiiksek gelirli bolgelerde bu hastalik en yaygin goriilen malign tliimdrler arasinda yer
almakta olup prognoz; yas, etnik koken, genetik yap1 ve hastaligin ilerleme evresine bagl
olarak biiyiik Olclide degiskenlik gdstermektedir (Siegel ve ark., 2018; Bray ve ark.,
2018). Bireyin hastalik seyri, tiimdriin histopatolojik, anatomik ve molekiiler profili ile
hastanin genel saglik durumu temelinde ongoriilebilmektedir. Prostat kanseri tanisi alan
bir¢ok erkek icin, hastalikla yasamak genellikle yavas seyreden ve belirgin semptomlara
neden olmayan bir timor i¢in kisiye oOzel bir tedavi planmin yonetilmesini
gerektirmektedir. Ancak, bir¢ok hasta icin kesin tedaviyi takiben hastaligin tekrarlamasi
beklenmekte olup bu durum bazi1 vakalarda hizli ve agresif seyredebilmektedir. Nadir
durumlarda ise hastalik standart tedaviye yanit vermeyebilir. Glinlimiizde, agresif ve
indolen tiimorleri kesin olarak ayirt edebilecek hatasiz bir yontem bulunmamaktadir.
Bununla birlikte, son yillarda gergeklestirilen 6ncii bilimsel ¢alismalar prostat kanseri
hastalarinin klinik prognozunu 6nemli 6l¢giide degistirmistir. Bu ¢alismalar arasinda, prostat
kanserinin hormon bagimli dogasinin belirlenmesi (Hugginsve Hodges, 1972) ve bu temel
ozelligin segici inhibitorler araciligiyla hedeflenmesinin yiiksek terapotik etkinlik
sagladiginin ortaya konulmasi yer almaktadir. Gliniimiizde bu biyolojik mekanizma,
androjen reseptoriiniin  (AR) yiiksek diizeyde ekspresyonu ve sik goriilen genetik
amplifikasyonu ile karakterizedir (Tan ve ark., 2015). Ozellikle son 10 yilda tiim genom
DNA dizimi, mRNA dizimi ve proteom profilleme alanlarinda esi benzeri goriilmemis
gelismeler kaydedilmistir. Bu teknolojik gelismeler, farkli prostat kanseri alt tipleri ve alt
patolojilerinin temelinde yatan genetik mekanizmalar hakkinda ¢esitli bilgiler vermistir
(Fraser ve ark., 2017; Stopsack ve ark., 2020). Ayrica, PSA tarama kilavuzlarinda ve
goriintiileme yontemlerinin kullaniminda saglanan 6nemli gelismeler bu yaklasimlarin
prostat kanseri tanisinda daha yaygin benimsenmesine yol a¢mustir. Prostat kanseri
arastirmalari, gilinlimiizde hesaplamali biyoloji, laboratuvar ¢alismalar1 ve klinik
caligmalar1 kapsayan, disiplinler aras1 yaklagimlarin yogun olarak kullanildig1 bir arastirma

alanidir. Bu caligmalar yeni preklinik hipotezlerin gelistirilmesini, bilimsel bulgularin
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deneysel olarak dogrulanmasini ve bu bulgularin klinik uygulamalara doniistiiriilmesini
icermektedir. Klinik caligmalarin yiiriitilmeden o6nce bu adimlarin tamamlanmast,
hastaligin yonetimini iyilestirmeye yonelik kritik bir gereklilik olarak kabul edilmektedir.
Hastaligin molekiiler temeline iligkin artan bilgi birikimi, tedavi stratejilerinin tasarimini
ve Ozgilliglini gelistirmis olup 6zellikle androjen reseptorii (AR) biyokimyasinin temel
Ozelliklerini daha iyi hedefleyen yeni terapétik yaklagimlarin gelistirilmesine katki
saglamaktadir. Erken tan1 ve tedavi yaklasimlarindan hastaliin her evresinin biyolojik
mekanizmalarinin daha i1yi anlagilmasina kadar bir¢ok alanda ilerleme kaydedilmekte olup

bu gelismeler klinik uygulamalar sekillendirmektedir.
2.2.Prostat Kanserinin Biyolojik Siniflandirmas

Bu smiflandirma, AR (androgen reseptorii), onkojenler/timér baskilayicilar ve
tiimor/kemik mikrogevresini hastalik modeline dahil etmektedir. Prostat kanserinin
heterojenligi nedeniyle, tedavilere verilen yanitlar, bu oyunculardan hangilerinin
ilerlemenin belirli asamalarinin itici giici oldugu konusunda bize daha iyi bilgiler
saglamisti. Bu “tedavilere yanit” kavrami, prostat kanserinin yeni bir molekiiler
siiflandirmasinin  temelini olusturur ve spesifik inhibitorlerin ilerlemenin hangi

asamasinda en etkili sekilde uygulanabilecegini belirlemeye yardimci olmalidir.

Alternatif kabul edilen bu smiflandirmada, prostat kanseri ilerlemesi ilic kategoride
gruplandirilmistir:  endokrin odakli, mikrogevre bagimli ve tiimor hiicresi otonom.
Androjen sinyalizasyonu, bu tiimor ilerlemesi modelinde merkezi bir rol oynamaktadir.
Prostat kanserinin erken evresinde, androjen sinyalizasyonu DHT (dihidrotestosteron)

tilkenmesine yanit vermektedir (endokrinle yonlendirilen) (Sekil 2.1).

Diisiik dereceli (grade) ve diisiik evreli (stage) kanserlerin bir kismi, "DHT-bagimli"
asamada yer almaktadir. Ancak, DHT-bagimliligindan "kactiktan" sonra kanserler,
androjen sinyalizasyonunun hala 6nemli oldugu ancak farkli mekanizmalarla gerceklesen
parakrinle yonlendirilen bir ilerleme siirecine girmektedir. Endokrinle yonlendirilen
evreden parakrinle yonlendirilen prostat kanserine gecis, kanserin potansiyel olarak
olimciil bir sekilde ilerledigini gosteren kritik bir doniim noktasini isaret etmektedir.
Prostat kanseri ilerlemesinin bu asamasinda, kanser "ilerleme sarmali" olarak
adlandirdigimiz evreye girer bdylece burada androjen sinyalizasyonundaki pek c¢ok
degisiklik, degisen mikrogevre ve timor etkilesimleriyle birlikte yasanmaktadir. Hastaligin

son asamasinda ise kanser hiicreleri, AR (androgen reseptorii) bagimliligimi kaybeder,
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"parakrin ilerleme sarmali"ndan ¢ikar ve tiimor hiicresi tamamen otonom hale gelmektedir.
Bu model, prostat kanserlerini tedavi acisindan énemli alt gruplara ayirmak icin bir temel

saglar.
2.2.1.Endokrinle Yonlendirilen Asama

Prostat kanserinin endokrinle yonlendirilen evresi, Sa-dihidrotestosteron (DHT) varligina
baglidir ve bu, testosteronun 5-alfa rediiktaz enzimi tarafindan doniisiimiiyle olusur (Sekil

2.1).

Testis AA
L™ A T
G 8
A
& Adrenal

Proliferation
Metabolism

Prostate cancer
(DHT dependent)

Sekil 2.1. Prostat kanserinin DHT'ye bagimli fazi. (Logothetis ve ark., 2013).

Testosteron (T) kaynagi esas olarak testistir ve adrenal bezler dehidroepiandrosteron
(DHEA) saglar. Testosteron ve DHEA, prostatta bulunan 5-o-rediiktazlar (SRD5A)
tarafindan DHT'ye donistiiriilii. AR, DHT i¢in testosterondan daha yiiksek afiniteye
sahiptir (Logothetis ve ark., 2013).

Hem testosteron hem de DHT, androjen reseptoriine baglanarak AR'yi aktive eder ve alt
hedef genlerini tetikler. Ancak, DHT nin baglanma ayrilma orani daha diisiik oldugundan
testosterona kiyasla AR sinyalini daha giiglii bir sekilde etkilemektedir (RussellveWilson,
1994; Sharifi, 2012). Bu nedenle, DHT f{iretiminin inhibe edilmesi AR aktivitesini
azaltabilir. Prostat kanserinin endokrinle yonlendirilen evresinde androjen sinyalizasyonu,

DHT’nin tilkenmesine yanit verir. Testosteronun DHT'ye doniisiimiinii engelleyen 5-alfa
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rediiktaz inhibitorleri olan finasterid ve dutasterid, DHT nin biiyiime tesvik edici etkisini
engellemek i¢in kullanilir. Ancak, PCPT (Prostate Cancer Prevention Trial) (Thompson ve
ark., 2003) ve REDUCE (Reduction by Dutasteride of Prostate Cancer Events) (Andriole
ve ark., 2010) ¢alismalarinda, finasterid ve dutasteridin diisiik dereceli kanserlerin oranini
azalttig1 ancak yiiksek dereceli kanserler iizerinde etkili olmadigi goriilmiistiir. Ayrica,
REDEEM (Reduction by Dutasteride of Clinical Progression Events in Expectant
Management trial) ¢calismasi (Fleshner ve ark., 2012), baslangigta diislik dereceli kanseri
olan ve dutasterid tedavisi sonrasi tekrarlanan biyopsilerde kanser tespiti yapilmayan
hastalarin, plaseboya kiyasla anlamli derecede daha fazla oldugunu gostermistir. Bu
bulgular, baz1 diisiik dereceli kanserlerin dihidrotestosterona bagimli oldugunu ortaya
koymaktadir (Roehrborn ve ark., 2011). Finasterid veya dutasteridin dereceye bagl
etkileri, diisiik dereceli ve yliksek dereceli kanserler arasinda farkli olan androjen sinyal

aglarinin terapotik olarak ilgili heterojenligine isaret etmektedir.
2.2.1.1.Endokrinle Yonlendirilen Asamanin Molekiiler Mekanizmalari

DHT ve testosteronun AR sinyalizasyonu iizerindeki farkli etkileri birkag¢ arastirma grubu
tarafindan incelenmistir. Testosteron ve DHT nin sinyalizasyon {izerindeki farkli rollerini
karakterize eden Lin ve Chang (Lin ve Chang, 1997), TDD5 adli bir androjen hedef

geninin, testosteron ile DHT arasinda farkli sekilde baskilandigini bulmuslardir.

Hayvan ¢aligsmalarinda ise Dadras ve ark., (Dadras ve ark., 2001), testosteron ve finasterid
ile tedavi edilen kastre edilmis sicanlarda, sadece testosteronla tedavi edilenlere kiyasla,
prostat biiyiimesini inhibe eden ve diferansiyasyonla ilgili genlerin daha yiiksek
seviyelerde ekspresyon gosterdigini rapor etmislerdir. Finasterid tedavisinin intraprostatik
testosteron seviyelerini artirmast nedeniyle, bu c¢alismalar, DHT nin proliferasyon ve
diferansiyasyon tizerindeki etkilerinin, testosteronunkilerle ayni olmadigini sonucuna

varmistir (Dadras ve ark., 2001).

Yapilan bir dizi baska caligmada, Li ve ark., (Li ve ark., 2011) finasterid veya dutasteridin
intraprostatik DHT seviyelerinde genel bir azalma yarattiini bulmuslardir. Ancak,
androjen sinyalizasyonunun merkezi ekseni, birden fazla diizenleyici yolak tarafindan
kontrol edilmektedir. Aragtirmalarinin sonuglari, AR durumuna, 5-alfa rediiktaz genotipik
varyantlarina ve prostat kanseri hiicrelerinde 5-alfa rediiktaz ekspresyon seviyelerinin
tiimiliniin AR sinyalizasyonunu modiile etmekten sorumlu oldugunu gostermistir. 5-alfa

rediiktaz ekspresyonunun prostat hiicre hatlar1 arasinda farklilik gosterdigini ve ayrica her
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i 5-alfa rediiktaz enziminin androjen yanit1 ile hiicre tipi spesifik olarak ifade edildigini
bulmuslardir. Son caligmalar, tip-1 5-alfa rediiktazin ¢ogu prostat tlimoriinde arttigini
(normal prostatta daha baskin olan tip 2'ye kiyasla) gostermektedir, bu da yazarlarin
dutasteridin (¢ift 5-alfa rediiktaz inhibitorii) etkinliginin finasteride (tip 2 5-alfa rediiktaz
inhibitorii) kiyasla daha istliin olacagina dair bir argiman gelistirmelerine yol a¢mistir

(Mitsiades ve ark., 2012).

Son zamanlarda, 5-alfa rediiktaz inhibitorleri ile yapilan klinik deneme sonuglarini
aciklamaya yonelik laboratuvar c¢alismalar1 yapilmistir. Prostat kanseri olan ve
prostatektomi Oncesinde dort ay boyunca iki farkli dutasterid dozundan biriyle tedavi
edilen erkeklerden alinan 6rnekleri kullanan Mostaghel ve ark., (Mostaghel ve ark., 2010),
normal prostat epitel hiicrelerini mikrodiseksiyon yontemiyle ayirmis ve androjenle
diizenlenen doksan genin ekspresyonunu analiz etmistir. Sonuglar, tedavi edilen 6rneklerin,
gen ekspresyon profillerine dayanarak yiiksek veya diisik AR gen aktivitesi gruplarina
ayrilabilecegini gostermistir. AR gen aktivitesi ile dutasteride tedavi yanit1 arasindaki iliski

heniiz netlesmemistir.
2.2.2.Mikrocevreye Bagh Asama (Endokrin-Parakrin Gecisi)

Endokrinle yonlendirilen prostat kanserinin (PCa) parakrinle yonlendirilen asamaya gegisi,
kanserin potansiyel olarak oliimcil bir sekilde ilerlemesine isaret eder. Yiiksek dereceli
prostat kanseri olan hastalar i¢in, androjen ablasyonu (gonadal androjenlerin tilkenmesi),
ornegin Lupron ile yapilan tedavi, yiiksek dereceli veya metastatik prostat kanserini inhibe
etmede 5-alfa rediiktazdan daha etkili olmustur (Kim ve ark., 2011). Ancak, androjen
ablasyonuna yanit, heterojendir. Baz1 hastalar tedaviye kars: siirdiiriilebilir baskilayici bir
etki gosterirken, digerleri birkac yil icinde tedaviye direncli hale gelir. Hastalik metastatik
asamaya ilerlediginde, prostat kanseri olan erkeklerin yalnizca bir kismi androjen
ablasyonu ile kanser lizerinde siirdiiriilebilir kontrol saglayabilir. Androjen ablasyonuna
yanitin bu heterojenligi, prostat kanserinin farkli evrelerinde AR sinyalizasyonunun
roliinde klinik ve biyolojik olarak anlamli bir fark oldugunu gostermektedir. Bu klinik
gozlemler, AR sinyalizasyonunun farkli mekanizmalarmin hastalarin  kategorize

edilmesinde dikkate alinmasi gerektigini 6nermektedir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Prostat kanseri ilerlemesi i¢in spiral model(Logothetis ve ark., 2013).

Prostat kanseri ilerlemesi i¢in spiral model Onerilmistir. Model, prostat kanseri
ilerlemesinde 3 ana asama Onermektedir (Logothetis ve ark., 2013). ilk faz, seklin sol
tarafindaki sar1 okla gosterildigi gibi, tiimoriin 5-a-rediiktaz inhibitorii tedavilerine yanit
verdigi DHT'ye bagimli fazdir. Timor artik 5-o-rediiktaz inhibitorlerine yanit
vermediginde, genis bir yukar1 okla isaretlendigi gibi, AR sinyal degisiklikleri, onkogen
aktivasyonu, timor baskilayici gen asagi regiilasyonu (gosterilmemistir) ve mikro gevre
degisiklikleri dahil olmak tlizere ¢ok sayida faktoriin timor ilerlemesini etkiledigi ilerleme
spiraline girer. Her bir “doniis”, hedeflenebilecek ongdriicii bir isaret(ler) ile tanimlanir.
Her bir spiraldeki aralik, tliimdrlerin belirli bir tedaviye yanit verme siiresini
yansitmaktadir. Tedaviye yanit olarak tiimorlerde meydana gelen adaptif degisiklikler

direnci agiklamakta ve tiimoriin ilerleme spiralinin bir sonraki donemecine



ilerlemesine yol acgarak tiimdrde ve mikrogevresinde ek degisikliklere isaret etmektedir. Bu
yeni “donemecteki” tiimorler, 6zellikle bu donemeci tanimlayan degistirilmis 6zellikleri
hedef alan farkli terapétikler gerektirecektir. Her bir doniisii yonlendiren biyolojiyi
yansitan belirtecler, ilerleme beklentisiyle zamaninda tedavi uygulamasina rehberlik etmek
icin kullanilabilir. Spiralden ¢ikis, AR, RB veya p53 kaybi, polo benzeri kinaz 1 (PLK1),
Aurora kinaz A (AURKA) yukar regiilasyonu ve MYCN amplifikasyonu dahil olmak
tizere bir dizi mutasyon ortaya ¢iktiginda gerceklesir. Bu asamada, prostat kanseri hiicreleri
artik mikrocevre tarafindan diizenlenmez ve seklin sag tarafindaki kirmizi okla gosterildigi
gibi timdr hiicresi otonom hale gelir. Spiraldeki doniisleri yonlendiren adaylari
etkileyebilecek hedefe yonelik tedaviler sekilde belirtilmistir. Spirale karsilik gelen olasi

hastalik agsamalar1 da belirtilmistir.

AR degisiklikleriyle iliskili olarak, onkogenlerin aktivasyonu ve tlimor baskilayici genlerin
kayb1 da 6nemli bir rol oynamaktadir (ShenveAbate, 2010; Gallick ve ark., 2012). PTEN
timor baskilayict geninin kaybi, PI3-kinaz/Akt yolunun aktivasyonu ile sonuglanarak,
prostat kanseri ilerlemesinin erken genetik degisikliklerinden biri olarak tespit edilmistir
(Deocampo ve ark., 2003). Yukarida bahsedilen birka¢c onkogen, ileri evre prostat
kanserinde yukar regiile olmustur (Gallick ve ark., 2012). ilging bir sekilde, androjen
tikenmesi, epitelden mezenkimal gecisle iliskili genlerin yukar1 regiilasyonuna yol
agmaktadir (Zhu veKyprianou, 2010). Bu durum kastrasyona direngli prostat kanserinde
mezenkimal kadherinlerin, 6rnegin N-kadherin (Jennbacken ve ark., 2010) veya kadherin-
11 (Lee ve ark., 2010) ekspresyonu ile gozlemlenmistir. Bu degisikliklerin kombinasyonu,

prostat kanserinin ilerlemesine ve metastaz yapmasina yol acar (Sekil 2.2).

Androjen yoksunluguna karst kazanilmis direng, tekrarlayan kanserin tercih edilen bolgesi
olan kemikte kanserin ilerlemesiyle ¢akigsmakta ve carpici organa 0Ozgili ilerlemeyi

yonlendiren spesifik bir kemik-epitelyal etkilesimin varligina isaret etmektedir (Sekil 2.2).

Bu gozlemler bir arada degerlendirildiginde, androjen ablasyonunun segici baskisi altinda,
prostat kanserlerinin gonadal steroid hormonlar1 tarafindan yonlendirilen endokrinle
yonlendirilen evreden, tiimér mikrogevresindeki faktorler tarafindan yonlendirilen
parakrinle yonlendirilen kanser evresine evrildigi ortaya c¢ikmaktadir. Prostat kanserinin
endokrinle parakrine gecisi, genellikle mevcut standart tedavi ile tedavi edilemeyen,

yayilmis kanserin varligini isaret etmektedir.
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Mikrogevreye bagli asama sirasinda, kanser ilerlemesi zaman i¢inde tiimdriin adaptasyonu
tarafindan sekillendirilir. Bu adaptasyonlar, mikrogevrenin tiimorleri degistirdigi ve
tiimorlerin de mikrogevreyi degistirdigi siirekli bir kotiiye gidis dongiisiinden olusur. Bu
seri degisiklikleri aciklamak i¢in "ilerleme sarmali" terimi Onerilmektedir (Sekil 2.2).
Kotliye gidis dongiilerini yonlendiren seri molekiiler mekanizmalar, sarmalin "doniigleri”
olarak yansir. Her bir doniis arasindaki aralik, "doniis aralig1", tlimoriin adaptasyon hizinm
yansitir. Her doniiste meydana gelebilecek pek cok degisiklik olsa da tlimdr ilerlemesini

yonlendirmede en kritik degisiklikleri, her doniisteki ana faktor olarak tanimlanmaktadir.

Prostat kanseri, farkli timorlerde ve tiimoriin ilerleme zamanlarinda farkli "stirtictiler" ile
heterojen oldugu i¢in, "doniigler" belirli tedavilere verilen yanitla tanimlanabilmektedir.
Ornegin, Cypl7 (bir steroid sentez enzimi) inhibitdrii olan abiraterona yamit veren bir
tiimdr, boyle bir doniisli temsil edebilir (Sekil 2.2). Tiimoriin abirateron tedavisine duyarl
oldugu siire, "doniis aralig1" olarak tanimlanir. Tiimdr artik androjen tiikenmesi tedavisine
yanit vermediginde, baska bir doniisiin gerceklestigini ve tiimoriin ilerleme sarmalinin
baska bir evresine gectigini gosterir; bu da timoérde ve mikrogevresinde ek degisikliklerin
meydana geldigini isaret eder. Bu yeni "sarmaldaki" tiimorler, bu evreyi tanimlayan
degistirilmis 6zellikleri hedefleyen farkli terapotikler gerektirir. Su anda, belirli hedefe
yonelik tedavilere yanitlarla tespit edilen erken "doniisler" belirlenmistir (Sekil 2.2).
Androjen reseptoriinii hedefleyen yeni antiandrojenlerin, prostat kanserinin ilk tedavisi
olarak erken evrelerde daha etkili oldugu i¢in, androjen biyosentezindeki degisiklikler ve
androjen reseptoriindeki degisiklikler, ilerleme sarmalinin ilk doniislerinin siiriiciileridir.
Sarmalin sonraki doniislerinin aday siiriiciileri belirlenmis olsada, bunlarin siralamasi hala
belirsizdir (golgelendirilmis alan, Sekil 2.2). Molekiiler degisikliklerin hedefe yonelik
ajanlarla miicadeleden Once ve sonra incelenmesi, hedefe yonelik tedavinin spiraldeki

belirli doniislere yonlendirilmesine yardimei olacak yollari netlestirecektir.
2.2.2.1.Mikrocevreye Bagh Asamanin Molekiiler Mekanizmalar

llerleme sarmali, AR ve tiimdr mikrogevresi araciligiyla gergeklesen sinyallemenin bir
kombinasyonu ile karakterizedir. AR sinyalizasyonu ile ilgili olarak, son ¢alismalar, AR'nin
"kastrasyon seviyesindeki" androjen diizeylerinde sinyallemeyi siirdiirebilmesi i¢in bir dizi
"kacis mekanizmasi" Onerilmistir (Attard ve ark., 2011; Efstathiou ve ark., 2012). Bu
kacis mekanizmalari, timor ilerlemesini yonlendirmede 6nemli bir rol oynar. Steroid

sentez enzimlerinin, Ornegin cypl7'nin yukar: diizenlenmesiyle androjenin intracrine
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(hiicrenin hiicre icinde etki eden bir faktoriin hiicresel iiretimiyle kendini uyarmasi)
tiretimi, endokrin androjen bagimliliindan intracrine androjen bagimlilifina gecisi baslatir
(Attard ve ark., 2011). Uzun siireli kastrasyondan sonra AR kopya sayisi siirekli olarak
artar (TaplinveBalk, 2004). Bu mekanizmalarin prostat kanserinin ilerlemesindeki rolii,
tiimdr tarafindan iretilen androjenleri tiikketen veya androjen reseptoriiniin fonksiyonunu
inhibe eden tedavi ajanlarinin, 6rnegin abirateron (de Bono ve ark., 2011) veya MDV3100
(Scher ve ark., 2012), klinik sonuglar1 iyilestirdigini gosteren son bir raporla kanitlanmistir
(Sekil 2). Ayrica, AR mutasyonlarinin, androjen disinda glukokortikoidlerin de AR'yi
aktive edebilmesi i¢in AR ligand spesifitesini genislettigi gosterilmistir (Zhao ve ark.,
2000). Kastrasyon direncine neden olan bir bagka mekanizma ise, AR ligand baglanma
bolgesinden yoksun olan ancak yine de sinyal iletebilen AR izoformlarinin (AR-Vs)
ekspresyonudur (Andersen ve ark., 2010). Onemli olarak, giderek daha fazla calisma, bu
AR-V'lerin ek genlerin transkripsiyonunu indiikledigini gostermektedir (Hu ve ark., 2009;
Sun ve ark., 2010). AR-V imzasi, mitozla iligkili birgok genin, 6zellikle de AR-V7
ekspresyonu ile korelasyon gdsteren UBE2C'nin ekspresyonunu igerir (Hu ve ark., 2012).
Bir¢ok grup, androjen bagimsiz prostat kanseri hiicrelerinde, androjen reseptoriiniin, AR'ye
bagimli prostat kanseri hiicrelerinden farkli olan ve oOzellikle mitotik hiicre dongiisii
genlerinin yukar1 diizenlenmesini i¢eren ayri bir transkripsiyonel programi diizenledigini
gostermistir (Cai ve ark., 2011; Wang ve ark., 2009). Androjenin tiikenmesi, ayrica, timor
hiicrelerinin migrasyon 6zelligini artiran ve tiimor hiicrelerinin kemik mikrogevresindeki
osteoblastlarla etkilesimini saglayan mezankimal hiicre adezyon molekiillerinin, N-
kadherin (Jennbacken ve ark., 2010; Tanaka ve ark., 2010) ve kadherin-11 (Lee ve ark.,

2010) ekspresyonunun artmasina yol actig1 bildirilmistir.

Boylece, androjen tiikenmeye devam ettik¢ce, AR sinyalizasyonu degisir ve metastaz ve
biiyiimeyi tesvik eden fonksiyonlari, diferansiyasyon fonksiyonlarina tercih eder (Cai ve
ark., 2011). Bu degisiklikler, nihayetinde ilerleme sarmalinin son asamasini, yani androjen

reseptoriinden yoksun, kotii diferansiye néroendokrin karsinomu isaret edebilir.

Ilerleme sarmalindaki 'doniislerdeki' degisiklikler yalnizca AR degisiklikleriyle degil, ayn
zamanda onkogenlerin aktivasyonu ve tiimdr mikrogevresindeki degisikliklerle de
belirlenir. Bu etkilesimlerin bir sonucu olarak bir¢ok onkogen aktive olur. Bu konu, Gallick
ve ark., (Gallick ve ark., 2012) tarafindan tartisilmistir, burada sadece birka¢ Ornek

verilmistir. Bu onkogenlerin ne zaman ve nasil aktive oldugu karmasiktir ve tam olarak
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anlagilmamigtir. Sarmaldaki doniiglerde rol oynayabilecek onkogen 6rnekleri arasinda Src,
IGF-1R, FGF-R, MET, Axl ve ACK bulunur. Sarmalin ilerleyen evrelerinde, androjen
tilkkenmesi nedeniyle Plk1, AURKA, UBEC2 ve MYCN'in ekspresyonu artar (Sekil 2.2).

Bu genler, hastaligin geg evrelerinde ilerlemeyi tetikleyebilir.

Onkogenlerin aktivasyonu ve androjen tilkenmesi bagimsiz islevler degildir. Ortaya ¢ikan
kanitlar, onkogenler ile AR arasinda iki yonli bir etkilesim oldugunu gostermektedir. AR
blokajina kars1 direng, Src aktivitesindeki artisla iliskilendirilmistir; bu durum, pSFK
ekspresyonu ile kanitlanmistir (Sekil 2.3).

Cyp17 AAR  Src

Cyp17 C
Apply abiraterone A B | Apply abiraterone Apply abiraterone
Cyp17 AAR | Src

Apply abiraterone
plus MDV3100

Sekil 2.3. Spiral modeli kullanan terapdtik tedavilerin olasi sonuglari (Logothetis ve ark., 2013).

Spiraldeki bir doniis, Ongoriicii bir marker’ 1n ifadesi veya degistirilmesi yoluyla
tanimlanir. Spiralde bir doniisii tanimlayan 6ngoriicli bir marker’ a dayali olarak terapotik
tedavinin ii¢ olas1 sonucu ortaya c¢ikabilir. Abirateron Ornek olarak kullanilmaktadir.
Abirateron uygulamasindan sonra, spiralde baska “doniis” meydana gelmez, bu da
tedavinin 1yilestirici olabilecegini disiindiiriir (A). B, donlis uzamis olabilir, bu da
abirateronun Cypl7'den {iretilen androjeni azaltmada etkili oldugunu diisiindiirmektedir.
Tedaviyi takiben, spiralde bir sonraki doniise yol agan tiimdr adaptasyonu meydana
gelebilir. Spiralin bu asamasinda dogru terapdtik ajanin basaril bir sekilde uygulanmasi bir

sonraki doniisii uzatacaktir. C, hedefe yonelik tedavi uygulamasinin olumlu bir terapotik
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etkisi yoktur. Bu sonu¢ tiimoriin hastaligin daha karmasik bir evresinde oldugunu

disiindiirmektedir (Logothetis ve ark., 2013).

Bu nedenle, Src ailesi proteinlerinin aktivasyonu, belirte¢ olarak kullanilabilir, ancak
mekanizma bilinmemektedir. Androjen tiikenmesinin MET ekspresyonunu artirdigi
gosterilmistir (Verras ve ark., 2007). Bu nedenle, bu durum, kastrasyona direngli prostat
kanserinde cabozantinib'in gosterdigi yanitla iliskilendirilebilir (Smith ve ark., 2013). Src,
Her2, AKT, ACK gibi onkogenlerin AR'y1 fosforile ettigi ve bunun AR'nin islevlerini
degistirebilecegi, ayn1 zamanda onkogen aktivasyonunu etkileyebilecegi gosterilmistir (Cai
ve ark.,, 2011). Bu degisikliklerin her biri, ilerleyici doniislere yol agan bagimsiz bir
“doniis”ii temsil edebilir veya birlikte ya da sirasiyla calisarak ilerleyici doniiglere yol
acabilir. Su an i¢in, tanimlanan AR degisikliklerinin prostat kanseri ilerlemesini nasil
etkiledigi hakkinda detayli bilgiye sahip olmadigimiz gibi, onkogen aktivasyonunun
zamant ve sirasit bilinmemektedir bu nedenle su anda "AR sinyal degisiklikleri" ve
"onkogen degisiklikleri"ni ilerleme sarmalindaki belirli doniislere atamak miimkiin degildir
(bu nedenle, Sekil 2.2'deki golgelenmis kutu belirsizligi temsil etmektedir). AR sinyal
bloklayicilar1 ve molekiiler hedefleme ajanlarinin kombinasyonu, hastalik durumundaki

kritik degisiklikleri temsil eden bu "doniisleri" tanimlamamiza olanak saglayacaktir.

"Dontigleri" belirleyen faktorlerin, onkogenin spesifikligi ve onkogen aktivasyonunun
siras1 tiimorler arasinda degisebilecegi i¢in, bireyler arasinda farkli olma olasilig1 yiiksektir.
Yinede, belirli bir onkogene karsi hedeflenmis tedavi basarili olursa, bu, hastanin o
onkogenin aktivasyonu tarafindan belirlenen belirli bir doniiste ne kadar siire kalacagini
uzatacaktir (Sekil 2.3). Sonrasinda, sarmaldaki belirli bir "donilise" giren hastalar igin

isaretleyicilerin belirlenmesi, muhtemelen gelecekteki tedavi secimini belirleyecektir.

Kastrasyon direncli prostat kanseri (CRPC) ilerlemesi, ayn1 zamanda tiimdr ¢evresinden
gelen parakrin faktorlere de baglidir. Chung'un grubu, diisiik tiimorojenik ve androjen yanit
veren LNCaP hiicrelerini insan kemik fibroblastlariyla birlikte inokiile ederek, kastrasyon
direngli C4-2 hiicre hattinin olusturulmasini1 saglamistir; bu da stromal hiicrelerin timor
hiicrelerinin 6zelliklerini degistirebildigini ve LNCaP hiicrelerini kastrasyon direngli hale
getirebildigini gostermektedir (Gleave ve ark., 1991; Thalmann ve ark., 2000). Timor
hiicresi-cevre etkilesimleri ¢ogunlukla parakrin faktorler tarafindan yonlendirilir. Prostat
kanseri hiicrelerinin, stromal hiicrelerin proliferasyonunu etkileyen ve tiimdr anjiogenezini

artiran BMP (Lee ve ark., 2011; Dai ve ark., 2004), VEGF (Kitagawa ve ark., 2005) veya
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FGF9 (Li ve ark., 2008) gibi faktorleri salgiladigini gdsterilmistir. Karsiliginda, timor ile
etkilestirilmis stromal hiicreler, tiimdr hiicresinin invazivligini, hayatta kalmasini veya
proliferasyonunu artiran osteonektin (Jacob ve ark., 1999; Chen ve ark., 2007) gibi
faktorler saglar. Kemik olusumunun yani sira, kemik iligindeki tiimor hiicrelerinin
proliferasyonu siklikla osteolitik bir yanit1 tetiklemektedir bu da RANKL (Chen ve ark.,
2006;Jung ve ark., 2004) ve Ntelopeptid (SaadveLipton, 2010) artisiyla yansimaktadir.
Artan kemik rezorpsiyonu, kemik matrisinden TGF beta salinimina yol agar (Oreffo ve
ark., 1981), bu da tliimor hiicrelerinin 6zelliklerini daha da degistirir. Bu kotli dongiiler,
ayn1 zamanda sarmaldaki "doniigleri" yonlendirmede dnemlidir. Ayrica hem tiimdr hem de
mikrogevre, tedavilerin se¢im baskist altinda uyum saglar ve bu tiir uyumlar, sarmaldaki
farkli fazlara gecgise yol acabilmektedir. Tim bu faktorlerin birlesimi, iki yonlii
etkilesimleri ¢ok diizeyli, cok boyutlu bir iletisime giiclendirir ve kotii bir dongliniin baska
bir Ornegini temsil eder. BoOylece AR sinyalizasyonundaki degisiklikler, onkogen
aktivasyonu ve ¢evresel faktorlerdeki degisikliklerin birlesimi, Sekil 2.2'de sunulan spiral

modele katkida bulunmaktadir.
2.2.3.Tiimor Hiicresi Otonom Evresi

Mikrogevreye bagh ilerleme sarmalindan ¢ikis, prostatta veya lenf nodlarinda biiyiik bir
tiimor kiitlesi ve serum PSA seviyelerinde belirgin bir artis olmadan visseral metastazlarin
ortaya ¢ikmasiyla kendini gosterir. Eger kemik metastazlar1 gelisirse, bunlar genellikle litik
kemik metastazlaridir. Bu bulgular, hizla ¢ogalan ve androjen bagimsiz hale gelen bir
kanserin ortaya ¢iktigin1 ve bu tiir bir kanserin farkli bir tedavi gerektirdigini gosterir.
Mikrogevreye bagli evreden farkli olarak, prostat kanseri kemoterapotik tedavilere,
Ozellikle doksorubisine yanit vererek timdér hacmini kiigiiltiir; bu da tiimoriin artik
mikrogevresi tarafindan diizenlenmedigini ve bu evreye “tiimor hiicresi otonom evresi”

denmektedir.

Bu formdaki prostat kanseri, diger kastrasyona direncgli prostat kanserlerinden, androjen
reseptorili ifade etmemesi ve/veya PSA salinimi yapmamasiyla ayirt edilebilir; dolayisiyla
biliylimesi ger¢ekten androjen bagimsizdir. "Tiimdr hiicresi otonom evresi'ndeki prostat
kanserinin klinik o6zellikleri, kiiclik hiicreli kanserleri taklit eder. Patolojik olarak, bu
kanserlerin ¢ogu bazi1 noéroendokrin 6zellikler gosterir ve saf formda néroendokrin prostat
kanseri (NEPC) veya kiigiik hiicreli prostat kanseri (SCPC) olarak adlandirilir
(Abrahamsson, 1999; Tetu ve ark., 1987). NEPC, de novo tani aninda nadirdir, ¢linki
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baslangigta prostat kanserlerinin %1'inden azi bu histolojik/morfolojik alt tipe sahiptir
(Humphrey, 2012). Ancak, NEPCnin en yaygin olarak hormon tedavisinin basarisiz
olmasindan sonra gelistigi gézlemlenmistir ve bu nedenle daha i1yi androjen deprivesi
tedavileri klinik olarak kullanildik¢a sikliginin artmasi neredeyse kesindir. Tiimoriin,
prostatin asinar adenokarsinomundan kiiciik hiicreli kanser 6zellikleri gosteren bir kansere
kadar morfolojik bir siireklilik gosterdigi belirtilmistir (Aparicio ve ark., 2011;Tzelepi ve
ark., 2012; Humphrey, 2012). TMPRSS2-ERG'in yeniden diizenlenmesi, NEPC'de
bulunur (Mosquera ve ark., 2009;Guo ve ark., 2012), bu da NEPC'nin prostat kanseri
adenokarsinomundan ilerledigini ek bir sekilde destekler. Bu bulgular, klinik gbzlemlerle
uyumludur. Cogu NEPC, prostat adenokarsinomunun ileri evresinde ani ve hizli bir
ilerleme sirasinda tespit edilmektedir. NEPC, bu nedenle prostat kanserinden kaynaklanan
oliimciilliigiin artan bir ylizdesinden sorumlu olmasi beklenmektedir; bu oran %30'a kadar

tahmin edilmektedir (Aparicio ve ark., 2011; Beltran ve ark., 2011).
2.2.3.1.Tiimor Hiicresi Otonom Asamasinin Molekiiler Mekanizmalari

“Tumor hiicresi otonom” asamasinin nasil ortaya ¢iktigi, yogun bir sekilde arastirilmakta
olup, hala netlik kazanmis degildir; ozellikle tiimériin nasil AR-negatif hiicrelerle
zenginlestigi de belirsizdir. Bu gecisin ayirt edici 6zelligi, RB kaybi ve p53’iin kayb1 veya
mutasyonu ile karakterizedir. Tiimor baskilayict genlerin kaybi, kromozomal instabiliteye
yol agarak AR kaybi1 dahil bircok genomik degisiklige neden olmaktadir. Tiimoérdeki AR-
negatif hiicrelerin varligi, ayn1 zamanda AR ifadesi diisiik oldugu bildirilen prostat kanseri
kok hiicrelerinin zenginlesmesinden kaynaklaniyor olabilir Qin ve ark., 2012). Beltran ve
ark., (Beltran ve ark., 2011), bu tiimérlerde MYCN amplifikasyonunun meydana geldigini

bulmus ve bu durum, kismen tiimoriin ndroendokrin 6zelliklerini a¢iklayabilir.

Genetik instabilitenin sonucu, hiicre dongiisii genlerini etkileyen ek degisikliklere yol acar;
ozellikle M evresi gegisiyle ilgili olanlar, bunlar arasinda aurora kinaz A (AURKA) ve
Polo benzeri kinaz (PLK 1) bulunur (Deeraksa ve ark., 2012). Wang ve ark., (Wang ve ark.,
2009), GO (Gene Ontology) analizine gore "hiicre dongiisii" (52 transkript) ve "mitotik
hiicre dongiisii" (24 transkript) ifadelerinin en fazla diizenlenen transkriptler oldugunu
gostermistir. AURKA, PLK1, UBE2C ve MYCN, potansiyel belirte¢ drneklerindendir.
AURKA, mitoz baglangicin1 diizenler ve mitotik ig aparatinin olusumunu saglayarak
kromozom ayrimini etkilemektedir (Mosquera ve ark., 2013). MYCN amplifikasyonu
siklikla AURKA amplifikasyonu ile iligkilidir. Ayrica, Otto ve ark., (Otto ve ark., 2004)
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AURKA'nin MYCN’i stabilize ettigini de gostermistir.

Prostat kanserinde M Asamasi'nin bir diger diizenleyicisi olan PLK1, mitoz baglangicini,
sentrozomun olgunlasmasini, ig kontrol noktasi aktivitesi, Anafaz- Promotér Kompleksi
(APC) aktivasyonunu yonetir ve nihayetinde sitokinezin baslamasiyla M asamasindan
cikist saglar (Lens ve ark., 2010). PLKI, prostat kanserinde asir1 ekspresyon gosterir ve
yiiksek dereceli tiimorlerde bu ekspresyon daha yiiksektir (Weichert ve ark., 2004). PTEN
kaybi, PLK1'in artmasina yol acar (Liu ve ark., 2011). Son zamanlarda Deeraksa ve
arkadaslar1 (Deeraksa ve ark., 2012), androjen-bagimsiz LNCaP hiicrelerinde PLK1
ekspresyonunun arttigin1 gostermistir. Onemli bir sekilde, bu hiicreler, PLK inhibitérii

BI2536 ile nekroptozis gegirerek yanit verirler (Deeraksa ve ark., 2012).
2.3.Prostat kanserinde Dosetaksel

Prostat kanseri genellikle erken evrelerde teshis edilmektedir fakat bazi hastalarda
radyoterapi ve cerrahi ile yapilan lokal tedaviden sonra metastaz gelisebilmektedir.
1940'lardan beri ileri evre prostat kanserinin ilk tedavi ydntemi androjen yoksunluk
tedavisini (ADT) icermektedir (Huggins ve Hodges, 1941). Hastalarin %90'idan fazlasi
baslangigcta androjen yoksunluk tedavisine (ADT) yanit vermesine ragmen hastalik
kaciilmaz olarak 'kastrasyona direncli' olarak adlandirilan bir duruma evrilmektedir. ADT
ile tedavi edilen metastatik hormona duyarli prostat kanseri (mHSPC) hastalarinin medyan
genel sagkalim siiresi yaklasik 49 ay olmaktadir (Tangen ve ark., 2012). On yili askin bir
stire Once, doketakselin kastrasyona direngli prostat kanseri (CRPC) tedavisinde sagkalim
tizerine anlamli bir fayda sagladigi gosterilmistir (Tannock ve ark., 2004). Metastatik
CRPC (mCRPC) evresinde gergeklestirilen TAX- 327 caligmasinda, doketakselin her 3
haftada bir uygulanmas1 (D3P) ile mitoksantrona (MP) kiyasla sagkalim avantajinin, uzun

donem takip verileriyle de siirdiigii belirlenmistir (p = 0.004).

D3P kolunda medyan genel sagkalim (OS) 19.2 ay [%95 giiven aralig1 (GA), 17.5-21.3
ay], MP kolunda ise 16.3 ay (%95 GA, 14.3-17.9 ay) olarak bulunmustur. Ug y1l yasayan
hasta oran1 D3P kolunda (%18.6), MP koluna (%13.5) kiyasla daha yiiksek bulunmustur
(Dominik ve ark., 2008). Ancak potansiyel toksisitesi nedeniyle, doketaksel tedavisi
androjen yoksunluk tedavisi (ADT) sonrasinda hastaligi ilerleyen ve hastalik
progresyonuna bagli semptomlar gosteren metastatik CRPC (mCRPC) hastalariyla
sinirlandirilmistir. Taksanlarin (taxanes) etki mekanizmasi tam olarak anlagilamamis olsa

da etkinliklerinin bir kismi1 prostat kanseri hiicrelerinde androjen sinyalizasyonu ile hem
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sitoplazmik hem de niikleer diizeyde etkilesimlerinden kaynaklanmaktadir. Bu durum
androjen yanitli gen ekspresyonunun transkripsiyonel diizenleyicilerini etkilemektedir
(Fitzpatrick ve De Wit., 2014). Fakat taksanlarin antitiimor etkisinin bir kismi androjen
bagimli bir mekanizmadan kaynaklanmayabilir. Son yillarda, 6zellikle yiiksek verimli
molekiiler profilleme calismalariin katkisiyla molekiiler diizeydeki bilgi birikiminin
artmasi, kanserin homojen bir hastalik olmadig1; aksine biyolojik olarak heterojen bir yap1
sergiledigi gercegini ortaya koymustur. Prostat kanserinin de hem androjen bagimli hem de
bagimsiz hiicre klonlarinin bir arada bulundugu heterojen bir hastalik oldugu géz 6niinde
bulunduruldugunda farkli tiimér hiicre popiilasyonlarina erken evrede etki edebilecek
ilaglarin kombinasyon halinde kullanilmasi, tedaviye direng gelisimini énlemek agisindan

rasyonel bir yaklasim olarak degerlendirilmektedir.

Prostat kanseri, malign fazin baslangicindan itibaren androjen bagimli hiicrelerin
cogunlugunun diger androjen bagimsiz hiicrelerle bir arada bulundugu heterojen bir
hastaliktir (Beltran ve ark., 2011). Androjen yoksunluk tedavisi (ADT), klasik olarak ileri
evre prostat kanseri i¢in en etkili tedavi yontemi olmustur. ADT, yaklasik 2 yil civarinda
bir medyan progresyonsuz sagkalim stiresi ile iligkilidir; fakat bu sonuclar kismen hastanin
timor yiikiine bagh olarak degisiklik gostermektedir. Doketaksel, metastatik kastrasyona
direngli prostat kanseri (mCRPC) hastalarinda sagkalim siiresini artirdigr gosterilmis
olmakla birlikte mitoksantron ile karsilastirildiginda medyan genel sagkalimda (OS) elde
edilen fayda yalnizca birka¢ ay ile siirli kalmistir. Yakin zamana kadar, dosetaksel ile

tedavi ADT sonrasi ilerleme gosteren mCRPC hastalarina indirgenmistir.

GETUG-AFU 15, CHAARTED (Chemo-Hormonal Therapy Versus Androgen Ablation
Randomized Trial for Extensive Disease in Prostate Cancer; CHAARTED) ve
STAMPEDE (The Systemic Therapy in Advancing or Metastatic Prostate Cancer:
Evaluation of Drug Efficacy STAMPEDE), ileri evre hormon duyarlili§1 senaryosunda
kemoterapinin roliinii aydinlatmayr amaglayan en yeni li¢ akademik klinik ¢aligsmadir.
GETUG-AFU 15, OS'de fayda gostermeyi basaramamis olsada, CHAARTED ve
STAMPEDE calismalarindan elde edilen sonuclar, dosetaksel kullanimini kastrat direnci
ortamindan ayirmis ve sadece dosetaksel ile OS'de daha once hi¢ goriilmemis biiylik bir
fayda gostermistir. Bununla birlikte, CHAARTED c¢alismasinin bazi tartismali yonleri
bulunmaktadir; bunlar arasinda yliksek ve diisiik hacimli metastatik hastalik i¢in belirlenen

kriterler, her iki hasta tiiriiniin de ¢alismaya dahil edilmesi ve her tiir hasta grubunun
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calismaya dahil edilmesindeki oranin keyfi bir sekilde belirlenmesi sayilabilmektedir.
Ancak CHAARTED c¢alismasinda gozlemlenen faydanin biiyiikliigii goz ardi edilemez. Bu
tartisma, STAMPEDE calismasinin sonuglarinin ardindan bir 6lgiide ¢6ziime kavusmustur.
STAMPEDE, su ana kadar yapilan en biiylik prostat kanseri ¢alismasi olup, 6000'den fazla
hastay1 icermektedir ve dahil etme kriterlerini yiiksek riskli hastaliklar1 da kapsayacak
sekilde genigletmistir. Doketakselin ADT'ye eklenmesiyle elde edilen sagkalim faydasi,
Ozellikle metastatik evrede, daha once hi¢ goriilmemistir. Her iki ¢calismada da alti dongii
doketaksel tedavisi iyi bir sekilde tolere edilmistir. Siddetli yan etkiler yalnizca az sayida
hastada goriilmiis ve neredeyse tiim hastalar alt1 dongii tedaviyi tamamlamistir. Bu sayede

elde edilen fayda, bu tedavi yaklagiminin potansiyel toksisitesini agsmuistir.

Diistik hacimli CHAARTED alt grubunun uzun doénem sonuglari hala bilinmemekle
birlikte ve GETUG-AFU 15 calismasinin anlamli olmayan sonuglarina ragmen,
CHAARTED ve STAMPEDE c¢aligmalarinin etkileyici bulgulari, mevcut paradigma
degisikligini teyit etmekte ve yeni bir tedavi standardi olusturmaktadir. Ayrica bu ii¢
calismanin sistematik analizi, dosetoksolin hormon duyarli ve metastatik evredeki
kullanimina dair tutarl veriler sunmaktadir. CHAARTED c¢alismasindaki diistik hacimli alt
grupta medyan genel sagkalim (OS) heniiz elde edilmemis olsa da veriler genellikle tutarli
bulunmustur. Bunun yani sira Avrupa Tibbi Onkoloji Dernegi (ESMO) kilavuzlar (Parker
ve ark., 2015) ve Avrupa Uroloji Dernegi (EAU) kilavuzlar1 (Mottet ve ark., 2016),
kemoterapi alabilecek kadar fit olan erkek hastalarda, metastatik ve hormon-naif hastalik
icin ADT art1 doketakselin birinci basamak tedavi olarak kullanilmasini 6nermektedir. Tiim
bu nedenlerle yakin zamanda metastatik hastalik tanis1 almis hastalara, sagkalim sanslarini
artirmak amaciyla hormon tedavileriyle birlikte alti dongii dosetaksel tedavisi verilmelidir.
Bu faydayr saglayan mekanizmanin belirlenmesi, ele alinmasi gereken daha zor bir
sorudur. Bu sorunun bazi cevaplari, STAMPEDE gibi yenilik¢i tasarima sahip klinik
calismalarla elde edilecek ve bu ¢alismalar bilgimizi ilerletmek ve dolayisiyla bu hastaligin

tedavisinde 6nemli adimlar atmamiza yardimci olacaktir.
2.4.Glikoz ve Tasiyicilarimin Kanserdeki Rolii

SGLT2, bobreklerin proksimal tiibiiliinde eksprese edilir ve siiziilen glukozun geri
kazaniminda gorev alir. Glukozun glomeriiler filtrattan geri emilimi SGLT2 araciligiyla
saglanmakta olup, bu siire¢ insiilin etkisinden bagimsizdir. Bobreklerde filtrelenen

glukozun yaklasik %901, proksimal kivrimli tiibiiliin ilk segmenti (S1) boyunca SGLT2
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tarafindan reabsorbe edilirken, kalan %10’luk kismi ise distal segment (S3) diizeyinde
SGLT1 aracilifiyla reabsorbe edilmektedir. Glukoz tastyicilari (GLUT'ler) ise diger 6nemli
glukoz tasiyict proteinlerdir ve solut tasiyict ailesi 2 (SLC2A) genleri tarafindan
kodlanmaktadir. GLUT'ler, glukozun konsantrasyon gradyani dogrultusunda hiicre
membranina pasif diflizyon yoluyla girisini saglayarak her iki tarafin dengeye ulagsmasina
kadar iglev goriirler. Proksimal kivrimli tiibiilde, glukozun tekrar dolasima
kazandirilmasinda GLUT1 ve GLUT2 rol oynamaktadir (Ghezzi ve ark., 2018). GLUT
asir1 ekspresyonu, prostat kanseri ve diger tiimorlerde kapsamli bir sekilde aragtirilmistir.
Ayrica, hipoksiye duyarli faktor 1 (HIF-1) ekspresyonundaki artis, GLUT1 ve GLUT3'iin
ekspresyonunu artirarak glukoz alimini yiikseltmekte ve glukozun glikoliz yoluna
yonlendirilmesine neden olmaktadir (SchitoveSemenza, 2016; Vaupel, 2004). Bu
baglamda, tiimor hiicrelerinde glukoz metabolizmasinin yeniden programlanmasi;
GLUT'lerin ve diger glikolitik enzimlerin hem ekspresyonunu hem de plazma membranina

translokasyonunu indiiklemektedir (Hay, 2016).

Enerji, hiicrelerin optimum biiylime ve ¢ogalmasi i¢in vazgecilmezdir. Genellikle normal
hiicreler enerji ihtiyacini trikarboksilik asit (TCA) dongiisiinden saglarken, kanser hiicreleri
biiyiik 6l¢iide glikolize bagimlidir (BurnsveManda, 2017). Bu nedenle, hiperglisemi kanser
hiicrelerine hayatta kalma ve ¢ogalma icin daha giiclii bir ortam sunar. Ayn1 zamanda,
yiiksek kan glukoz diizeyi, tiimér proteinlerinin ve DNA'nin sentezini kolaylastirarak
tiimor biliylimesini ve metastazi tesvik eder (Ramteke ve ark., 2019). Ayrica, hiperglisemi,
ileri glikasyon son friinlerinin (AGEs) olusumunu kolaylastirabilecek reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) iiretimi ile iliskilidir (Nowotny ve ark., 2015). ROS, geri doniisiimsiiz
DNA hasarina yol acarak genetik mutasyonlara neden olabilir. Bu siire¢, mitojenle aktive
olan protein (MAP) kinaz ve p21-aktive kinaz yolaklarinin aktivasyonu {izerinden timor
metastazina zemin hazirlar (Changve Pauklin, 2021). AGEs olusumu ise, genetik
mutasyonlart ve hiicresel evrimi tetikleyerek kanserin ileri evrelerine ilerlemesine neden
olabilecek kronik inflamasyon ile iligkilidir (Twarda-Clapa ve ark., 2022). Kronik
hiperinsiilinemi, seks hormon- baglayici globulin (SHBG) diizeylerini diisiiriir; bu durum,
Ostrojen ve testosteron gibi seks hormonlarinin serbest formda artmasina ve buna bagh
olarak postmenopozal meme kanseri ve prostat kanseri gibi hormon duyarl kanserlerin
gelisme riskinin artmasma neden olabilir (Park ve ark., 2020). Glukozun timor
hiicrelerinin ¢ogalmasi ve metastazi tizerindeki dogrudan etkisinin yani sira, artmis glukoz

diizeyleri inflamatuar bir durumu da tetikleyerek tiimdr mikrogevresini degistirebilir ve
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interlokin-6 (IL-6), timor nekroz faktorii-alfa (TNF-a) ve vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii (VEGF) gibi sitokinlerin asirt iiretimine yol agabilir (Al-Mansoori ve ark., 2022).
Kronik inflamasyonun tetikledigi bu sitokin ortamindaki degisim, timor gelisimi ve
ilerlemesi i¢in temel bir asama olusturabilir. Dolayisiyla, artmis glukoz diizeyi veya

diyabet, kanserin gelisiminde etkili bir 6nciil rol iistlenmektedir.
2.5.Kanser Hiicreleri/Dokularinda SGLT2 Ekspresyonu

SGLT2'nin ekspresyonu ve kanserle olan olas1 iligkisi ilk olarak Ishikawa ve arkadaglari
tarafindan bildirilmistir. Bu arastirmada, metastatik akciger kanserinin karaciger ve lenf
diigiimlerinde SGLT2'nin anlamli diizeyde eksprese edildigi bulunmustur. Bu sonuglar,
SGLT2'nin akciger kanseri metastazinda glukoz aliminda kritik bir rol oynayabilecegi
yoniinde 6n bir ¢ikarima yol agmistir (Ishikawa ve ark., 2001). Sonrasinda Scafoglio ve
arkadaslarinin yaptigr ¢igir agict calisma, tiimorlerde SGLT2'min fonksiyonel olarak
eksprese edildigini ortaya koymus ve SGLT2 inhibitorleri {izerine yeni arastirma
olanaklarinin oniinii agmistir (Scafoglio ve ark., 2015). Bu arastirma grubu, pankreas ve
prostat adenokarsinomlarinda SGLT2 ekspresyonunu ilk kez gostermistir. Calismada,
SGLT'ye 0zgli radyoaktif glukoz analogu olan o-metil-4-deoksi-4- [18F] floro-D-
glukopiranozid (Me4FDG) kullanilarak timoérlerde glukoz alimi gdzlemlenmistir. En
onemlisi, SGLT2 inhibitorleri (dapagliflozin ve kanagliflozin) ile yapilan tedavinin timor
biliylimesini azalttigi ve tiimor nekrozunu indiikledigi bulunmustur (Scafoglio ve ark.,
2015). Acik hiicreli renal hiicreli karsinomda ise artmis SGLT2 ekspresyonunun koti
prognoz ve genel sagkalim oranlarinda azalma ile iligkili oldugu gdsterilmistir (Kobayashi

ve ark., 2019).

Baska bir gilincel calismada, kanserli dokularda SGLT2'nin varligi kamitlanmistir. Bu
calismada, insan pankreas ve prostat adenokarsinomlarinda, hem in vitro Me4FDG alim
testleri hem de immiinositokimya yontemleriyle SGLT2 varligi dogrulanmistir. Aym
tastyicinin ekspresyonu, fare modellerinde de Me4FDG mikro-PET (pozitron emisyon
tomografisi), ex vivo otoradyografi ve immiinositokimya analizleri ile gosterilmistir.
Ayrica, yliksek dereceli glioblastoma hastalarinda da Me4FDG aliminin gerceklestigi
gosterilmistir  (Wright, 2020). Bu bulgular, tiimorlerde SGLT2 tasiyicisinin asiri
ekspresyonunun, spesifik SGLT2 inhibitorleri ile hedefe yonelik tedavi i¢in potansiyel bir

alan sundugunu diistindiirmektedir.
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2-FDG'in GLUT tastyicilarina 6zgii olmast [SGLT2 i¢in Km > 300 mM, 37 °C’de]
nedeniyle, SGLT'lere 6zgii yeni bir izleyici gelistirilmistir [Km < 6 mM]: a-metil-4- [18F]-
4-deoksi-D-glukopiranoz (Me4FDG). 2-FDG'den farkli olarak, Me4FDG kan- beyin
bariyerini gecemez, SGLT nin aktif tasima mekanizmasi ile hiicre i¢inde birikir ve idrarla
atilmaz. Me4FDG PET goriintiilleme yontemi, ameliyat sirasinda ¢ikarilan insan timor
orneklerinde kullanilmis ve pankreas ile prostat adenokarsinomlarinda Me4FDG alimina
iliskin sicak bolgeler (hot spots) ortaya konmustur. NSG ksenogreft fare modeli, Me4FDG
birikimi yoluyla farelerdeki pankreas ve prostat hiicre hatlarinin (ASPC1/PC-3)
timdrlerinin  canli  bolgelerinde in vivo boyanmayr gostermistir. Ayrica, SGLT
immiinohistokimyasi, hiicre membranlar1 boyunca belirgin SGLT2 boyanmasint ve daha
hafif diizeyde SGLT1 boyanmasini ortaya koymustur; ancak SGLT1 boyanmasinin
yalnizca hiicre ¢ekirdeginde oldugu gézlemlenmistir (Wright, 2020).

2.6.SGLT?2 inhibitorlerinin Ozellikleri

SGLT?2 inhibitorleri, ortak bir etki mekanizmasi ve farmakodinamik profile sahip olmakla
birlikte, 6zellikle SGLT2/SGLT1 afinitesi, yar1 omiirleri (t; /; ) ve biyoyararlanimlar1 (F)
gibi farmakokinetik o6zellikler agisindan farklilik gdstermektedir (Tablo 2.1). En son
onaylanan ajan olan bexagliflozin, %90’dan fazla plazma proteinlerine bagldir, yaklasik
%78 biyoyararlanima sahiptir ve yar1 omrii 12 saattir. Bexagliflozin esas olarak uridin 5'-
difosfo-glukuronosiltransferaz 1A9 (UGT1A9) enzimiyle glukuronidasyon yoluyla, daha
az oranda ise sitokrom P450 3A (CYP3A) tarafindan metabolize edilir ve baslica
metaboliti 3’-O-glukuroniddir (U.S. Food and Drug Administration, 2023). Canagliflozin
de yiiksek oranda plazma proteinlerine baglidir (%99) ve biyoyararlanimi ile yar1 dmrii
strastyla %65 ve 12 saattir. Bu ilag, sitokrom P450 3A4 (CYP3A4) tarafindan metabolize
edilir. Dapagliflozin, %93 oraninda plazma proteinlerine baghdir ve biyoyararlanimi
%78'dir; yar1 Omrii yaklasik 8-12 saat olup, UGT1A9 araciligiyla dapagliflozin-3-O-
glukuronid formunda viicuttan atilir. Empagliflozin %86 oraninda plazma proteinlerine
baghdir ve %90 biyoyararlanima sahiptir. Yar1i Omrii yaklagik 14-18 saat olup,
glukuronidasyon yoluyla elimine edilir. Ertugliflozin ise %93 oraninda plazma
proteinlerine baglanir ve %100 biyoyararlanima sahiptir; yar1 omrii 16 saattir ve UGT1A9
ve UGT2B7 aracili O- glukuronidasyon yoluyla inaktif metabolitlere doniistiiriilerek
viicuttan atilir. Afiniteleri acisindan degerlendirildiginde, bu ajanlarin tiimii SGLT2'ye kars1

SGLT1'e kiyasla daha yiiksek bir secicilik gostermektedir. Tofogliflozin, SGLT2 i¢in en
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yiiksek secicilige sahip ajandir; SGLT2:SGLT1 baglanma orani, canagliflozine kiyasla 18
kat daha fazla olup, sirasiyla 2912:1 ve 155:1’dir. Canagliflozin, en diigiik oral
biyoyararlanima sahipken (F = %68), ertugliflozin 15 mg dozunda en yiiksek
biyoyararlannoma (F = 1) sahiptir. Genel olarak bu ila¢ sinifi, albiimin gibi plazma
proteinlerine yliksek oranda baglanir, disk1 ve idrarla O-glukuronid metabolitleri seklinde

atilir ve benzer bir oral yan etki profiline sahiptir.

Canagliflozin, Amerika Birlesik Devletleri'nde onaylanan ilk ajan olup, bexagliflozin bu
siniftaki en son onaylanan ilactir. Bu ilaglar, osmotik dilirez yoluyla hemodinamik etki
gosterir, glukoz reabsorpsiyonunu azaltir, bobrek glukoz esiklerini diigiirlir ve idrarla
glukoz atilimini artirr. Idrarla glukoz atilimi, giinde 60-80 g artarak 240-320 kcal kaybina
yol acar ve bu da kilo kaybini1 destekler. Bu ajanlar, tip 2 diyabetli hastalarda ortalama
%0.6-0.8 oraninda hemoglobin Alc diizeyini diiiriir; glikoziiri ve sonrasinda gelisen
natriiirez, diyabetli ve diyabetsiz hastalarda kardiyoprotektif faydalar saglar, 6rnegin kalbin
hem 6n hem de son yiikiinii azaltarak, sempatik aktiviteyi baskilar. 45 denemenin meta-
analizi, monoterapi ile ortalama %0.79 HbAlc azalmasi, 1.7 kg viicut agirhigi kaybi
(~%2.4), kan basincinda 4/2 mmHg diisiisii ve serum HDL'de %06-9 artis oldugunu
gostermistir (Saisho, 2020).

Yan etkiler genellikle genital idrar yolu enfeksiyonlari, hipovolemi, bazi1 gastrointestinal
(GI) rahatsizliklar, kabizlik ve ditirez ile iligkilidir. Kadin hastalar, genital enfeksiyonlara
kars1 daha duyarli goriinmektedir (Saisho, 2020). Bu durum, EMPA-REG caligsmasinda
belirginlesmistir; burada empagliflozin tedavisi géren kadinlar, erkeklere kiyasla genital
enfeksiyonlar1 daha sik yasamislardir. Diger sik karsilagilan yan etkiler ise Fournier
gangreni ve diyabetik ketoasidozdu (Bersoft- Matcha ve ark., 2019; Danne ve ark., 2019).
Bersoff-Matcha ve arkadagslari, SGLT2 inhibitorii kullanimi ile Fournier gangreni arasinda
bir iliski bildirmistir ve alt1 y1l siiresince 55 vaka tespit etmislerdir (Danne ve ark., 2019).
Kan basincindaki azalma, bir¢ok tip 2 diyabetli hastada faydali olabilirken, hipovolemi bu
hastalar i¢in zorlayici olabilir. Bu nedenle, bu ilaglarin prospektiisiinde, tedaviye
baslamadan once ve tedavi sirasinda sivi durumu degerlendirilmesi gerektigine dair bir
uyar1 bulunmaktadir. Diyabetik ketoasidoz gelisimi agisindan onerilen mekanizma, insiilin
sekresyonundaki azalma ile birlikte yag asidi sentezinin artmasi ve bunun keton
cisimlerine doniismesidir. Canagliflozin, amputasyon riski nedeniyle kara kutu uyarisina

sahipken, ABD FDA's1 yeni klinik ¢aligmalarin detayli bir incelemesinin ardindan bu
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uyarty1 kaldirmistir.

Baslangicta, SGLT2 inhibitorlerinin kullaniminin, idrar yolunun siirekli olarak glikoziiriye

maruz kalmasi nedeniyle mesane kanseri riskini artirabilecegi endisesi vardi, bu da

ilaglarin potansiyel yeni uygulamalarini engelliyordu (Tang ve ark., 2017).

Ancak, randomize kontrollii ¢aligmalara dayanan son meta-analizler, SGLT2 inhibitorleri

ile tedavi edilen hastalarda, diger hipoglisemik ajanlar veya plasebolara kiyasla

maligniteler (tiim tiirler) veya Ozellikle mesane kanseri agisindan anlamli bir fark

olmadigimi ortaya koymustur. SGLT2 inhibitorlerinin yeni tiimér olusumlar iizerinde

onemli bir etkisi olmadigina dair ¢calismalar olmasina ragmen, ¢ogu arastirma birkag yil ile

siirl kaldigi i¢in daha uzun vadeli ¢alismalar yapilmalidir.

Tablo 2.1. SGLT?2 inhibitorlerinin Farmakokinetik ve Farmakodinamik Ozellikleri

fla¢ Ada SGLT2/1 Emilim Dagihm Metabolizma Eliminasy Yan Etkiler
Afinitesi on
Bexagliflo Belirlenm F: 78%, 93% bagli,  Glukuronidas T1/2:12  Kadin genital
zin emis PPT:2-4sa Vd:262L. yon (minor sa Klirens: mantar
CYP role) 19.1 L/sa  enfeksiyonla
Fekal atilim:r1, idrar yolu
51.1% enfeksiyonla r1
Idrar atilim: ve artan idrara
40.5% ¢ikma
Canagliflo 155:1  F: 65%, 99% Glukuronidas T1/2: 12 Genital mantar
zin PPT: 1-2sa bound, Vd:  yon (minor sa Klirens: enfeksiyonla 11
119L CYP role) 192 > %10
mL/min [kadinlar]),
Fekal atilim:idrar yolu
51.7% enfeksiyonla
Idrar r1, susuzluk,
atilim: 33% kabizlik,
hacim kaybi1
Dapagliflo 1242:1  F:78%, 91% bound Glukuronidas T1/2: 8-12 65 yas ve lizeri
zin PPT: 2 saat yon (minor saFekal ve eGFR 30-
CYP role) atilim: 21% 60
Idrar atilim: mL/dak aras1
75% olanlar igin
bobrek
ayarlamalari,
nazofarenjit,
idrar yolu
enfeksiyonla

11, sirt agrist
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Tablo 2.1. SGLT2 Inhibitdrlerinin Kanserle Miicadele Etkinlikleri (Devamu)

Empagliflozin 2680:1 F: 90% PPT:

1.5 h AUCSS: bound, Vd:

sa Klirens:

Glukuronidasy T1/2:14- 18 drar yolu

1870 10.6 L/sa enfeks1¥0nlar1
* (UTTI), tst
nmolsa/L Feka:)l atthm: o num yolu
41.2% Idrar enfeksiyonlar
atihm: (URTI),
54.4% ditirez, artralji,
(piyasaya
ciktiktan
sonra)
anjiyoddem ve
akut bobrek
yetmezligi
(AKI)
Ertugliflozin ~ 2235:1 F: 100% PPT: 93.6% Glukuronidasy T1/2:16.6  Kadin: Genital
1sa AUCSS: saKlirens: o qar
398 11.2 L/sa enfeksiyonlari
ng*sa/mL Feka:)l ajuhm: (>%10),
40.9% Idrar vajinal kasinti,
atlhr?: hacim kaybi,
50.2% idrar yolu
enfeksiyonlari
(UTI), bas
agrist  (HA),
(piyasaya
¢iktiktan
sonra)
Fournier
Gangreni
Ipragliﬂozin* 254:1 PPT: 2.6+ Belirlenmem Glukuronldasy T1/2:10.3 GI
1.3sa AUC 27, 1$ +1.6 bozukluklari
299 + 4622 Diisiik idrar (Gastrointestin
atilimi ~1% g1
bozukluklar)
Luseogliﬂozin 1770:1 Tmax 0.5 (05' Belirlenmem CYP aracili T1/2:10.4 Minimal yan
* 1.0) sa metabolizma * 0.832 sa etkiler, idrar
AUCinf(ng-sa/ yolu
mL) 2010 + enfeksiyonu
508 yok
(cogunlukla
erkek hastalar)
Tofogliﬂozin* 2912:1 AUCO-24 sa  Belirlenmem CYP aracili T1/2:3.98 Kan keton
(sa x ng/mL): 6ig metabolizma  * 0-52082  ¢isimeiklerind
740 + 1 680 (CYP2C18, e artis
Tmax (sa)
0.750 (0.50-
4.00)

Su anda ABD FDA tarafindan onaylanmamustir; Vd: Dagilim hacmi; UTI: Idrar yolu enfeksiyonu; URTI: Ust
solunum yolu enfeksiyonu; eGFR: Tahmin edilen glomertiler filtrasyon hizi; AKI: Akut bobrek hasari; AUC:
Egri altindaki alan; TBD: Belirlenecek; PPT: Pik plazma zamani. (Saisho, 2020;U.S. Food and Drug
Administration, 2023).
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2.7. SGLT2 Inhibitérlerinin Kanserlerdeki Mevcut Durumu
2.7.1.SGLT?2 Inhibitérlerinin Kanserlerdeki Antikanser Potansiyeli

Biriken kanitlar, SGLT2 inhibitorlerinin timdr hiicrelerini yok etmede etkili olabilecegini
bildirmistir. Bu ilaglarin anti-proliferatif etkisi, farkli in vitro ve in vivo modellerde
genellikle glukoz aliminin azaltilmasina baglanmistir (Tablo 2.2). Ayrica, SGLT2
inhibitorlerinin  malignitelerdeki olumlu sonuglari arasinda metabolik yeniden
programlama, iltthaplanmanin azalmasi1 ve oksidatif stresin diisiiriilmesi yer almaktadir

(Hendryx ve ark., 2022).

Tablo 2.2. SGLT?2 Inhibitorlerinin Kanserle Miicadele Etkinlikleri.

Tiimor Yeri Kanser Modeli SGLT2i Calisma Tipi Calisma Sonuclan
Miidahale icin
Meme MCF-7(insan) Canagliflozin in vitro Insan hiicresi
proliferasyonunun

inhibisyonu, klonojenik
hayatta kalma ve

koloni
olusumu
MCF-7(insan) Canagliflozin ve  in vitro/in  TUmor hacminde
Dapagliflozin vivo belirgin azalma;

Hiicre proliferasyonunu
gicli  bir sekilde

engelledi; Hiicre
dongiisiinde duraklama
ve
apoptozu tetikledi.
MCF-7(insan) Ipragliflozin in vitro Glukoz ve sodyum
giriginin inhibe
edilmesi; Mitozondrial
zarf
potansiyelinde
degisiklik.
SKBR3, BT- Canagliflozin in vitro Oksijen tiiketiminin ve
474, MCF- glutamin
7(insan) metabolizmasinin
inhibe edilmesi.
Karaciger Huh7, Canagliflozin in vitro Glukoz alimimin
HepG2(insan) inhibe edilmesi
Huh7, Hep3B Canagliflozin in vitro/in fB-katenin yolunun
vivo inhibe edilmesi
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Tablo 2.2. SGLT2 Inhibitorlerinin Kanserle Miicadele Etkinlikleri (Devamu)

Insanlar

Canagliflozin

Hasta
ornegi

Angiogenezis
baskilanmasi.

Huh7, Hep3B

Canagliflozin

n vitro

ATP sentaz F1 alt birimi
alfa
(mitokondriyal elektron
tasima
sistemi proteini)
diizeylerinin
diisiirtilmesi.

Pankreas

Capan-1, PANC-1

Canagliflozin

in
Vivo

vitro/in

Glukoz tastyici-1 ve
laktat dehidrogenaz
A'nin baskilanmas1

Tiroid

TPC-1,
BCPAP, Nthy-
ori-3-1

Canagliflozin

in
ViVO

vitro/in

Glukoz aliminin,
glikolizin ve
AKT/mTOR sinyal
yolunun inhibisyonu;
AMPK

aktivasyonunun artisi

Kemik

MNNG/HOS, MG-63,
143B,
U208, K7M2

Canagliflozin

in
VIVO

vitro/in

STING/IRF3/IFN-B
yolunun aktivasyonu
ve
AKT
fosforilasyonunun
baskilanmasi

Akciger

A549(insan)

Canagliflozin

in vitro

Hiicre dongiisi
ilerlemesinin inhibe
edilmesi

HCC827,
H1975

Canagliflozin

in vitro

EGFR kinazinin
inhibe edilmesi

Prostat

PC3

Canagliflozin

n vitro

Kompleks I destekli
mitokondriyal
solunumun inhibe
edilmesi

(Kaji ve ark., 2018; Kawaguchi ve ark., 2019)

Villani

ark., tarafindan yapilan bir

calismada,

canagliflozinin 5-30 uM

konsantrasyonlarinda, meme kanseri hiicrelerinin (MCF7) proliferasyonunu ve klonojenik

hayatta kalmay1 inhibe ettigi bildirilmistir (Villani ve ark.,

nihayetinde anti-lipogenik ve anti-proliferatif etkilerle

2016). Canagliflozinin,

sonuclanan mitokondriyal

kompleks-I'1 inhibe ettigi ve bunun da hiicresel solunumu bozarak adenosin monofosfat-

aktive protein kinaz (AMPK) aktivitesini 6nemli 6l¢iide artirdigr ortaya konmugstur (Villani
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ve ark., 2016). Zhou ve ark., ise, SGLT2 inhibitorlerinin, 6zellikle dapagliflozin ve
canagliflozinin, MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde AMPK aracili hiicre dongiisii
duraklatma ve apoptozu tesvik ettigini gostermistir (Zhou ve ark., 2020). Bu ajanlar,
oksidatif fosforilasyonu asagi diizenleyerek, hiicre i¢i ATP konsantrasyonunu diisiirerek ve
AMPK fosforilasyonunu doz bagimli bir sekilde yukar1 diizenleyerek mTOR engellemesini
tetiklemistir. Arastirmacilar, mTOR baskilanmasi yoluyla meme kanseri i¢in potansiyel bir
tedavi arayisindadir. Bu calismaya dayanarak, SGLT2 inhibitorlerinin hiicre dongiisii
duraklatmasin1t G1/GO fazinda ve apoptozu indirdigi bulunmustur (Zhou ve ark., 2020).
Baska bir calismada, Komatsu ve ark., ipragliflozinin MCF-7 hiicrelerinde doz bagimli
anti-proliferatif etkisini gostermistir (Komatsu ve ark., 2020). Bu anti-proliferatif etkinin,
hem glukoz hem de sodyum girisinin inhibisyonundan kaynaklandig1 ortaya konmustur.
Ayrica, ipragliflozinin, sodyum girisini engelleyerek hiicre zarinin ve mitokondriyal zarin
hiperpolarizasyonuna neden oldugu bildirilmistir (Komatsu ve ark., 2020). Papadopoli ve
ark., ise, canagliflozin ve dapagliflozinin SKBR3 ve BT-474 meme kanseri hiicrelerinin
proliferasyonunu engelledigini ve bu etkinin hiicre i¢i glukoz seviyesinden bagimsiz
oldugunu gostermistir (Papadopoli ve ark., 2021). Canagliflozin ayrica, glutamin
kullanimin1 bozarak hiicresel solunumu ve ATP iiretimini engellemis, bu da meme kanseri
hiicrelerinde bu ilaglarin anti-proliferatif etkisi i¢cin 6nemli bir mekanizma olarak kabul

edilmektedir (Papadopoli ve ark., 2021).

Li ve ark., canagliflozinin, SGLT-2 inhibisyonundan bagimsiz olarak, kii¢lik hiicre dis1
akciger kanserinde apoptoz indirdigini bildirmistir. Canagliflozin, EGFR TKIs’ine direngli
akciger kanseri hiicrelerinde L858R/T790M EGFR kinazinin kanser karsiti etkilerini
inhibe etmistir (Li ve ark., 2017). Yamamoto ve ark., tarafindan yapilan bir ¢alismada da
canagliflozinin akciger kanseri iizerindeki etkinligi desteklenmistir. Bu ¢alismada,
canagliflozin, A549 hiicrelerinin biiyiimesini doz bagiml bir sekilde zayiflatmis ve hiicre
dongiisii ilerlemesini engelleyerek A549 hiicrelerinin S fazina girisini inhibe etmistir
(Yamamoto ve ark., 2021). Wu ve ark., ise SGLT2 inhibitorlerinin osteosarkoma karsi da
faydali oldugunu gostermistir. Yapilan calismada, canagliflozinin osteosarkoma timor
biliyiimesini onemli O6l¢iide inhibe ettigi ve bununla birlikte in vivo olarak bagisiklik
hiicrelerinin infiltrasyonunu sagladigr bulunmustur (Wu ve ark., 2022). Bu ilag, STING
ekspresyonunu uyararak IRF3/IFN-B yolunu aktive etmis ve nihayetinde AKT
fosforilasyonunu baskilamigtir. Canagliflozin, STING agonisti 2030-cGAMP ile
kombinasyon halinde de sinerjik antitiimor etkiler gostermistir (Wu ve ark., 2022). Xu ve
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ark., ise canagliflozinin pankreas kanserinde olumlu bir sonug verdigini, bu ilacin Capan-1
ve PANC-1 hiicrelerinin biiyiimesini doz bagimli olarak baskiladigini géstermistir. Bu ilag
ayrica, nude farelerde PANC-1 kaynakli tiimorlerde %45.2 oraninda bir azalma saglamistir.
Canagliflozin, gemcitabinle kombinlendiginde, sadece gemcitabin tedavisiyle
karsilastirildiginda, Capan-1 ve PANC-1 hiicrelerinde daha yiiksek bir etkinlik gdstermistir.
Yazarlar, canagliflozinin antitimdr etkisinin glukoz tasiyici-1 ve laktat dehidrogenaz

A’daki azalmadan kaynaklandigini bildirmistir (Xu ve ark., 2020).

Wang ve ark., SGLT2'nin blokaj1 yoluyla tiroid kanseri hiicrelerinin in vitro ve in vivo
biliylimesini azalttiklarin1 ortaya koymuslardir (Wang ve ark., 2022). Bu calismada,
canagliflozin, glukoz alimin1 engelleyerek, glikoliz ve AKT/mTOR sinyal yolunun
aktivasyonunu baskilamis ve tiroid kanseri hiicrelerinde AMPK aktivasyonunu artirmistir.
Ayrica, ilag G1/S faz gecisini inhibe etmis ve apoptozu artirmistir (Wang ve ark., 2022).
Nakano ve ark., ise canagliflozinin hepatoseliiler karsinom (HCC) iizerindeki etkisini
metabolomik analiz ve mutlak kantifikasyon proteomikleri kullanarak incelemislerdir
(Nakano ve ark., 2020). Bu calismada, canagliflozinin, SGLT2 aracili glukoz girisinin
inhibisyonundan bagimsiz olarak, Hep3B ve Huh7 hiicrelerinin proliferasyonunu énemli
o6l¢iide inhibe ettigi bulunmustur (Nakano ve ark., 2020). Hung ve ark., canagliflozinin -
kateninin sitoplazmadan hiicre c¢ekirdegine gecisini engelledigini, bunun ise kismen
SGLT2'den bagimsiz oldugunu gostermistir (Hung ve ark., 2019). Aslinda, B-kateninin
proteazomal degradasyonu, protein fosfataz 2A (PP2A) aktivitesinin dogrudan
inhibisyonuyla ger¢eklesmistir (Hung ve ark., 2019). Bu arada, Kaji ve ark,,
canagliflozinin Huh7 ve HepG2 hiicrelerinin proliferasyonunu doz bagimli bir sekilde
inhibe ettigini ve hiicre i¢ci ATP seviyelerini 6nemli 6l¢iide azalttigini bildirmistir. Son
olarak, canagliflozin bu hiicrelerde kaspaz-3 aktivasyonu yoluyla apoptoz da indirmistir
(Kaji ve ark., 2018). Villani ve ark., ayrica, canagliflozinin, PC-3 prostat kanseri
hiicrelerinin hiicresel proliferasyonunu ve klonojenik hayatta kalmasini yalnizca ve iyonize
radyasyon ve doksorubisin ile kombinasyon halinde baskiladigini rapor etmistir. Mekanik
olarak, canagliflozin mitokondriyal kompleks-I tarafindan desteklenen solunumu diisiirmiis

ve AMPK fosforilasyonunu artirmistir (Villani ve ark., 2016).

Ilging bir sekilde, SGLT2 inhibitdrlerinin, glukozdan bagimsiz bir sekilde kanser karsiti
etkilerine katkida bulunabilecek bazi kanonik olmayan etkileri vardir. SGLT2 inhibitorleri,

anjiyotensin ifadesini azaltir ve plazma reninini artirarak osmotik dilirezisi tesvik eder
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(Ansary ve ark., 2019). Bu, kan basincinin diismesine ve idrarla sodyum atiliminin
artmasina yol agmaktadir (Yaribeygi ve ark., 2019). Ayrica, bu ilaclar, kalp yetmezligi olan
hastalarda mitokondrilerde sodyum iyonlarinin artmasina yol acan miyokardiyal Na+/H+
degisimini (NHE) inhibe eder. SGLT2 inhibitorleri ayrica miyokardiyal metabolizmay1
iyilestirmekle iligkilidir ve miyokardiyal oksijen arzini artirabilir, oksijen alimini artirabilir,
keton cisimlerini gii¢lendirebilir ve miyokardiyal metabolizma sirasinda glukozdan keton
kullannmina gegisi destekleyebilir (Hallow ve ark., 2018). SGLT2 inhibitorlerinin bu
Ozellikleri, kanser karsiti etkilerinde 6nemli roller oynayabilir. Benzer sekilde, SGLT2
inhibitorlerinin sempatolitik 6zellikleri, c¢esitli kanserlerde sempatik hiperaktiviteyi
azaltabilir. Balcioglu ve ark., dapagliflozinin, kardiyak otonomik noropatisi olan tip 2
diyabetli hastalarda kardiyak otonomik fonksiyonu iyilestirdigini gdstermistir (Balcioglu
ve ark.,, 2022). Lymperopoulos ve ark., tarafindan yapilan bagka bir caligmada ise
dapagliflozinin, diyabetik olmayan kalp yetmezligi hastalarinda bile sempatolizis yarattigi
ortaya konmustur. Bu calisma, dapagliflozinin kardiyovaskiiler faydasinin, kan sekeri
diisiiriicii etkisinden bagimsiz oldugunu desteklemektedir (Lymperopoulos ve ark., 2021).
Bu tiir bir sempatolitik etkinin, SGLT2 inhibitérii aracili kanser karsit1 etkilerinde dnemli
olabilecegi diisliniilmektedir, ¢iinkli ¢ok yakin bir rapor, timoér mikroortaminda [2-
adrenerjik sinyal iletiminin baskilanmasinin, ii¢li-negatif meme kanseri modelinde
doksorubisinin etkinligini artirdigin1 gostermistir (Chang ve ark., 2023). Antrasiklin
kemoterapisi, sempatik aktiviteyl tesvik etmis ve meme tiimorlerinde norepinefrin
konsantrasyonunu  artirmigtir.  Sempatetik  sinyal iletiminin  engellenmesi, fare
xenograftlarinda metastazin baskilanmasina yol agmistir (Chang ve ark., 2023). Bu
nedenle, SGLT2 inhibitorlerinin geleneksel kemoterapotiklerle desteklenmesinin, kanser
tedavisinde faydali olabilecegi ve SGLT2 inhibitorlerinin yalnizca tiimor hiicrelerinin ana
yakitt olan glukozu engellemekle kalmayip, ayni zamanda sempatik c¢iktiyr da

kisitlayabilecegi diistiniilebilir.
2.7.2.Kanser Karsit1 Etkinliklerin Molekiiler Mekanizmalari

Kanser semptomlarini hafifletmek, tiimoér boyutunu kiiciiltmek ve doniismiis hiicreleri
enerji kaynagindan yoksun birakmak i¢in daha etkili ve hedeflenmis terapdotikler
olusturmak, kanserin yeniden yapilandirilmis metabolizmasimin anlagilmasini gerektirir
(Sekil 2.4). Kanser hiicrelerinde mutasyona ugramis, degismis veya silinmis metabolik

enzimlerden yararlanmak, biyolojik enerjisini ve biiylimesini inhibe etme firsati sunar. Su
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an i¢in, SGLT2 inhibitdrlerinin tiimoér biiylimesini baskilayarak mekanizmalarina dair
raporlar siirl olsa da, birka¢ ¢alisma, glutamin metabolizmasinin baskilanmasi ve g¢esitli
sinyal iletim kaskadlariyla (6rnegin PI3K/AMPK) miidahalenin, bu ilaglarin kanser karsiti
etkilerinin ardinda kritik bir rol oynayabilecegini ortaya koymustur (Papadopoli ve ark.,
2021).

| SGLT 2 inhibitéra |

Hiperinsulineminin / \ \

tersine ¢evrilmesi J ATP

Metabolik degisim

o~ T AMPK Oksidatif
J Glukoz v LAKL, ¥ fosforilasyon Mitokondrial zar
alimi ¥ Glikoliz ¥ Erk  PI3K Yag asidi kararsizligini
¥ sentezi indiikler

J thé tsgrr\]tﬁi

cisimleri
1 B-oksidasyon

J B-katenin

JKanser hicresi
proliferasyonu 1 Apoptosis
ve buyimesi

Hicre déngisu
duraklatilmasi

Sekil 2.4. SGLT2 inhibitorlerinin kanser karsiti etkilerinin mekanizmalar1 (Papadopoli ve ark.,
2021).

Papadopoli ve ark., canagliflozin ve metformin kombinasyonunun, mitokondriyal
kompleks I (MCI) bloke ederek kanser hiicrelerinde sinerjik olarak artirilmis anti-
proliferatif etkiler gosterdigini belirtmislerdir (Papadopoli ve ark., 2021). Ancak, son
yapilan ¢aligmalar, canagliflozinin (SGLT ekspresyon seviyeleri ve glukoz
mevcudiyetinden bagimsiz olarak) glutamin dehidrojenazi (GLDH) araciligiyla glutamin
metabolizmasini inhibe ederek meme kanseri hiicrelerinde hiicresel solunum aktivitesini
azalttigim1 ortaya koymustur. Artmis GLDH aktivite seviyeleri, redoks homeostazinin
faydali bir sekilde diizenlenmesi yoluyla metabolik strese adaptasyon saglayarak
neoplastik proliferasyonu destekler, bu etkiler ise koti kanser prognozuyla iligkilidir

(Papadopoli ve ark., 2021).

Kanser hiicrelerinin gecirdigi metabolik yeniden yapilanma, ayni zamanda birkag
onkogenik sinyal yolunun asir1 ekspresyonu ile iligkilidir. Arastirmacilar, hepatoseliiler
(HEP2) kanser hiicrelerini tedavi etmek icin canagliflozin ve gama 1sm1 (y-IR)

kullanmiglardir. Cesitli sinyal yolunun (PI3K/AKT/GSK3-B/mTOR ve Wnt/B-Katenin) ve
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apoptoz belirteglerinin ekspresyon seviyelerini Ol¢miislerdir. Tedavi sonrasi diisiik
ekspresyon seviyeleri, timor ilerlemesi sirasinda metabolik yeniden yapilanma igin 6nemli
olan bu kaskad yolaklarda inhibe edici bir aktiviteyi ortaya koymustur (Abdel- Rafei ve
ark., 2021). Canagliflozin ve y-IR, glukoz alimin1 ve anaerobik glikolizi inhibe etmis ve
endoplazmik retikulum otofajisini indiiklemistir. Meme kanseri {izerine yapilan bir diger
calismada, canagliflozinin antineoplastik ve anti-proliferatif potansiyelinin, hiicresel ATP
seviyelerinin diismesi ve AMPK aktivasyonuna bagli oldugu bulunmustur (Lau ve ark.,
2021). Artan aktif AMPK, hiicresel protein sentezini ve proliferasyonu inhibe ederek hiicre
dongiisii duraklamasit ve G1 fazinda apoptoza yol agar. Artan AMPK aktivasyonu,
AKT/mTOR inhibisyonu ve baskilanmis siklin seviyeleri, canagliflozinle tedavi edilen

tiroid kanseri hiicrelerinde de kesfedilmistir (Wang ve ark., 2022).
2.7.3.Kanserde SGLT2 Inhibitorlerinin Klinik Kanitlari

SGLT2 inhibitdrlerinin kanser ajanlar1 olarak klinik basar1 potansiyeli, farkli klinik
denemelerde su anda degerlendirilmektedir. ClinicalTrials.gov'da “kanser, sodyum- glukoz
kotransporteri 2 inhibitdrleri” veya “kanser, SGLT2 inhibitorleri” anahtar kelimeleriyle
yapilan bir arama, insanlarla yapilan on calismay1 ortaya cikarmistir. Bunlardan tigii
gozlemsel nitelikte olup, yedisi ise miidahale g¢aligmasidir. Tamamlanan iki ¢alisma
disinda, yedi caligma hala katilimci toplamakta olup, bir ¢alisma ise Haziran 2023'e kadar
tamamlanmas1 planlanmaktadir. ilk insan pilot calismasi, 15 katilimciyla metastatik
pankreatik duktal adenokarsinomlu hastalarda dapagliflozin (standart bakimin yani sira)
tedavisinin tolerabilitesini ve etkinligini degerlendirmistir. Arastirma sonuglari, tedaviye
tolerans, plazma glukozu tiizerindeki etkiler, bilgisayarli tomografi ile Olciilen tiimor
blytikligiindeki degisiklikler ve tiimor nekrozu gibi parametreleri igermektedir.
Arastirmacilar, dapagliflozin tedavisinin, metabolik pleiotropik etkileri nedeniyle birinci
basamak kemoterapiye ek olarak etkili olacagi hipotezini 6ne siirmiislerdir (Washington
National Cancer Institute, 2023). Ikinci ¢alisma, Aralik 2021'de tamamlanmasi beklenen
bir faz 1b/2 miidahale ¢alismasidir ve ileri evre kat1 tiimorleri (memede, endometriyumda,
akcigerde, kolorektalde ve bas- boyun kanserleri) olan 60 katilimciyr serabelisib (PI3K
inhibitorii) ve canagliflozin kombinasyonu ile tedavi etmeyi amaglamaktadir. Caligma,
glukoz/insiilin  geri  bildirim  yolunun, PI3K inhibisyonunun etkinligini artirip
artirmayacagii incelemeyi hedeflemektedir. Birincil sonuglar, yan etki oranlari,

laboratuvar anormallikleri ve doz onaylarimi icerecekken, ikincil sonuclar serabelisib'in
Yy ¢ s Y
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farmakokinetik (PK) profiline yonelik olarak belirlenmistir (Cmax ve ark., 2023).

Su anda katilimer toplama asamasinda veya tamamlanma asamasinda olan ii¢ baska
deneme de dikkat g¢ekicidir. Bu denemeler, ila¢ secimi ve timor secimi agisindan bazi
ortiisen Ozelliklere sahiptir ve ileri evre meme kanseri tedavisinde dapagliflozin
(metforminle ya da metforminsiz) ile alpelisib ve fulvestrant kombinasyonunun etkinligini
degerlendirmeyi amaclamaktadir (Memorial Sloan Kettering Cancer Center, 2023;
Novartis Pharmaceuticals, 2023; Saint Luke’s Health System Novartis Pharmaceuticals,
2023). Birincil sonug, tiim derece hiperglisemi azalmasim1 degerlendirecekken, ikincil
sonuglar ilerlemesiz sagkalim, genel yanit orani ve klinik fayda oranini 6lgecektir. Diger
bir faz I miidahale ¢alismasi, pediatrik beyin tiimorleri olan katilimceilarla dapagliflozin ve
karmositin tedavisini aragtirmaktadir (Washington University School of Medicine
Children’s Discovery Institute, 2023). Yiiksek riskli lokalize prostat kanseri olan 24
katilimciyt igeren bir faz I miidahale denemesi, radikal prostatektomi Oncesi neoadjuvan
SGLT2 inhibisyonunun tolerabilitesini ve etkinligini degerlendirmeyi planlamaktadir.
Aragtirmacilar, dort haftalik dapagliflozin tedavisinin bu hastalarda giivenli ve etkili

olacagi hipotezini 6ne siirmiiglerdir (Washington University School of Medicine, 2023).

Siirli preklinik ¢alismalarin sonuglari, SGLT2 inhibitorlerinin bazi kanserlerin riskini
insanlarda azaltmadaki etkinligini gostermektedir. Park ve arkadaslari tarafindan yapilan
tamamlanmis bir faz 1b c¢alismast (2023), dapagliflozinin pankreatik duktal
adenokarsinomda tiimor baskilayic1 etkiler gosterdigini, yeni veya ciddi yan etki
gbézlemlenmedigini 6ne siirmiistiir (Park ve ark., 2023). Baska bir vaka raporu, tip 2
diyabet ve hepatoseliiler karsinomu olan bir hastada canagliflozinin roliinii arastirmistir.
Tedavi plani, radyo frekansi1 ablasyonu, transkateter arteriyel kemoembolizasyon ve
glimepirid ve metformin sonrasi glisemik kontrol i¢in SGLT2 inhibitdriinii icermektedir.
On hafta boyunca giinliik 100 mg canagliflozin kullanimi sonrasinda, serum alfa-
fetoprotein seviyeleri normale donmiis ve hepatoseliiler karsinomda regresyon
gorilmiistiir; timor boyanmasi negatiflesmistir (Kawaguchi ve ark., 2019). Bu sonuglar,
hastanin insiilin direncindeki iyilesme ve hepatoseliiler karsinomda anjiyogenezisin asagi

regiilasyonu ile iligkilendirilebilir (Lau ve ark., 2021).
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3.GEREC ve YONTEM

3.1.Reaktifler

Empagliflozin (#BD289522) BLD Pharm (Sanghay, Cin)'den temin edilmistir. Dosetaksel
(#ab141248) Abcam (Cambridge, Ingiltere)'den temin edilmistir. Besiyeri (RPMI)—1640
(#12633020), Dulbecco'nun fosfat tamponlu salin ¢ozeltisi (#14190-094) ve tripsin-EDTA
(#25200-056) Life Technologies, Inc. (Paisley, Ingiltere)' den temin edilmistir. Fetal sigir
serumu (#F9665) ve penisilin-streptomisin (#P4333) Sigma- Aldrich (St. Louis, MO,
ABD)'den temin edilmistir.

3.2.Hiicre Kiiltiiri

LNCaP ve DU-145 prostat kanseri hiicre hatlari, American Type Culture Collection
(ATCC)' den temin edilmistir. Her ikisi de %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1 penisilin-
streptomisin ile takviye edilmis RPMI-1640 ortaminda kiiltiirlendirilmistir. Tiim kiiltiirler,

%5 CO, iceren nemli bir atmosferde 37 °C'de inkiibe edilmistir.
3.3.Hiicre Canlihik Testi

LNCaP ve DU-145 hiicreleri, 96-well plaka icinde RPMI-1640 ortamimna %10 FBS
eklenerek her kuyuda 10000 hiicre olacak sekilde 24 saat siireyle inkiibe edilmistir.
Hiicreler, empagliflozin'in farkli konsantrasyonlar1 (75-600 uM), doketaksel (1, 25-80 uM)
veya her iki bilesigin kombinasyonlar1 (0, 4/65, 9/190, 18/180, 2, 5/300, 5/300, 10/300,
20/300 Dosetaksel (uM)/Empagliflozin (uM), LnCAP i¢in, 4/65, 8/130, 16/260, 1, 25/150,
2, 5/150, 5/150, 10/150 Dosetaksel (uM)/Empagliflozin (uM), Du-145 icin) ile 48 saat
siireyle tedavi edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, hiicre canliligt MTT testi kullanilarak
Olclilmiistiir. Her kuyucuga 5 mg/ml konsantrasyonda tetrazolium tuzu olan 3-(4, 5-
dimetiltiyazolil-2)-2, 5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) ¢ozeltisinden %10 eklenmis ve
plakalar, 37 °C’de 45 dakika daha inkiibe edilmistir. Optik yogunluk o6l¢iimleri, bir
multimodal mikroplaka okuyucu (SpectraMax® Molecular Devices) kullanilarak 562

nm’de gergeklestirilmistir. Hiicre canliligi, tedavi edilmemis kontroliin ortalama yiizdesi



olarak ifade edilmistir. IC50 degerleri, konsantrasyon-yanit egrilerinden hesaplanmistir.
3.4.Protein Ekstraksiyonu ve Western Blot Analizi

LNCaP ve DU-145 hiicreleri, T25 flasklara ekilmistir. Hiicreler %80-90 doluluk seviyesine
ulastiginda, LNCaP hiicreleri 380 uM empagliflozin, 18 uM doketaksel veya her ikisinin
kombinasyonu ile tedavi edilmistir, DU-145 hiicreleri ise 260 uM empagliflozin, 16 pM
doketaksel veya her ikisinin kombinasyonu ile tedavi edilmistir. Kontrol gruplari, ¢oziicii
ile tedavi edilmistir. Hiicreler, tedavinin iki zaman noktasinda (24 ve 48 saat) toplanmustur.
Tedavi sonrasinda hiicreler, proteaz ve fosfataz inhibitorleri igeren RIPA lizis tamponunda
toplanmis ve ardindan 12.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Protein
konsantrasyonlar, BCA Protein Assay Kit (ABP Biosciences, Maryland, ABD)
kullanilarak belirlenmistir. Her 6rnek i¢in 30 pg protein, %10 SDS-polikrilamid jeline
yiiklenmistir. Proteinler, Biorad™ trans-blot turbo transfer sistemi kullanilarak PVDF
membranlara (Nepenthe, Tiirkiye) transfer edilmistir. Membranlardaki spesifik olmayan
baglanma alanlari, TBS-T iginde %35 sigir serum albiimini ile bloke edilmistir. Blokajin
ardindan, membranlar 4 °C’de bir gece boyunca asagidaki primer antikorlarla inkiibe
edilmistir: fosfo Thr172-AMPKa (#2535; Cell Signaling Technology), fosfo Ser371 p70S6
K1 (#9208, Cell Signaling Technology), fosfo Ser473-Akt (#AF0016, Afnity Biosciences),
fosfo Thr246- PRAS40 (#AF2387, Afnity Biosciences) ve GAPDH (#E-AB-40337,
Elabscience). Yikama islemi sonrasi, membranlar 4 °C’de 2 saat siireyle horseradish
peroksidazla (HRP) konjuge edilmis tavsan anti-keci IgG sekonder antikorlar1 (#A53211,
AFG Bioscience) ile inkiibe edilmistir. Deneyler iicli olarak yapilmis ve sinyaller,
enhanced chemiluminescence (ECL) kiti (#SM801-0500, GeneDireX Inc., Tayvan)
kullanilarak ve ChemiDoc XRS Goriintiileme Sistemi ile tespit edilmistir. Bantlar, Imagel

yazilimi (National Institutes of Health, ABD) kullanilarak analiz edilmistir.
3.5.Istatistiksel Analiz

Sonuglar, ortalama =+ standart sapma (SD) olarak ifade edilmistir. Istatistiksel
degerlendirme, bir yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanilarak ve ardindan Bonferroni
post-test'i uygulanarak yapilmustir. Istatistiksel anlamlilik, P<0.05 diizeyinde belirlenmistir.
Tiim analizler, GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, ABD)

kullanilarak gerceklestirilmistir.
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4.BULGULAR

4.1.Empagliflozin’ in prostat kanseri hiicrelerinde hiicre proliferasyonu iizerine

dosetaksel ile sinerjistik etkisi

Oncelikle calismamizda empagliflozin ve dosetaksel’ in tek basina insan androjene
reseptor pozitif LnCAP ve androjen reseptér negatif DU-145 hiicrelerinde sitotoksik
etkileri degerlendirildi. Daha sonra empagliflozin ve dosetaksele 48 saat maruz kalma
sonrasinda hiicre canliligint %50 oraninda azaltmak i¢in gereken test bilesiklerinin
konsantrasyonu (IC50) degerlerini hesapladik. Empagliflozin ve dosetaksel her iki hiicrede

konsantrasyona bagli hiicre canliligin1 anlamli diizeyde azaltmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Empagliflozin ve dosetaksel’ in 48 saat tek basmna insan androjene reseptor pozitif
LnCAP ve androjen reseptor negatif DU-145 hiicrelerinde sitotoksik etkileri. n=4 48 saat
empagliflozin’ in LnCAP ve DU-145 inkiibasyonu sonrast IC50 degerleri sirasiyla 378, 6 uM ve
253 uM olarak hesaplandi. Ayn1 zamanda, 48 saat dosetaksel’ in LnCAP ve DU-145 inkiibasyonu
sonrast IC50 degerleri sirasiyla 17, 86 uM ve 15, 66 uM olarak hesaplandi.



Sonraki ¢alismamiz, empagliflozin’ in dosetaksel ile birlestirildiginde sinerjik etki
sergileyip sergileyemeyecegini belirlemeyi amaglamistir. Dosetaksel’in konsantrasyon
degisikliklerine yiiksek duyarlilifi goz oniine alinarak, LnCAP ve DU-145 prostat kanseri
hiicreleri, empagliflozin® in sabit bir konsantrasyonu ile ¢esitli dosetaksel
konsantrasyonlarina maruz birakildi. LnCAP hiicrelerinde 4, 5/95, 9/190, 18/380, 2, 5/300,
5/300, 10/300 ve 20/300 dosetaksel/empagliflozin kombinasyon konsantrasyonlari
uygulandi. DU-145 hiicrelerinde 4/65, 8/130, 16/260, 1, 25/150, 2, 5/150, 5/150 ve 10/150
kombinasyon konsantrasyonlar1 uygulandi. Her iki hiicrede de tiim kombinasyonlar hiicre

canliligin1 anlaml1 derecede azaltmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Dosetaksel Empagliflozin kombinasyonlarinin LnCAP ve DU-145 hiicre canlilig tizerine
etkisi. n=4

Sinerjistik etkileri degerlendirmek i¢in Chou ve Talalay (Chou, 2010) tarafindan belirlenen
yontem kullanildi ve burada kombinasyon indeksi (CI) degerleri hesaplandi (Sekil 4.3).
Chou-Talalay'in ortaya ¢ikan kombinasyon indeksi (CI) teoremi, ilag kombinasyonlarinda
katkisal etki (iki ilacin birlesik etkilerinin, bagimsiz olarak etki eden iki ilacin etkilerinin
toplamina esit oldugu durumu tanimlar CI =1), sinerjizm (tek fark., katkisal etkiden daha
biiylik bir kombinasyon etkisine sahip olmasidir CI <1) ve antagonizma (dogal olarak

ortaya ¢ikan sonucu engelleyen CI >1) i¢in nicel tanimlamalar sunar.
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KOMBINASYON INDEKSI

1 (SRR R S S

© Dosetaksel 4,5 uM/ Empagliflozin 95 uM
® Dosetaksel 9 pM/ Empagliflozin 190 pM

© Dosetaksel 18 uM/ Empagliflozin 380 pM
© Dosetaksel 2,5 uM/ Empagliflozin 300 pM
®Dosetaksel 5 pM/ Empaglifiozin 300 pM

@ Dosetaksel 20 pM/ Empagliflozin 300 pM
® Dosetaksel 20 pM/ Empaglifiozin 300 pM
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© Dosetaksel 4 uM/ Empaglifiozin 65 pM

® Dosetaksel 8 uM/ Empagliflozin 130 pM

© Dosetaksel 16 pM/ Empagliflozin 260 pM
@ Dosetaksel 1,25 uM/ Empagliflozin 150 pM
© Dosetaksel 2,5 uM/ Empagliflozin 150 uM
© Dosetaksel 5 uM/ Empagliflozin 150 pM

® Dosetaksel 10 uM/ Empagliflozin 150 pM

KOMBINASYON INDEKSI

Sekil 4.3. Farkli kombinasyon rejimlerinin kombinasyon indeks (CI)

Farkli kombinasyon rejimlerinin kombinasyon indeks (CI) grafigini gostermektedir.

Kesikli ¢izginin altinda ve iistiinde diisen degerler sirasiyla sinerjizm ve antagonizmay1

gosterir. Veriler, her biri ii¢ kez tekrarlanan deneylerden elde edilen ortalama degerler

+ standart sapma (SD) olarak sunulmustur (n = 3).

Kombinasyon indeksleri Tablo 4.1 de sunulan deney sonuc¢larimiza goére devam eden

deneylerde LnCAP hiicreleri ve DU-145 hiicreleri i¢in sirasiyla 18/380 (Dosetaksel pM/

Empagliflozin uM) ve 16/260 (Dosetaksel uM/ Empagliflozin uM) kombinasyonlari

kullanild1 (Tablo 4.3).

Tablo 4.1. Farkli kombinasyon rejimlerinde hesaplanan kombinasyon indeks degerleri.
Veriler, her biri li¢ kez tekrarlanan deneylerden elde edilen ortalama degerler + standart
sapma (SD) olarak sunulmustur (n = 3).

Dosetaksel pM/ . Dosetaksel pnM/ .
PR Kombinasyon PR Kombinasyon
Empagliflozin pM . . Empagliflozin pM . :
LnCAP indeksi DU-145 Indeksi
(C)) (C))

4,5/95 1,118 4/65 0,601

9/190 0, 664 8/130 0,923

18/380 0,397 16/260 0,541

2, 5/300 0,770 1, 25/150 3,903

5/300 0, 856 2,5/150 1,286

10/300 0, 547 5/150 0, 884

20/300 0, 386 10/150 1,052
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4.2.Empagliflozin’ in dosetaksel ile LnCAP ve DU-145 prostat kanseri hiicrelerinde
AKT/mTOR ve AMPK/mTOR sinyal yolag: iizerine sinerjistik etkisi

Dosetaksel, empagliflozin ve dosetaksel/empagliflozin kombinasyonu sirasiyla 18 uM,

380 uM ve 18 uM/380 uM konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat siireyle LnCAP hiicrelerine
uygulanmistir. Hiicrelerden elde edilen protein dziitlerinde AKT fosforilasyonu, PRAS40
fosforilasyonu, AMPK fosforilasyonu ve P70S6K fosforilasyonu diizeyleri western blot ile

analiz edilmistir.

LnCAP hiicrelerinde AMPK fosforilasyonu 48 saat Dosetaksel, Empagliflozin ve
dosetaksel/empagliflozin kombinasyonu ile anlamli derecede artmisti. AMPK
fosforilasyonun Empagliflozin uygulamasi ile zamana bagli olarak anlamli diizeyde arttigi
dikkat ¢cekmektedir. 24 saat empagliflozin uygulamasit AMPK diizeylerinde 1liml1 azalisa
neden olmustur. Diger yandan dosetaksel/empagliflozin kombinasyonu uygulamasi bu
ilaclarin tek basina uygulamalan ile kiyasla AMPK fosforilasyonunda daha fazla artisa

neden olmustur (Sekil 4.4).

Dosetaksel, Empagliflozin ve dosetaksel/empagliflozin kombinasyonunun 48 saat
uygulamada AKT fosforilasyonunu anlamli derecede azalttigi gosterilmistir. Ilaglarin tek
basina 24 saat uygulamalar1t AKT fosforilasyonunda anlamli bir degisime neden olmazken
dosetaksel/empagliflozin kombinasyonunu AKT fosforilasyonunu anlamli derecede

azaltmistir (Sekil 4.4).

AKT substrati olarak tanimlanan PRAS40, AKT fosforilasyonuna paralel olarak 6zellikle
48 saat Dosetaksel, Empagliflozin ve dosetaksel/empagliflozin kombinasyonunu ile
azalarak AKT fosforilasyonuna benzer patern sergilemistir. Yine 24 saat
dosetaksel/empagliflozin kombinasyonu uygulamast PRAS40 fosforilasyonunu anlamli

derecede azaltmistir (Sekil 4.4).

P70S6K mTOR tarafindan fosforillenen ve hiicre proliferasyonu ve metastazinda etkin rol
oynayan bir protein kinazdir. LnCAP hiicrelerinde P70S6K fosforilasyonu 6zellikle 48 saat
Dosetaksel, Empagliflozin ve dosetaksel/empagliflozin kombinasyonunu uygulamalari ile
anlamli derecede azalmistir. Bununla birlikte Ilaclarin tek basina 24 saat uygulamalari

P70S6K fosforilasyonunda anlamli bir degisime neden olmazken
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dosetaksel/empagliflozin kombinasyonunu P70S6K fosforilasyonunu anlamli derecede

azaltmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Dosetaksel, empagliflozin ve dosetaksel/empagliflozin kombinasyonunun sirasiyla 18
uM, 380 uM ve 18 uM/380 uM konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat siireyle LnCAP hiicrelerinde
AMPK, AKT, PRAS40 ve P70SK6 fosforilasyonlari iizerine etkileri. (n=3, *p<0, 05 kontrol grubu
ile kiyaslandiginda.)

Dosetaksel, empagliflozin ve dosetaksel/empagliflozin kombinasyonu sirasiyla 16 uM, 260
uM ve 16 uM/260 uM konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat siireyle DU-145 hiicrelerine
uygulanmigtir. Hiicrelerden elde edilen protein oOziitlerinde = AKT fosforilasyonu,
PRAS40 fosforilasyonu, AMPK fosforilasyonu ve P70S6K fosforilasyonu diizeyleri
western blot ile analiz edilmistir.
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DU-145 hiicrelerinde AMPK fosforilasyonu 48 saat Dosetaksel, Empagliflozin ve
dosetaksel/empagliflozin kombinasyonu ile anlamli derecede artmistir. 24 saat
Empagliflozin uygulamasi AMPK fosforilasyon diizeylerinde anlamli degisime neden
olamamustir. Ancak 24 saat dosetaksel ve Dosetaksel/Empagliflozin uygulamalart AMPK

fosforilasyonunu anlamli derecede artirmistir (Sekil 4.5).

DU-145 hiicrelerinde AKT fosforilasyonu ile PRAS40 fosforilasyonlari benzer paterne
sahiptir. Hiicrelerde 24 ve 48 saat Empagliflozin uygulamasi AKT fosforilasyonunda
anlamli degisime neden olamamistir. Bununla birlikte gerek tek basina dosetaksel
uygulamasi gerekse dosetalselin  Empagliflozin ile kombinasyonu AKT’ nin

fosforilasyonunun baskilanmasinda etkin olmustur (Sekil 4.5).

Empagliflozin’ in 24 saat uygulamasi PRAS40 fosforilasyonunda anlamli degisime neden
olamamistir. Bununla birlikte dosetaksel’ in tek basina uygulamasi ve Empagliflozin ile

kombinasyonu PRAS40 fosforilasyonunun baskilanmasinda etkin olmustur (Sekil 4.5).

Empagliflozin’ in 24 saat uygulamas1 P70S6k fosforilasyonunda anlamli degisime neden
olamamistir. Bununla birlikte dosetaksel’ in tek basina uygulamasi ve Empagliflozin ile

kombinasyonu P70S6K fosforilasyonunun baskilanmasinda etkin olmustur (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Dosetaksel, empagliflozin ve dosetaksel/empagliflozin kombinasyonunun sirasiyla 16
uM, 260 uM ve 16 uM/260 uM konsantrasyonlarda 24 ve 48 saat siireyle DU-145 hiicrelerinde
AMPK, AKT, PRAS40 ve P70SK6 fosforilasyonlari iizerine etkileri. (n=3, *p<0, 05 kontrol grubu
ile kiyaslandiginda.
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5.TARTISMA ve SONUC

Bu calisma, empagliflozin’in hem monoterapi olarak hem de dosetaksel ile kombinasyon
halinde LNCaP ve DU-145 prostat kanseri hiicre hatlarinda sahip oldugu antikanser
potansiyele dair yeni bulgular sunmaktadir. G6zlemlenen sitotoksisite ve sinerjik etkiler ile
birlikte, temel molekiiler yollarda meydana gelen anlamli degisiklikler, empagliflozin’in
AMPKa’y1 aktive ederek mTORC1’1 ve onun asagi akim hedefleri olan p70S6K1 ve
PRAS40’1 inhibe ettigi hipotezini desteklemektedir. p- Akt diizenlenmesinde ise hiicre
hattina 6zgli farkliliklar gozlenmistir. Bu bulgular, empagliflozin’in yalnizca diyabet
tedavisiyle simirli kalmayip, 6zellikle onkoloji alaninda da terapotik potansiyele sahip
olabilecegini gosteren artan kanitlar biitiinline katkida bulunmaktadir (Abdelhamid ve ark.,

2022; Karzoon ve ark., 2025; Xie ve ark., 2020).

Sitotoksisite verileri, DU-145 hiicre hattinin hem dosetaksel'e (IC50: 15.66 uM vs. 17.86
uM) hem de empagliflozin’e (IC50: 253 uM vs. 378.6 uM) kars1t LNCaP’ye kiyasla daha
duyarl oldugunu gostermektedir. Bu durum, DU-145’in genel olarak daha yiiksek ilag
duyarliligina sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Androjenden bagimsiz bir hiicre hatti
olan DU-145’in empagliflozin’e karsi gosterdigi bu artmis duyarlilik, SGLT2’nin
varligiyla iliskili olabilir. SGLT2 nin prostat kanseri hasta drneklerinde immiinohistokimya
ile dogrulandig1 bilinmekle birlikte (Scafoglio ve ark., 2015), DU- 145 ve LNCaP
hiicrelerindeki kesin ekspresyon diizeyleri belirsizligini korumaktadir. Bu durum, AMPKa
aktivasyonundaki farkliliklar etkileyebilir ve gozlemlenen sonuglara katkida bulunabilir.
DU-145 hiicrelerinde, empagliflozin 48 saat sonunda p- AMPKa diizeylerini yaklasik 22
kat artirirken, LNCaP hiicrelerinde ayni siirede bu artis yedi kat olarak gerceklesmistir. Iki
hiicre hatt1 arasindaki bu yamit farkliligi, bu sonucu yonlendiren molekiiler faktorlerin

belirlenmesi i¢in daha fazla arastirma yapilmasi gerekliligini ortaya koymaktadir.
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Calismamizda gozlemlenen dosetaksel’e ait IC50 degerleri (DU-145 i¢in 15.66 uM ve
LNCaP i¢in 17.86 uM), Fujiike ve ark., (2024) tarafindan yapilan 6nceki bir ¢alismada
DU-145 hiicrelerinde bildirilen 11.06 uM ve 14.23 uM’lik IC50 degerleri ile uyumludur.
Bununla birlikte, literatiirde docetaxel’in IC50 degerleri genellikle nanomolar aralikta
rapor edilmektedir (Attia ve ark., 2016; Yang ve ark., 2019). Calismamizda gozlemlenen
nispeten yiiksek IC50 degerleri, bu hiicre hatlarinin dosetaksel’e karsi duyarliliginin

azalmis olabilecegini yansitabilir.

Empagliflozin’in ¢esitli meme kanseri hiicre hatlarindaki IC50 degerleri 50 ila 320 uM
arasinda degismektedir (Eliaa ve ark., 2020; Karzoon ve ark., 2025; Nalla ve Khairnar
2023). Ornegin, Nalla ve Khairnar (2023), MCF-7 hiicrelerinde 320 uM’lik bir IC50 degeri
bildirmistir ve bu sonug, calismamizla uyumludur. IC50 degerlerindeki bu farkliliklar;
kiiltiir ortamindaki glukoz konsantrasyonlarindaki degisiklikler gibi bir¢cok faktdre baglh
olabilir. Calismamizda, diyabetik bir ortami taklit eden ve 200 mg/dL glukoz igeren RPMI-
1640 besiyeri kullanilmistir. Buna karsin, timor dokularindaki glukoz seviyeleri ¢ok daha

diisiiktiir; kolorektal kanserde 2.1 mg/dL ve mide kanserinde

7.2 mg/dL olarak bildirilmistir (Hirayama ve ark., 2009). Kullanilan analiz yontemi gibi
metodolojik farkliliklar (6rnegin xCELLigence, Alamar Blue veya MTT) da bu
tutarsizliklara katkida bulunabilir. Ancak, insanlarda kullamilan klinik dozlarda

empagliflozin’in serum konsantrasyonlar1 belirgin sekilde daha diistiktiir ve 0.259 ila

2.39 uM araliginda seyretmektedir (Heise ve ark., 2013). Bu degerler, in vitro ortamda
gozlemlenen IC50 seviyelerinin olduk¢a altindadir. Bu durum, empagliflozin’in dogrudan
antikanser etkilerinin, klinikte ulasilabilen konsantrasyonlarda ne derece anlaml
olabilecegine dair bazi endiseleri giindeme getirmektedir. Bu nedenle, empagliflozin’in
klinik olarak anlamli dozlarda antikanser etkinligini degerlendirebilmek i¢in diisiik glukoz
iceren tiimor mikrogevresini taklit eden ileri ¢aligmalar gereklidir. Ayrica, empagliflozin’in
timdr dokularinda birikimini artirmaya yonelik yeni stratejiler ile halihazirda onkolojide
kullanilan sinerjik ilag kombinasyonlari, bu ilacin kanser tedavisindeki terapotik

potansiyelini artirabilir.

Prostat kanserinde AMPKa'nin rolii karmasik ve kesinlikten uzaktir; bu nedenle etkilerinin
dikkatli sekilde yorumlanmasi gerekmektedir. Bazi arastirmacilar, AMPK’nin timor
olusumunun erken evrelerinde tiimor baskilayici olarak davrandigini, ancak ileri evrelerde

daha onkojenik bir rol {istlenerek tedaviye diren¢ ve kanserin tekrarina katkida
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bulundugunu o6ne siirmektedir (Chhipa ve ark., 2010, 2011; Frigo ve ark., 2011; Hardie
2015; Jeon ve Hay 2015). Ote yandan, AMP taklidi bir bilesik olan AICAR
(aminoimidazol-4-karboksamid-1-B-D-ribofuranozid) gibi AMPK  aktivatorlerinin,
androjen duyarli ve kastrasyona direngli prostat kanseri (CRPC) modellerinde hiicre
cogalmasimi azaltarak antiproliferatif etkiler gosterdigi ve de novo yag asidi sentezini
tutarli bicimde azalttig1 bildirilmektedir (Xiang ve ark., 2004). Ek olarak, Sahra ve ark.,
(2008), metformin’in prostat kanseri hiicre ¢ogalmasini ve tiimdr biiylimesini ksenograft
modellerinde etkili bir sekilde engelledigini ortaya koymustur. Benzer sekilde, AMPK nin
spesifik allosterik bir aktivatorii olan MT 63-78’in, ¢esitli kanser hiicrelerinin in vitro
cogalmasini engelledigi ve in vivo ortamda androjen duyarli tiimdrlerin biiyiimesini
baskiladig1 gdsterilmistir (Zadra ve ark., 2014). Bulgularimiz bu gézlemlerle uyumludur;
zira empagliflozin ve dosetaksel ile kombinasyonu zaman bagimli bir sekilde AMPKa’y1
aktive etmis ve bu artig, metastatik prostat kanseri hiicre hatlar1 olan LNCaP ve DU145°te
anlamli diizeyde azalmis hiicre canlilig ile iligkilendirilmistir. Bu gozlemler, belirgin
AMPK aktivasyonunun giiclii antiproliferatif etkiler saglayabilecegini ve prostat kanseri

tedavisinde potansiyel terap6tik avantajlar sunabilecegini diisiindiirmektedir.

mTOR’un asir1 aktivasyonuna bagli olarak artan protein sentezi, prostat kanserinin ayirt
edici oOzelliklerinden biridir. Bu degisiklikler hem androjenler hem de bozulmusg
PTEN/PI3K/Akt/mTOR sinyal yolaklar tarafindan tetiklenmektedir ve bu yolak, prostat
kanseri vakalariin énemli bir kisminda bozulmustur (Morgan ve ark., 2009). Ozellikle
timor baskilayic1 gen olan PTEN, birincil prostat kanseri vakalarinin yaklasik %15-
20’sinde ve metastatik prostat kanseri vakalarinin %40-60’1ndan fazlasinda delesyonlar
ve/veya mutasyonlarla etkilenmektedir (Leinonen ve ark., 2013; Lotan ve ark., 2017,
Yoshimoto ve ark., 2012). Empagliflozin hem tek basina hem de dosetaksel ile
kombinasyon halinde, LNCaP ve DUI145 hiicre hatlarinda P70S6K1 ekspresyonunu
anlamli diizeyde azaltmistir. Empagliflozin’in etkileri, p-AMPKa diizeylerindeki artisla
yakindan iligkilidir. Empagliflozin’in etkisini gdsterme mekanizmasinin AMPKa
aktivasyonuna dayandigi, bunun da mTORCI1’1 inhibe ederek mTOR sinyal yolunun temel
bir alt etkileyicisi olan P70S6K1’in fosforilasyonunu ve aktivasyonunu engelledigi
gorilmektedir. LNCaP hiicrelerinde empagliflozin ve dosetaksel’in P- p70S6K1 {izerindeki
bireysel etkileri sinirli olsa da, kombinasyonlar1 p70S6K1 aktivitesinde %98’in iizerinde

carpict bir azalmaya yol agcmisti. Bu anlamli azalma, iki ilacin LNCaP hiicrelerinde
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sinerjik bir etkilesim icinde oldugunu ve antikanser etkinliklerinin potansiyel olarak

arttigini diisiindiirmektedir.

Empagliflozin’in LNCaP ve DU-145 hiicrelerinde p-Akt diizeylerine yonelik zit etkileri
Ozellikle dikkat cekicidir. LNCaP hiicrelerinde empagliflozin, p-Akt diizeylerini anlamli
sekilde azaltirken, DU-145 hiicrelerinde bdyle bir baskilanma gdézlemlenmemistir. Bu
durum, androjen reseptdrii (AR) sinyal iletimindeki farkliliklar1 ortaya koyabilir. AR’ye
duyarli olan LNCaP hiicrelerinde, empagliflozin’in AR aktivitesini modiile etmesi sonucu,
AR’ye bagimli ortamlarda PI3K/Akt yolunun daha belirgin sekilde baskilanmasi miimkiin
olabilir. Buna karsilik, AR’ye duyarsiz olan DU-145 hiicrelerinde bu yanit gézlenmemistir;
bu da empagliflozin’in Akt fosforilasyonu tizerindeki etkisinde AR sinyal iletiminin kritik
bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, bu ¢alisma bu farkliliklar i¢in
kesin bir agiklama sunamamaktadir ve altta yatan mekanizmalarin aydinlatilmasi icin ek
aragtirmalara ihtiya¢ oldugunu vurgulamaktadir. MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde
empagliflozin, muhtemelen FOXO3a-PTEN yolunun aktivasyonu aracilifiyla Akt
aktivitesini belirgin sekilde azaltmistir. Ote yandan, PTEN’in kayip oldugu LNCaP
hiicrelerinde Akt aktivitesindeki azalma daha sinirli kalmistir; bu da empagliflozin’in
Akt’1, FOXO3a- PTEN yolundan bagimsiz ek mekanizmalarla da inhibe edebilecegini
gostermektedir (Karzoon ve ark., 2025; Vlietstra ve ark., 1998).

PRAS40 aktivitesi, Oncelikle fosforilasyon yoluyla diizenlenmektedir. Akt tarafindan
Thr246'da ve mTORCI1 tarafindan Ser183'te fosforile edilen PRAS40, mTORC1'den ayrilir
ve bu, mTORCI sinyal yolundaki inhibe edici etkisini ortadan kaldirir (Nascimento ve
ark., 2010). Bu baglamda, PRAS40"m Thr246’daki fosforilasyonu, Akt aktivitesine siki bir
sekilde baghdir. Empagliflozin ile tedavi edilen LNCaP hiicrelerinde, Akt aktivitesindeki
azalma, p-PRAS40 diizeylerinde benzer bir diisiise yol agmisti. Buna karsin,
empagliflozin’in p-Akt diizeylerinde anlamli bir degisiklik meydana getirmedigi DU145
hiicrelerinde, p-PRAS40 diizeylerinde yalnizca smirli bir degisiklik gdézlemlenmistir.
Onemle belirtmek gerekir ki, dosetaksel ile yapilan kombinasyon tedavisi,
empagliflozin’in etkilerini gli¢lendirmistir, ¢linkii dosetaksel her iki hiicre hattinda da Akt

aktivitesini belirgin bir sekilde baskilamistir.

Birlesim indeksi degerlerinin 1'in altinda olmasi, sinerjik bir etkilesimi isaret eder ve
empaglifozinin, docetaxel'in etkinligini artirdigin1 gostermektedir. Bu sinerji, doz
azaltimmi miimkiin kilabilir ve direng gelisimini engelleyebilir; bu, kastrasyona direngli
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prostat kanseri tedavisinde kritik bir zorluktur (Tannock ve ark., 2004). Doz azaltma
indekslerinin 1'in {izerinde olmasi, gerekli ila¢ konsantrasyonlarinda faydali bir azalma
sagladigin1 ve bunun toksisiteyi en aza indirip terapOtik pencereyi iyilestirebilecegini
gostermektedir. Bu sinerji, 6zellikle LNCaP hiicrelerinde 300 uM empaglifozin ile 20 uM
docetaxel kombinasyonunda yiiksek konsantrasyonlarda belirgin bir sekilde ortaya

cikmakta ve doz-bagimli bir sinerjik mekanizmay1 vurgulamaktadir.

Bu c¢alisma, empaglifozinin antikanser etkilerine dair yeni bilgiler sunmakla birlikte, birkag
sinirflama da bulunmaktadir. Ik olarak, tiim deneyler in vitro ortamda gerceklestirilmis
olup, bu durum tiimér mikroortamimi tam anlamiyla yansitamamaktadir. Gelecekteki
calismalarin, bu bulgular1 daha fizyolojik agidan uygun bir ortamda dogrulamak amaciyla
ksenograft veya genetik olarak miihendislik yapilmis fare modelleri kullanmasi gereklidir.
Ikinci olarak, sitotoksisite, antikanser aktivitesinin temel bir 6l¢iitii olsada, koloni olusumu,
migrasyon ve invazyon testleri gibi ek fonksiyonel testler, empaglifozin-dosetaksel
kombinasyonunun tiimdr ilerlemesi iizerindeki etkileri hakkinda daha fazla bilgi
saglayabilir. Bu analizleri iceren gelecekteki ¢alismalar, bulgularimizi dogrulamak ve
genisletmek adina onemli olacaktir. Ugiincii olarak, verilerimiz empaglifozinin AMPKa
aktivasyonu ve mTORCI1 inhibisyonu yoluyla etkili oldugunu 6ne siirsede, metabolik stres
veya mitokondriyal disfonksiyon gibi diger mekanizmalar heniiz arastirilmamistir. Bu daha
genis etkilerin incelenmesi, konunun daha kapsamli bir sekilde anlasilmasini saglayabilir.
Dérdiincti olarak, LNCaP ve DU-145 hiicreleri arasindaki Akt fosforilasyonu farkliliklari,
AR sinyal yolaklar1 ve diger diizenleyici yollar lizerine daha fazla ¢alismaya ihtiyag
duyuldugunu vurgulamaktadir. Ayrica, bu hiicre hatlarinda SGLT2 ekspresyonunun
dogrulanmasi, empaglifozinin prostat kanserinde bu tasiyiciyr dogrudan hedef alip
almadigin1 netlestirecektir. Son olarak,  empaglifozin ve dosetaksel arasindaki
gozlemlenen sinerji, tedavi etkinligini apoptosis indiiksiyonu, hiicre dongiisii diizenlemesi
veya diren¢ modiilasyonu yoluyla artirip artirmadigini belirlemek icin daha derinlemesine

bir incelemeyi gerektirmektedir.
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7. EKLER
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