T.C.
EGE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

INSAN PROSTAT KANSER HUCRE KULTURUNDE
MATRIKS METALLOPROTEINAZ ENZiM EKSPRESYONUNUN DUZENLENMESINDE NF-kB
SiINYALIiZASYONUN ROLUNUN iNCELENMESI

Farmakoloji Anabilim Dall
Yuksek Lisans

Tezi

Ecz. Deniz OGUT

Danisman
Dog¢. Dr. Buket REEL
Yrd. Dog. Dr. Ceren G. KORKMAZ

iZMIR
2013






T.C.
EGE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

INSAN PROSTAT KANSER HUCRE KULTURUNDE
MATRIKS METALLOPROTEINAZ ENZiM EKSPRESYONUNUN DUZENLENMESINDE NF-kB
SiINYALiZASYONUN ROLUNUN iNCELENMESI

Farmakoloji Anabilim Dall
Yuksek Lisans

Tezi

Ecz. Deniz OGUT

Danisman
Dog¢. Dr. Buket REEL
Yrd. Dog. Dr. Ceren G. KORKMAZ

iZMIR
2013



DEGERLENDIRME KURULU UYELERI

Adi Soyadi

Danigman: Dog¢. Dr. Buket REEL

Uye: Prof. Dr. Zeliha Kerry
Uye: Prof. Dr. Sule Kalkan

Yedek Uyeler:

Prof. Dr. Levent H. Ustiines

Dog. Dr. Nergiz Murat

Yuksek Lisans Tezinin Kabul Edildigi Tarih :



ONSOZz

Anabilim dalimizin ve fakiltemizin her tirlii imkanindan faydalanmami saglayan, yeni ve
eski dénem AbD baskanlarimiz Sayin Prof. Dr. Zeliha KERRY ve Prof. Dr. Levent USTUNES
hocalarima,

Yiiksek lisans egitimim boyunca bilimsel, teknik bilgi ve tecriibelerinden faydalandigim,
egitimime degerli katkilar saglayan ve destekleri igin kendilerine minnet duyacadim saygideger
tez danismani hocalarim Dog¢. Dr. Buket REEL ve Yrd. Dog. Dr. Ceren G. KORKMAZ’a,

Tez calismalarim boyunca bana her ne kosulda olursa olsun destegini esirgemeyen, bilgi
ve deneyimleri ile 6rnek olan ve beni motive eden sevgili agabeyim; Dr. Ecz. Mehmet ARUN’a,

Immiinohistokimya calismalari ile tezime farkli bir boyut kazandiran Dokuz Eyliil
Universitesi Histoloji ve Embriyoloji AbD’nin saygideder égretim iiyesi Dog. Dr. Bekir Ugur
ERGUR ve Aras. Gér. Dr. Serap Cilaker MICILI'ya,

Hiicre kdltiirti ¢aligmalarlarim igin laboratuvarinin tiim olanaklarindan yararlanmami
saglayan Faktltemiz Toksikoloji AbD’'nin saygideger hocasi! Prof. Dr. Hande Giirer ORHAN ile
hticre kdltiirii konusunda bilgi ve deneyimlerinden faydalandigimiz Eczacilik Fakdiltesi Dekanligi
Hiicre Kiiltiirti Laboratuvari sorumlularindan Dog. Dr. Petek Ballar KIRMIZIBAYRAK a,

Gerek teknik bilgi ve malzeme yardimlariyla destek veren, gerekse pozitif enerijileri ile
bana ilham veren EBILTEM'de gérev yapan Sayin Prof. Dr. Kemal S. Korkmaz hocama ve
AbD'imizdaki sevgili ablalarim Yrd. Dog¢. Dr. Yasemin Tulum ERAC ile Ars. Gér. Dr. Cigdem
Selli KARAKAYA'ya,

Yiiksek lisans egditimim ve tez calismalarim sliresince, bana her konudaki yardimlari igin,
E.U. Eczacilik Fakiiltesi Farmakoloji AbD'da bulunan tiim dederli hocalarim ve calisma
arkadaslarima,

Gerek eczacilik egitimimde gerekse sosyal hayatimda tiim olumlu ve olumsuz olaylarda
eksikliklerini hi¢ hissetmedigim, her konuda desteklerini aldigim sevgili yol arkadaslarim Uzm.
Ecz. Mustafa KOTMAKCI, Ecz. ismail OZTURK ve Cansu CAPA'ya,

Maddi manevi tim glgliiklere karsi her zaman yanimda olan, beni 6zveri ile yetistiren,
haklarini asla 6deyemeyecegimi bildigim sevgili aileme,

Sonsuz tesekklirler...

Ecz. Deniz Ogiit
izmir- 2013



ICINDEKILER

OINSOZ ...ttt ssese et e s s s et e s s sasas s et st s s sse e et ssssassastsssssssaesastssssssssssesestssssssesestsnssssssesesssnsses i
TABLOLAR DIZISH c.evuvevrueueeresernseesissssssseestssssssssessstssssssssesssssssssssessstssssssssesssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssns v
SEKILLER DIZISH..ccuveeueeeeeeeiiiieeseesieiressesseesessessessssssessessessesssessessesssessessessesssessessessesssessessesssessessessesssessessasses Vii
KISALTIMALAR LISTESI ..uueueucteuresnescsessssssssesstsssssssesssssssssssesssssssssssessstsssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnsnssne X
1. GIRIS VE GENEL BILGILER......ceeeueiurieeeeeeeieesnesseesnessessessnessessessessesssessessesssessessessesssessessesssessessessesssessessasses 1
L1 GIRIS oottt ettt ettt ettt et ettt ettt ettt et et et et ettt et et et et eae s et et et et ene s etete et et ene et eteaeeretenesets 1
1.2, GENELBILGILER ...vctetiieteeereetetstsit ettt sttt se s s ss sttt sesss e sesesssesesss s essssssnsnsesesassssssssnsnsassnsnsnes 3
1.2.1. PROSTAT KANSERI .....cveveietiteresieieteieistssesis ettt sasas et sttt ssas s te st s s sssssse s s st sasanansnsesssssnnans 3
1.2.1.1. Kanser Ve EPIdemIiYOl0jiSiu.eccueciiicireeireeiireeieeeiteeieeeeteesteesteeeaeesteesaseesseeeseeesseeseesaseesseesaseenseesnsessssesseesnns 3
A oLy (o [ A e oYY SN 4
1.2.3. Prostat Kanseri ve EPidemiyOlOfiSi ..........cuueeeeueeeeiiieeesiiiseeiieeessteeesetteeetaaaaesteaaeessaaeesaseaaenarenaens 6
1.2.4. Prostat Kanseri Teshisi ve Etkeninin Belirlenmesine iliskin Calismalar ..............c.ccccvvvvevevererererennn. 10
1.2.4.1. PSA VE ProSTat K@NSEI ..eeiueeiiieeieeiteeiieesiieesteestte st e s te e teesteessteebeessaeesaessseeseesaseessseaseesssenssesnseesssesnsens 10
1.2.4.2. Inflamasyon Ve Prostat KANSEIi.......ccceueveieiiieieiecrereteteteseseseeeeseaesesesese ettt esesasasaesesebesessessssssssssssesesenas 11
1.2.4.2.1. inflamasyon ile Prostat Kanseri TeShiSinin ZOFIUBU .........cvvveeievieiieeiiiieieeeeeeee sttt snenens 13

1.2.4.3. Enfeksiyon Ajanlari ve Prostat Kanseri
1.2.4.3.1. Oksidatif Hasara Bagli inflamasyon ve Prostat Kanseri ..........cccceeueveveeeereeeusverereseseseseessessesesenenas 15
1.2.4.4. SitoKinler Ve ProStat KQNSEI ......iccieiiieeiieeieeste st e et e teste et e e te e s ae e teesnseesseesaseessaeanseessseesaesnseenseesnsens 16
1.3. EKSTRASELULER MATRIKS YIKIMI VE MATRIKS METALLOPROTEINAZLAR ...oveveteeeeeeeteeeeeeeee e 17
1.3.1. EKStraselliler MALriKS (ESIM) ........ooo.eeeeeeeeeeeeiee et e e tee ettt e et e e sttt a e et a e e e aaaaeetsaaaesatsaaeesses 17
1.3.2. Matriks Metalloprotein@zlar (MMP'LER) ..........ocoocueeeeeeieeeeieee e eesitaeeeteaaesaaaeesisaaasetsaaeeasnas 18
1.3.2. 1. IMIMIP LN YAPISE wveeuvreeureeiteeeteeereeeteeeveeeteeeseesseeeseesaseeeseesaseesssesaseessasessesaseeseeeassesssseseeesseeseesnseenseeensens 19
RSN Y 11V | Y T =T BT URR 22
1.3.3.1.1. JElatinaz A (IMIMIP=2): ..c..eeiieieieeitesteeee sttt sttt ettt st sae et bt et s bt et s bt e be s bt et e sae e b e sabenbesntenbeeanenee 24

1.3.3.1.2. Jelatinaz B (MMP-9): .........cc.c...

1.3.3.1.4. Stromelisin 2 (MMP-10): ..........
1.3.4. MMP AKEIViteSinin DUZENIENIMES| .........ceecuereeseesiiesieeeieeieeeieseesttesieesteetestestasseessesseesesnsesseenses
1.3.4.1. TranskripSiyONEl DUZENIEME .....ccviiuieriiriieiieiieie sttt sttt ettt st saesat e besae e b e s bt e sbesbeesbesasesteentenbesnnenee
1.3.4.2. Pro-enzimin Aktivasyonu Asamasinda DUZENIEME .......cccevueerireiieeniieeiieeieesee e see et e seeeeee e e saeeeeees
1.3.4.3. MMP Enzim AKtiVIteSinin INNIDISYONU .......oveuiiiieiiiceiiceciceeeee ettt sttt rene s
1.3.4.3.1. TIMP’ler (Matriks Metalloproteinaz Doku inhibitorleri)....
1.3.4.3.2. A2-MaAKIOGIODUIIN ..ottt st et st st b e st s st et e st e sbeeseenbesanenee
1.3.4.3.3. TOUIASIKIINIEI .. eetieeieieeitete ettt sttt et b et s bt et e s ae e b e s bt e besat e besasesbesseenbeensenee
1.3.4.3.4. Sentetik MIMP INDIDIEBIIEI.......ccvevevereeeeieeeeereetetceeee e te et e et teas sttt sess s s se st seas s esesesesens
1.3.5. Matriks Metalloproteinazlar ve Kanser iliskisi
1.3.5.1. Kanserde MMP’lerin Uretimi ......cccoevevevereeveneenerereennnns
1.3.5.2. Kanser Tiplerine Gére One Cikan MMP’ler
1.3.6. Matriks Metalloproteinazlar ve Prostat Kanseri Arasindaki iliski
1.3.7. Onkolojide Terapétik Hedef Olarak MMP’ler
1.4. TETRASIKLINLER VE KANSER TEDAVISI ...cocveverririiicenen
1.4.1. Tetrasiklinler ...........cccocvevvvevivvveniunnnns
1.4.1.1. Tetrasiklinlerin Etki Mekanizmasi
1.4.1.2. Tetrasiklinlerin Yan EtKIlri.......ue ettt sttt sttt s b s este s e e sbesasesbesnaenbesnnanes
1.4.1.3. Tetrasiklinlerin FarmakoKiN@tii.........ccveviieeiieieieiiecieeeee ettt et e s et sre e e e s beesaaeebaesabeesnneenreas
1.4.1.4. Tetrasiklinlerin Glnliik Tedavide Kullanimlari
O T 0 o 4] Y1
1.4.2. Onkolojide Terapétik olarak Tetrasiklinler: Pre-Klinik Calismalar
1.4.3. Onkolojide Terapétik Amach Tetrasiklinler: Klinik DENEYIEr ...........ccveeevveeeeeecveeiiseiieeiiseieeenenn
1.4.4. Doksisiklinin MIMP’Ier Ve KANSEIIE IliSKiSi............cccveeiveeeeeeeieeeeeiseeeeieeeeeieeeeseseeesssssesesssssssanans
1.5. NF-KB (NUKLEER FAKTOR KAPPA B) ...cccutiiiiiiiieeeeitie e ettt e e ettt e e e ettt e eetae e e etteeeeeataeeeensaeeesatseseestaeesensseaeensneaann



1.5.1. Yapisi, FONKSiYyONU V€ DUZENICNIMESI .........coeeeeeeeeeciiieeesiieeecieeesiteeeessteaeesttaaestaaeesitaaaesssaaennses
1.5.2.0. NF-KB AIEST .ttt
1.5.1.2. IkB (inhibitér Kappa B / NF-kB inhibitdrii) Protein Ailesi....
1.5.1.3. IKK (IkB Kinaz) Protein Ailesi........ccceeeeueeeeireeeeciieeecieeeeieeeeeiee e
1.5.2. NF-kB Sinyal Yolagi ................c.........
1.5.3. NF-kB Sinyal Yolaginin Onemi..........
1.5.4. NF-kB ve KANSER ILISKiSi ................
1.5.4.1. Onkojenezde NF-kB Ekspresyonu
1.5.4.2. NF-kB'nin Onkoproteinler ile Reglilasyonu

1.5.4.3. Onkojenezde NF-kB'nin Proliferasyon ve Apoptotozdaki ROIU.........cceeeveeieerieriieenie e 71

1.5.4.4. NF-kB inhibisyonu ile Kanserden Korunma ve Kanser TeAaViSi.........ocervvererieerierereererieeseeeeeseseenessssenens 73

1.5.5. NF-KB VE MIMP [lISKISi.....cvevvrvereeieeesieeiseeieiseesieestestestevestessssstessssestesssssssessssssssssssssesssssssssssssssenenn 76

1.5.5.1. Prostat Kanserinde NF-kB Aracill MMP’€rin EXKIlEri........cccvirireceeiie et e 78
2. GEREG VE YONTEM....cuceueriiieiessesseseessesessessessesessessessessesessessesssssssessessessessssessessessesessessensessssensesssssessnsenes
2.1 HUCRE KULTURU «..vteieteieiisttceeee ettt sttt sttt ettt st ssns et s e st s e s snsnee
2.1.1. HUCre KGIEGIT PrOtOKOI.....cccvvveeueeesiieeiieesiieesiie ettt ettt e sttt ettt e ste ettt esateesbae s sataesasessasaenases

2.1.1.1. Hucrelerin Dondurulmasi ve Coziindirilmesi
2.1.1.2. Hicrelerin Yetistirilmesi ve Pasajlanmasi

2.1.1.3. HUCIe SayIMI .coveveeeiiieeie e
2.1. 1.4, SEArVASYON ISIBMI ...vveeeeceitctetctete ettt ettt ae bbbt s s st se ettt e bbb b s s s s anaet et et beseses s s
2.1.1.4.1. %2’1ik STarvasyona AlMa.......cccueieiiuieeeiiieeeiieeeeitteeesreeeeetteeeebaeesssbaeeseaseseebaeesssseeessseeessaeesnsseeesnsees
2.1.1.4.2. %0,5’lik Starvasyona Alma....
O B T TN e [0 T 1Y Y OO
2.1.1.6. DOKSISIKIIN UYBUIGMESE ..utttientieiieieniteiteete et ste et st sttt et sate st e st e besate s bt eabesbe s st e sbeenbesbeentesbeensasbeennens
2.2. HUCRELERIN GRUPLANDIRILMASI VE DENEYE ALINIMASL......oiveteeiieeeeee ettt et seeeeeesaeen s saenas 84
2.2.1. BIRINCI SERI DENEYLER (TRIPAN MAVISI ILE BOYAMA ve ZIMOGRAFi YONTEMI iLE
KONSANTRASYON BELIRLENMESI) ...vovveeeveeieeeieeseteeeeetees ettt sttt st sassssssasssssssassssaens 85
2.2.1.1. LPS KonsantrasyonunuN BelIFI@NMESI .....c..cccuieiuieiirieeieeciee ettt ettt etee et etre et e reeeaeeeveeereeeveesaeeenreas 85
2.2.1.2. Doksisiklin Konsantrasyonunun Belirl@NmMESi..........coeeieriiriininienieeieseetese ettt s 86
2.2.2. IKINCI SERI DENEYLER (JELATIN ZIMOGRAFI).....ocoeeeeeeeeeeeteeeeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeseeessesessssasesssssasssons 87
2.2.2.1. Hiicrelerin 1Z0lasyONU.........ccueueveececreeeierereresesesesesesesese e sesennans
2.2.2.2. Protein izolasyonu.........ccc.ccune...
2.2.2.3. Protein Konsantrasyonu Olcimii .
2.2.2.4. Jelatin ZIMOgrafi INCEIEMEIETT .....c.cveveeeeeieeteteteete ettt ettt et ae bbb s s s s
2.2.3. UCUNCU SERI DENEYLER (WESTERN BLOT) c.vveveeeeeeeeeeeeeteeeeeeeeteeeeeeeeesteteeeesesestssesssessasesnasssssenons 92
2.2.3.1. WeStern BIOt INCEIEMEIEIT ......cvoveeeeieieiieieeeteeceee ettt ettt s sttt et st ettt eseas s enenns 93
2.2.4, DORDUNCU SERI DENEYLER (iMMUNOHISTOKIMYA) «..oooveveeeieieeeiseeeisieeeieieeeisieesisnsssesnns 98
2.2.4.1. ImMUNOhiStoKimyasal INCEIEMEIET .........c.ciiuieiiieeieeeie ettt ettt et rene s 98
2.3, ISTATISTIKSEL ANALIZLER .....outviereeteriiiistssieietesesessssssssaesessssssssesssesesesessssssssssssesessssssssssesesesesssssssssnes 100
3. BULGULAR ... iieiiiiiiiiirieiiiiseiiiisessissesssisssssstmssssstsssssstsssssstssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssnnsss 101
3.1. UYGUN KONSANTRASYON BELIRLEME CALISMALARL.......coeuieieretieieerieeteteeseeeeseseteteesesesseseresessssensenenas 101
3.1.1. TRIPAN MAVISI iLE HUCRE SAYIMI ve PROLIFERASYONUN BELIRLENMESI ........ooverererrrrrrernneen. 101
3.1.1.1. Farklh Konsantrasyonlarda LPS indiiksiyonun Hiicre Proliferasyonu Uzerine EtKiSi............cccevvrvnenee. 101
3.1.1.2. Farkh Konsantrasyonlarda Doksisiklin Uygulamasinin Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisi ................. 102
3.1.1.3. Etkili LPS Konsantrasyonuna Karsi Farkli Konsantrasyonlarda Doksisiklin Uygulamalarinin Hiicre
Proliferasyonu Uzering ELKIIEIi .......c.ouveveueieeeeeteeceeeeeeeeeteteee et e et ere et ereseeseneeeetenseneeeesensanen 104
3.1.2. JELATIN ZIMOGRAFI YONTEMI ILE YAPILAN KONSANTRASYON BELIRLEME CALISMALARI ......... 105
3.1.2.1. Farkli LPS Konsantrasyonlarinin Jelatinazlara EtKisi ........cccecceevverrieecieree e 105
3.1.2.2. Farkli Doksisiklin Konsantrasyonlarinin Jelatinazlara ETKisi.........ccceeevereerieeniresie e e 105
3.1.2.3. Etkili LPS Konsantrasyonuna Karsi Uygulanan Farkli Doksisiklin Konsantrasyonlarinin Jelatinazlara
EKIST vt eenteeett ettt sttt h e et b e e et e e sa bt e bt e sha e e bt e e bt e nbae e beesabeebeesateenareeas

3.2. JELATIN ZIMOGRAFi ANALIZLERI
3.3. WESTERN BLOT ANALIZLERI
3.3.1. NF-kB EKSPRESYONU .....
3.3.2. IKB-0 EKSPRESYONU ...ttt ets sttt st et n et s et sasn et s st sas s
3.3.3. p-lkB-o EKSPRESYONU



3.3.4. IkB Kinaz-8 (IKK-8) EKSPRESYONU .........cccooveerinieirieniecietintecteteneecteiesaetete st 114

3.3.5. MIMIP-9 EKSPRESYONU.........uveeesteeeeeeeeeeetee e ettt e ettt e estaa e et tttaaeaataaaeasaaaaassasaessssseessssasssssenannans 116
3.3.6. MIMIP=2 EKSPRESYONU......uouviioeeeiiiieeeeeeeeeeeee ettt eettet e e se s sttt e s s s esssiaattasasessssaassesas 117
3.3.7. MIMP=-8 EKSPRESYONU.....cuvoeeeoeeeeieiieeeeeeeeeeee ettt ettt e s et sttt e s e e e s ssaaattasasessssaaasseaes 119
3.3.8. MIMIP-10 EKSPRESYONU.....cccccoooeeeeiiiieeeeeeeeeeeee ettt eetttiaett e e e setsatttaa s s esssisstaaseeesssssaassesas 120

3.4. IMMUMOHISTOKIMYASAL ANALIZLER .....cuvoveveeiieeeieeteteeeteseeeteteeseseseseseteesesesssesessesesessesesessssesessssans 122
3.4 1. NF-KB EKSPRESYONU ....coeeeeeeeeeeeeeeteeetee ettt e ettt e e et a e e ttta e e sttt e e anaaaasssasaesstsseesnssasenssenannans 122
3.4.2. P-IKB- 0 EKSPRESYONU .......oveeeeeeeeeeete ettt e ettt e e ettt e e ettt e e e sttt e e anaaaaassaaaeastssessassnasssssenannans 123
3.4.3. IKK= B EKSPRESYONU......ccceeeeeeeeeeeeteeetea e e ttte e ettt e e s tataaeettaa e e sttt e easaeaaassasaessssseesisssasanssenannans 126
3.4 4. MMP-9 EKSPRESYONU.........eveeeeeeeeeeeeeeee e ettt e ettt e et ttaa e et ttaaaeaataaaeanaaaaassasaessssseesanssasesssenannans 128
3.4.5. MIMP=-8 EKSPRESYONU......uoovieoeeeiieieeeeeeeeieeeee ettt ettt e e s ettt e s s s esssiaataasesesssssaassesas 130

4. TARTISIMA VE SONUG ....cccuuuiiiiiiiiinnniiiiiiiississsisssiirsssssssisisitssssssssissstimssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 132
4.1 NF-KB VE KANSER TLISKIST. . ..evveveetetesteeieteseeteteseeetetestestetestestesessassesesaassesesaesseseseassesssaassenssaassesssaassenesaennas 132
4.2, LPS"IN PROLIFERATIF ETKIST 1vvveeeuvreeeitreeeeitrteessieresesitseeesssseeesessssessssassesssssesassssesssssssssssssssensssssssnssssesnssesann 134
4.3, LPS'IN MIMIP  LERE ETKISI...uuvtteieurteeeitreeeeireeeesttesestteeeestteeesesssesesssaeaesstsaeeasssesesasssesesssseeeanssssessssssesnssesann 135
4.4, LPS"IN NF-KB YOLAGINA ETKILERI +veeeiuvveeeeurieeeieresesitteeeestseesessesessssessasssseesassssesssssssessssssasssssessssssesnssesenn 137
4.5, LPS’IN NF-KB ARACILI MIMIP LERE ETKILERI...veeeeevteeeiitreeeesiteeeeeitteeesitseseessseeeesssseessssessssssesessssssssssssssesnssesans 140
4.6. DOKSISIKLININ PROLIFERASYONA ETKISI .vvveieuvrieeeieeeeiitreeeesteeeeeeeeeeeeseeeeesteeeeessseseenseeeesssseseensseseensssesesnseeens 144
4.7. DOKSISIKLININ IMIMIP? LERE ETKISI....eetvrreeeeeeeieiiiteeeeeeesesinreeeeeeseesitssseeeeeseessassssseeessesassssssesesessnssssseeeseennnnsns 147
4.8. DOKSISIKLININ NF-KB YOLAGINA ETKILERI ..uvvvieeeureeeiitreeeeiteeeeeiteeeeeereeeeeteeeeessseeeessseeeesssseeeensseseensssesesnsseeens 150
4.9. DOKSISIKLININ NF-KB ARACILI MIIMIP’LERE ETKILERI.....uvveeeeereeeeeiteeeeeereeeeeteeeeesareeeesneeeeeisreeeeeseesessnneeeensseeens 152

5. SONUG VE ONERILER ....ceoveruriiireecressiinessessessiesessessssssessessessesssessessessssssessessssssessessessssssessessessssssessessnsns 154
70 74 23 OO 157
-\ 1) 2V Yol J PPNt 159
8. KKAYNAKLAR....cccovttterereeteeeeeeeeseseesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsss 160



TABLOLAR DiziSi

Tablo 1.1: Kanserin belirgin OZelliKIEri.............oouiiiniii e 3
Tablo 1.2: MMP enzimlerinin substrat 6zgullugine gore siniflandiriimasi .................cooooeeee. 23
Tablo 1.3: Jelatinazlarin saliverilmesini etkileyen faktorler ... 25
Tablo 1.4: Sentetik MMP inhibitdrlerinin siniflandirilmast ... 33
Tablo 1.5: Klinik denemeleri suren ikinci kusak sentetik MMP’ler ...........cccoooviiiiiiiciiini e 34
Tablo 1.6: NF-kB gen/protein ailesinin siniflandirilmasi.........ccccooooeiiiiiiiiii e 54
Tablo 1.7: NF-kB'nin alt Uniteleri ve temel 0zelliKIeri ..., 55
Tablo 2.1: Hicre kiltiri uygulamalarinda kullanilan geregler. ............cccoooeeiiiiiiiiiiiie e, 80

Tablo 2.2: PC-3 hucrelerinin yetistirilecegi kultir ortaminin hazirlanmasinda kullanilan kimyasal

(0F=T0 [0 (=Y (ST ARV =X o £= [ o1 1= 1 TP 81

Tablo 2.3: Fosfat tamponu (phosphate buffered saline-PBS) hazirlanmasinda kullanilan

kimyasal maddeler. ... 82
Tablo 2.4: Protein ekstraksiyon tamponu hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler. ........ 88
Tablo 2.5: Jelatin zimografi yontemi i¢in kullanilan aygitlar. ..............cccoooe 90

Tablo 2.6: Jelatin zimografide poliakrilamid jellerin hazirlanmasi icin gerekli ¢ozelti, kimyasal
maddeler (10 MIIGIN). ..ouuuiiiii et e e e e et e e e e e e eeeaanees 91

Tablo 2.7: Jelatin zimografi ydntemi icin kullanilan tamponlar, ¢dzeltiler, kimyasal maddeler. ...92

Tablo 2.8: Western blotta poliakrilamid jellerin hazirlanmasi igin gerekli ¢ozelti, kimyasal

maddeler (10 MIIGIN). «oooiii i 95
Tablo 2.9: Western blot yontemi igin kullanilan tamponlar, ¢ézeltiler, kimyasal maddeler.......... 96
Tablo 2.10: Western blot ydontemi icin kullanilan antikorlar ve goruntileme ajani. .................... 97
Tablo 2.11: Western blot yontemi icin kullanilan aygit ve geregler............c.ooooiiiiiiiinns 98
Tablo 2.12: immiinohistokimya yéntemi igin kullanilan antikorlar ve boyalar. .......................... 100

Tablo 3.1: LPS'’in farkli konsantrasyonlari ile 24 saat sureli indiksiyonlar sonunda belirlenen

LU o1 SIS T= Y | = o T 102

Tablo 3.2: Doksisiklinin farkli konsantrasyonlari ile 24 saat sureli inkUbasyonlar sonunda

belirlenen hUcre sayilart. ... 103

Tablo 3.3: Es zamanh olarak LPS (0.5 pg/ml) induksiyonu ve farkli konsantrasyonlarda

doksisiklinin 24 saat sure ile inkiibasyonu sonunda hesaplanan hicre sayilari. ....104



Tablo 3.4: 24 saat sure ile uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve doksisiklinin (5ug/ml) rélatif MMP-9
AKEVItE AEQEIIENI. .. e e 109

Tablo 3.5: Es zamanl olarak 24 saat sure ile uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve doksisiklin (5 pg/ml)
uygulamalarinin NF-kB ekspresyon dizeyine etkisi. ...........ccccccvvvviiiiiiiiiiiiiiiinnnn. 110
Tablo 3.6: Es zamanli olarak 24 saat sure ile uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve doksisiklin (5 pg/ml)
uygulamalarinin IkB-a ekspresyon diuzeyine etkisi............ccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiin, 112
Tablo 3.7: Es zamanli olarak 24 saat sure ile uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve doksisiklin (5 pg/ml)
uygulamalarinin p-IkB-a ekspresyon dizeyine etkisi............ccoooeeiiiiiiiiiiiiniieiinn, 113
Tablo 3.8: Es zamanl olarak 24 saat sure ile uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve doksisiklin (5 pg/ml)
uygulamalarinin IKK-f ekspresyon duzeyine etkisi. ...........cccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiinnnn. 115
Tablo 3.9: Es zamanli olarak 24 saat sure ile uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve doksisiklin (5 pg/ml)
uygulamalarinin MMP-9 ekspresyon dizeyine etKisi..........ccccoevevviiiiiiiiiiiiniceiinnnnnn, 116
Tablo 3.10: Es zamanlh olarak 24 saat sure ile uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve doksisiklin
(5 pg/ml) uygulamalarinin MMP-2 ekspresyon dizeyine etKisi.........cccceeevveeeerrennns 118
Tablo 3.11: Es zamanh olarak 24 saat sure ile uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve doksisiklin
(5 pg/ml) uygulamalarinin MMP-8 ekspresyon diizeyine etKisi..........ccccceevvvieeniennns 119
Tablo 3.12: Es zamanh olarak 24 saat slre ile uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve doksisiklin
(5 pg/ml) uygulamalarinin MMP-10 ekspresyon diizeyine etkisi.........ccccooeeeeeiiinn. 121
Tablo 3.13: Kontrol, doksisiklin, LPS ve LPS + doksisiklinin uygulandigi PC-3 hicre gruplarinda
NF-kB immunopozitivitesine 6zgu skor degerleri...........cooooeeeeiiiiii 123
Tablo 3.14: Kontrol, doksisiklin, LPS ve LPS + doksisiklinin uygulandigi PC-3 hicre gruplarinda
p-1kB-a immunopozitivitesine 6zgl skor degerleri. ... 125
Tablo 3.15: Kontrol, doksisiklin, LPS ve LPS ile doksisiklinin birlikte uygulandidi PC-3 hucre
gruplarinda IKK-B immunopozitivitesine 6zgl skor degerleri. ...........ccovvvvvveeevennn... 127
Tablo 3.16: Kontrol, doksisiklin, LPS ve LPS + doksisiklinin uygulandigi PC-3 hicre gruplarinda

MMP-9 immunopozitivitesine 6zgu skor degerleri ... 129

Tablo 3.17: Kontrol, doksisiklin, LPS ve LPS + doksisiklinin uygulandigi PC-3 hicre gruplarinda
MMP-8 immunopozitivitesine 6zgu skor degerleri. ... 131

Vi



SEKILLER Dizisi

SEKIl 1.1: Prostat YapISI ..ooouiiiii e aaaaaaan 5
SekKil 1.2: Prostatin BOIUMIETI. .......cooi e e e e e e e e e e e e e eeanees 5
Sekil 1.3: Yasa bagli olarak prostat kanseri geliSimi............ooiiiii i 6
Sekil 1.4: Amerikan Saglik Orgiti’'niin 2008 yilinda yapti§i test sonuclarina gére diinya

Uzerindeki Ulkelerin prostat kanseri insidansi ve mortalitesi .............cccccceeeevieeennnnnnns 8
Sekil 1.5: 2005 yilinda Tirkiye'de en sik gorilen 10 kanser ¢esSidi.........uvieivieivriiiiiiiiiiiieeeeeeeeees 9
Sekil 1.6: Normal prostattan prostat kanserine kadar gecen surecte olusan degisiklikler .......... 11
Sekil 1.7: MMP enzimlerinin moleKUIEr YapISI .....ceevuiieiiiie e e e 21
Sekil 1.8: MMP’lerin ¢ boyutlu temel YapISI .....coovviiiiiii e 21
Sekil 1.9: MMP enzim aktivitesinin dUzenlenmesSi ...........ccovvvviiiiiiiiie e 28
Sekil 1.10: MMP’ler igin hicre yuzeyi ile iliskili aktivasyon kaskadl.............ccccoooeeiiiiiiiiiiinnn . 30
Sekil 1.11: Tetrasiklinin kKimyasal formulU. ... 43
Sekil 1.12: Doksisiklinin kimyasal formuUlU. ...........coooiioiiii 47
Sekil 1.13: LPS, TNF ve IL-1 ile uyarilabilen klasik NF-kB yolagi ve inhibitorleri ...................... 57
Sekil 1.14: Farkh reseptor aracili klasik ve alternatif NF-kB sinyal yolagi. ..., 59
Sekil 1.15: Farkli indiksiyon ajanlari ile klasik ve alternatif NF-kB sinyal yolagi ........................ 60

Sekil 1.16: TNF-a aracili anti-apoptotik ile apoptotik etkinin olusumu ve alternatif NF-kB sinyal
yolaginin Klasik yolaga €tKiSi..............uuuuuuuuimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 61

Sekil 1.17: Onkogenjenlerce uyarimda ve kanser kemo ve radyorezistansinda NF-kB’nin rolii .64

Sekil 1.18: NF-kB’nin yapisal aktivasyonuyla iligkili olan farkli kanser tarleri .............ccccccooooo. 65
Sekil 1.19: Kanser olugsum ve gelisiminden sorumlu tutulan NF-kB’nin hedef genleri ................ 66

Sekil 1.20: LPS aracili sinyal iletimi sonucunda etkilenen gen aileleri ve NF-kB sinyal yolagina

Etki deN ProteINIET ......ve e e 69

Sekil 1.21: TNF ve diger uyaranlarca gergeklesen NF-kB indiksiyonunun apoptozu baskilayan

genlerin transkripsiyonel aktivasyonunu yonetmesi.........cccooviiviiiiiiin v, 71

Sekil 1.22: LPS uyarimina bagh PI3K ve AKT yolagi aktivasyonunun aracilik ettigi NF-kB

aktivasyonu ve MMP-9 eKSPIreSYONU.........ceuuiuuiii e e e 77

Sekil 3.1: LPS’in farkli konsantrasyonlari ile 24 saat sureli induksiyonlar sonunda belirlenen

RUCTE SAYIAIT ..o 102

Vii



Sekil 3.2: Doksisiklinin farkli konsantrasyonlari ile 24 saat slreli inkibasyonlar sonunda

belirlenen hUCIE SAYIAIT ......ccccoiiiieii e e e aaaees 103

Sekil 3.3: Es zamanli olarak LPS (0.5 pg/ml) indiksiyonu ve farkli konsantrasyonlarda

doksisiklinin (ug/ml) 24 saat slre ile inkiibasyonu sonunda belirlenen hicre sayilari

Sekil 3.4: PC-3 hucre hattinda 24 saat sure ile uygulanan farkli konsantrasyonlardaki LPS'’in

jelatinaz ekspresyon ve aktiviteleri Gzerindeki etkisi...........ccccooveeiiiiiiiiiiiiiinne 105

Sekil 3.5: PC-3 hicre hattinda 24 saat slre ile ve farklh konsatrasyonlarda uygulanan

doksisiklin’in jelatinaz ekspresyon ve aktiviteleri Gizerine etkisi..............cccevvvvnnnnnnn. 106

Sekil 3.6: Es zamanh 24 saat sureli uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve farkli konsantrasyonlarda

doksisiklinin PC-3 hucrelerindeki jelatinaz ekspresyon ve aktiviteleri Gzerine etkisi

Sekil 3.7: Es zamanlh 24 saat sureli uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve/veya doksisiklinin (5ug/ml)

PC-3 hlcrelerindeki jelatinaz ekspresyon ve aktiviteleri Uzerine etkisi. ................. 108

Sekil 3.8: PC-3 hiicre hattinda 24 saat slre ile uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve doksisiklinin
(5ug/ml) MMP-9 aktivitesi Gzerine etkileri..........cccooieiiiiiiiiii e 109

Sekil 3.9: PC-3 hicre hattinda es zamanli olarak 24 saat sire ile uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve
doksisiklinin (5ug/ml) NF-kB ekspresyonu lzerine etkisi ve temsili western blot

o o4 0T 01 (= 1 PP 111

Sekil 3.10: PC-3 hucre hattinda es zamanl olarak 24 saat sure ile uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve
doksisiklinin (5ug/ml) 1kB-a ekspresyonu Uuzerine etkisi ve temsili western blot

GOTUNTUSU . ..o e ettt e e e e e et ettt e e e e e e e e eanean s 112

Sekil 3.11: PC-3 hicre hattinda es zamanl olarak 24 saat sure ile uygulanan LPS (0.5pg/ml) ve
doksisiklinin (5ug/ml) p-IkB-a ekspresyonu uzerine etkisi ve temsili western blot

GOTUNTUSU . .o e ettt e e e e e e e e et e e e e e e e eeeneen s 114

Sekil 3.12: PC-3 hilcre hattinda es zamanli olarak 24 saat slre ile uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve
doksisiklinin (5ug/ml) IKK-B ekspresyonu uzerine etkisi ve temsili western blot

(o o4 0T 01 (= U PP 115

Sekil 3.13: PC-3 hiicre hattinda es zamanli olarak 24 saat sure ile uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve
doksisiklinin (5ug/ml) MMP-9 ekspresyonu Uzerine etkisi ve temsili western blot

oo 0 01 (=1 PP 117

viii



Sekil 3.14: PC-3 hicre hattinda es zamanli olarak 24 saat sire ile uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve

doksisiklinin (5ug/ml) MMP-2 ekspresyonu Uzerine etkisi ve temsili western blot

(o o001 {8 =¥ PP 118

Sekil 3.15: PC-3 hicre hattinda es zamanli olarak 24 saat sire ile uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve

doksisiklinin (5ug/ml) MMP-8 ekspresyonu Uzerine etkisi ve temsili western blot

(o o001 {8 =¥ PP 120

Sekil 3.16: PC-3 hicre hattinda es zamanl olarak 24 saat sure ile uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve

doksisiklinin (5ug/ml) MMP-10 ekspresyonu Uzerine etkisi ve temsili western blot

o o 0 01 (1= PP 121

Sekil 3.17: (A) Kontrol, (B) doksisiklin, (C) LPS (D) LPS + doksisiklinin uygulandigi PC-3 hicre

Sekil 3.18:

Sekil 3.19:

Sekil 3.20:

Sekil 3.21:

gruplarinda NF-kB immunpozitivitesi igin belirlenen temsili gértntaler ................. 123
(A) Kontrol, (B) doksisiklin, (C) LPS ve (D) LPS + doksisiklinin uygulandigi PC-3
hicre gruplarinda p-1kB-a immuanpozitivitesi igin belirlenen temsili goriantiler....... 125
(A) Kontrol, (B) doksisiklin, (C) LPS ve (D) LPS + doksisiklinin uygulandigi PC-3
hicre gruplarinda IKK-B immunpozitivitesi igin belirlenen temsili gérintaler.......... 127
(A) Kontrol, (B) doksisiklin, (C) LPS ve (D) LPS + doksisiklinin uygulandigi PC-3
hlcre gruplarinda MMP-9 immunpozitivitesi i¢in belirlenen temsili goruntdler ....... 129
(A) Kontrol, (B) doksisiklin, (C) LPS ve (D) LPS + doksisiklinin uygulandigi PC-3

hicre gruplarinda MMP-8 immunpozitivitesi i¢in belirlenen temsili géruntdler ....... 131



AP-1

BAFF

BPH

CD40L

c-1AP

CMT

COX

CT-FBS

DBD

DD

DMEM

DU145

EDTA

EGF

ELISA

EMMPRIN

EMSA

ERK

ESM

FADD

KISALTMALAR LISTESI

Aktivator Protein -1

(Activator Protein 1)

B-htcresi Aktive Edici Faktor

(B-Cell Activating Factor)

Benin Prostat Hiperplazisi

(Benign Prostate Hyperplasia)

CD40 Ligand

(CD40 Ligand)

Hiicresel Apoptoz Proteini inhibitori
(Cellular Inhibitor of Apoptosis)

Kimyasal Olarak Modifiye Edilmis Tetrasiklin
(Chemically Modified Tetracycline)
Siklooksijenaz

(Cyclooxygenase)

Kémiirle islem Goérmis Fétal Sigir Serumu
(Charcoal Treated Fetal Bovine Serum)
DNA Baglanma Bolgesi

(DNA Binding Domain)

Olum Bolgesi

(Death Domain)

Dulbecco’nun Modifiye Edilmis Ortami
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium)
Androjenden Bagimsiz insan Prostat Kanseri Beyin Nodu Metastatik Hiicresi

(Androgen-insensitive Human Prostate Cancer Cell Lines Derived From Brain
Metastasis)

Etilen Diamin Tetra Asetik Asit
(Ethylenediaminetetraacetic Acid)

Epidermal Bluylume Faktoru

(Epidermal Growth Factor)

Enzim lliskili immiinsorbent Analizi
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
Ekstraseliiler Matriks Metalloproteinaz indiikleyici
(Extracellular Matrix Metalloproteinase Inducer)
Elektroforetik Jel Kayma Teknigi
(Electrophoretic Mobility Shift Assay)
Ekstraselller Sinyal-Duzenleyici Kinaz
(Extracellular Signal-Regulated Kinase)
Ekstraselller Matriks

(Extracellular Matrix)

Fas-Bagimli Olim Domaini

(Fas-Associated Protein with Death Domain)



FBS Fotal Sigir Serumu
(Fetal Bovine Serum)

FEV1 Zorlu Bir Ekspirasyonun 1 Saniyesinde Cikarilan Gaz Volumu
(Forced Expiratory Volumel)
FGF Fibroblast Buyume Faktori
(Fibroblast Growth Factor)
HGF Hepatosit Bluyume Faktoru
(Hepatocyte Growth Factor)
IkB NF-kB Inhibitor
(Inhibitor of NF-kB)
IKK IkB Kinaz
(IkB Kinase)
IL interl6kin
(Interleukin)
IL1a interlékin 1 Alfa
(Interleukin 1 Alpha)
IL1B interldkin 1 Beta
(Interleukin 1 Beta)
ICC immunositokimya
(Immunoscytochemistry)
IHC immunohistokimya
(Immunohistochemistry)
ISH In situ Hibridizasyon
(In situ Hybridization)
JNK C-Jun NH2-Terminal Kinazi
(C-Jun NH2-Terminal Kinase)
LNCaP Androjene Duyarli Prostat Kanseri Lenf Nodu Metastatik Hucresi

(Androgen-Sensitive Human Prostate Cancer Cell Lines Derived From Lymph
Node Metastasis)

LPS Lipopolisakkarit
(Lipopolysaccharide)

MAPK Mitojenle Aktive Olan Protein Kinaz
(Mitogen-Activated Protein Kinase)

MBP Miyelin Bazli Protein
(Myelin Basic Protein)

MCP-1 Monosit Kemotaktik Protein-1
(Monocyte Chemotactic Protein-1)

MEKK Mitojenle Aktive Olan Protein Kinaz ERK’nin Kinazi (MAP3K)
(MAP Kinase Kinase Kinase)

MMP Matriks Metalloproteinaz
(Matrix Metalloproteinase)

MRNA Mesajci Ribonukleik Asit

(Messenger Ribonucleic Acid)

Xi



NF-kB Nukleer Faktér Kappa B
(Nuclear Factor Kappa B)

NIK NF-kB-indlkleyici Kinaz
(NFkB Inducing Kinase)
NSAID Steroid Olmayan Anti-inflamatuvar ilaglar
(Nonsteroidal Anti-Inflammatory Drugs)
OAL Okuler Adneksal Lenfoma
(Ocular Adnexal Lymphoma)
PAI-1 Plazminojen Aktivator inhibitori-1
(Plasminogen Activator Inhibitor-1)
PBS Fosfat Tamponlu Salin
(Phosphate Buffered Saline)
PC-3 Androjene Duyarsiz Prostat Kanseri Kemik Metastazi Hiicresi

(Androgen-insensitive Human Prostate Cancer Cell Lines Derived From Bone
Metastasis)

PCA Prostat Kanseri
(Prostate Cancer)
PI3K Fosfatidil inozitol 3-Kinaz
(Phosphatidylinositide 3-kinase)
PIA Proliferatif inflamatuvar Atrofi
(Proliferative Inflammatory Atrophy)
PIN Prostatik intraepitelyal Neoplazi
(Prostatic Intraepithelial Neoplasia)
PKC Protein Kinaz C
(Protein Kinase C)
PMA Forbol Miristat Asetat
(Phorbol 12-Myristate 13-Acetate)
PMSF Fenil Metil Sulfonil Flortr
(Phenylmethylsulfonyl Fluoride)
PSA Prostat Spesifik Antijen
(Prostate-Specific Antigen)
PVDF Polivinilidenflortr
(Polyvinylidene Fluoride)
RH Rel Homolojisi
(Rel Homology)
RIP Reseptdr interaktif Protein
(Receptor-Interacting Protein)
ROS Reaktif Oksijen Turleri
(Reactive Oxygene Species)
RT-PCR Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(Real Time Polymerase Chain Reaction)
SR Serbest Radikal
TBP TATA Baglayan Protein

(TATA Binding Protein)

Xii



TGFB
TIMP
TLR
TNF-R
TNF-a
TRADD
TRAF
TB-R
Ub
uPA
uPAR
WHO

al-AT

Transforme Edici Buyume Faktorl Beta
(Transforming Growth Factor Beta)

MMP Doku Inhibitrii

(Tissue Inhibitors of Metalloproteinases)

Toll Benzeri Reseptoér

(Toll Like Receptor)

TUumor Nekroz Faktér Reseptori

(Tumor Necrosis Factor Receptor)

TUumor Nekroz Faktor-Alfa

(Tumor Necrosis Factor-Alpha)

TNF-Reseptor iligkili Oliim Domaini
(TNF-Receptor Assosiated Death Domain)
TNF-Reseptor iligkili Faktor

(TNF-Receptor Assosiated Factor)

Transforme Edici Bliyiime Faktorli Beta-Reseptori
(Transforming Growth Factor Beta Receptor)
Ubikitin

(Ubiquitin)

Urokinaz-Tip Plazminojen Aktivatorii
(Urokinase-Type Plasminogen Activator)
Urokinaz-Tip Plazminojen Aktivatdrii Reseptérii
(Urokinase-Type Plasminogen Activator Receptor)
Diinya Saglik Orgti

(World Health Organization)
a1-Antitripsin/a1-Proteinaz inhibitori
(a1-Antitripsin/a1-Proteinase Inhibitor)

Xiii



BOLUM I

1. GIRiS VE GENEL BILGILER
1.1. GIRIS
Matriks metalloproteinazlar (MMP’ler) elastin, kollajen ve proteoglikanlar gibi ekstraselller

matriks (ESM) proteinlerini yikima ugratan, Zn** ve Ca*®

a bagiml, 24 farkl endopeptidazdan
olusan bir enzim ailesidir (159, 183). MMP’ler yara iyilesmesi, kemigin yeniden yapilanmasi,
uterus ve meme dokusu fizyolojik fonksiyonlari, ovilasyon, embriyojenez, embriyo
implantasyonu, laktasyon, organojenez gibi fizyolojik sirecglerde yer aldigi gibi ayni zamanda
inflamasyon, timor hicresinin invazyonu ve metastaz gibi patolojik sureglerde de rol oynarlar
(25,93,229). MMP aktivitesinin kontrolinde spesifik doku inhibitérleri olan TIMP’ler (Tissue
inhibitors of metalloproteinases) anahtar role sahiptir. Bundan baska a2-makroglobulin, anti-

kollajenaz aktiviteli serum C-reaktif proteini (5), heparin, tetrasiklinler ve sentetik inhibitérler de

aktif MMP inhibitorleri arasinda yer alirlar (183) .

Tetrasiklinler bakteriyel protein sentezini inhibe eden ve antibiyotik olarak etki gdsteren
ilaglar olarak taninmaktadir. Ancak son zamanlarda yapilan g¢alismalar, tetrasiklinlerin bu
etkilerinin yaninda birgok hicresel fonksiyonu etkileyen ¢ok yoénlli ilaglar oldugunu aciga
ctkarmistir (81). Doksisiklin ve diger tetrasiklin turevlerinin matriks metalloproteinaz (MMP)
inhibisyonu ile damarlarda intima kalinlagsmasini azalttigi, (15,107,136) aortik anevrizma
(42,215), periodontal hastallk (17) ve artritte doku yikimini azalttigi (87, 209), timdr hicre
invazyonu, timér metastazi (72,196,197) ve tumoér anjiojenezini inhibe ettigi (214)
gdsterilmistir. in vitro olarak osteosarkom ve endotel hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi, meme
karsinom hcreleri, osteosarkom hiicreleri ve makrofajlarda apoptoza neden oldugu (81) ve
kondrositlerin matriks sentezini azalttiy1 gosterilmigtir (72). Tetrasiklin turevlerinden biri olan

doksisiklin, birgok htcresel fonksiyonu etkilemesi nedeniyle arastirmacilar igin bugliine kadar



hep ilgi ¢ekici bir ilag olmustur. Bunda doksisiklinin ucuz ve gl¢li bir tetrasiklin tlirevi olmasinin

da rold vardir.

NF-kB, hemen hemen hayvan hicrelerinin timinde bulunan, komplekslesmis protein
yapisinda bir transkripsiyon faktdr ailesidir. Stres, sitokinler, serbest radikaller, ultraviyole
radyasyon, okside LDL ve bakteriyel veya viral antijenler gibi uyarilar sonucunda meydana
gelen hiicresel yanit sireclerinde rol oynar. immiin yanitin dizenlenmesi, inflamasyon,
otoimmun hastaliklar, septik sok, viral enfeksiyon ve kalp hastaliklarinda oldugu gibi NF-kB’nin
ayni zamanda kanser surecinde de kritik role sahip oldugu belirlenmistir. NF-kB’nin kanserin
Onemli basamaklarindan proliferasyon, anjiyojenez, metastaz, timor invazyonu, inflamasyon ve
apoptozun baskilanmasi ile iligkili genlerin transkripsiyonel aktivasyonlarini module ettigi
bilindigi icin, NF-kB yolaginin bloke edilmesinin timoér hdcrelerinin  antitimdr ajanlarin
aktivasyonuna daha duyarli hale gelmelerine veya proliferasyonunda azalmaya neden oldugu
disunulmektedir. Bu nedenle, NF-kB aktivasyonunu baskilama kapasitesine sahip ajanlarin,
kanseri inhibe etme potansiyeli oldugu ve kanser tedavisinde umut verdigi diastnilmektedir
(142). Bunun yani sira yakin zamanlarda yapilan ¢alismalarda NF-kB’nin prostat dahil bazi
kanser turlerinde MMP ekspresyon ve aktivasyonlarindaki artisa aracilik ettigi de gdsterilmistir
(65,102,119). Bu bulgular kanser gelisiminin énlenmesinde NF-kB'’yi bir klinik hedef haline

getirmektedir.

Onceki galismalarin 1s1§inda bu tezde androjenden bagimsiz insan prostat kanseri kemik
metastazi hicreleri olan PC-3'de, bir MMP inhibitdri olarak yaygin kabul gdéren doksisiklin
varhginda ve vyoklugunda cesiti MMP’lerin (MMP-2, MMP-8, MMP-9 ve MMP-10)
ekspresyonlarinin ve bu MMP ekspresyonlari (Gzerinde NF-kB sinyalizasyonunun olasi

dizenleyici rolinin incelenmesi amacglanmistir.



1.2. GENEL BILGILER
1.2.1. PROSTAT KANSERI
1.2.1.1. Kanser ve Epidemiyolojisi

Kanser, anormal hucrelerin yayllmasi ve kontrolsiz olarak buyumesi ile karakterize
edilmig, basta endustrilesmis toplumlar olmak Uzere dinyanin pek¢ok Ulkesinde en buyik halk
saghgi problemlerinden biri olarak gorilen hastalik grubudur (142). 2000 yilinda dinya
capinda yapilmis bir calismaya gore, kanserle ilgili olarak 10 milyon yeni vaka, 6 milyon 6lum ve
kanserle yasayan 22 milyon insan tespit edilmistir. Bu profil farkli toplumlarda blyik oélgtide
degismektedir ve elde edilen veriler bu degisimin sebebi olarak 6nlenebilmesi mimkin olabilen
cevresel faktorleri ve farkli yasam tarzini gostermektedir. Bu sartlar altinda istatistiksel olarak
bakildiginda, artan ve yaslanan dinya nifusuyla dodru orantili olarak 2020 yilinda yeni vaka
sayisinin 15 milyon ve 6lum sayisinin da 10 milyon olmasi beklenmektedir (170). 2008 yilinda
Jemal ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismaya gore ise, kanser sebebiyle her yil yaklasik 8
milyon insanin 8ldigu belirtiimis ve bu sayinin 2030 yilinda 12 milyona ulasacagi éngoérilmustir

(109) .

Kanser metastaz patojenezi, spesifik olarak ve ardisik gergeklesen bir dizi basamaktan
meydana gelir (Tablo 1.1). Bunlar tumér hicre proliferasyonu, anjiyojenez, invazyon,
intravazasyon, dolasimda sag kalim, endotel hiicrelerine adezyon (tutunma), ekstravazasyon ve

farkli organlarda buyimedir (69, 101).

Tablo 1.1: Kanserin belirgin 6zellikleri (12) .

¢ Kendine yeter derecede proliferatif blyime sinyalleri olusturur.
e BuyUmeyi inhibe edici sinyallere karsi duyarsizdir.

o Apoptozdan uzaklagsma gorulur.

¢ Sinirsi1z replikasyon potansiyeline sahiptir.

¢ Anjiojenez uyarilir.

e invazyon ve metastaz uyarilir.




Kanser gen mutasyonlarinin progresif dizileri ve epigenetik farkhliklari, doku homeostazisi
ve normal hicre kontrolini saglayan anahtar role sahip suregleri bozarak, kanser progenitdr
hicrelerinin malign sekle dontsmelerini saglar. Ek olarak genomik kararsizlik yaygin olmasa
bile ilerlemis timorlerin 6zelliklerinden biridir. Bu ylzden, kanser arastirmalarinda énemli bir
konu da kompleks kanser genotipleriyle baglantih olarak olusan kanserle iligkisi olmayan
farkhlasmalardan kansere sebep olan mutasyonlarin ayirt edilebilmesidir. Malign hicrelerin bu
intrinsik degisimlerine ek olarak, timor gelisimi ve progresyonundan ¢ogunlukla inflamasyonun
eslik ettigi malign hicre etrafindaki mikrogcevrenin de  sorumlu oldugu disundlir. Bu
inflamatuvar mikrogevre pek ¢ok kanserin dogal olusumu ve progresyonunda anahtar role sahip
oldugu igin, arastirmacilar hizla ilaca direng gelistiren ve mutasyona ugrayan malign hlicreyle
mucadele etmek yerine, timorin olusturdugu inflamatuvar bilesenleri hedeflemeyi daha uygun
bir terapétik yaklasim olarak gérmuslerdir (12). Erken teshis edilebilir olmasi ve farkli tedavi
secenekleri bulunmasi nedeni ile son yillarda mortalite oraninda azalma olsa da gunumuzde

pek ¢cok kanser turine karsi hala tam etkili bir tedavi bulunamamistir (12).

1.2.2. PROSTAT YAPISI

Prostat, yalnizca erkeklerde bulunan, ceviz buyukliginde bir bezdir. Yasl hastalarda bu
bez daha genis yapida olabilir. Vicutta rektumun 6nlinde, Uriner mesanenin altinda yer alir.
Prostatin gorevi, semen icerisindeki sperm hucrelerini koruyan ve besleyen bir gesit sivi
uretmek ve boylelikle semeni daha akigskan hale getirmektir. Prostatin hemen arkasindaki
seminal vezikul bezler ise semen igin gerekli olan sivinin ¢gogunlugunu Gretmekten sorumludur.
Prostatin merkezi boyunca yer alan Uretranin ise idrar ve semenin penisin digina taginmasinda
gorevli tlpsu yapi oldugu bilinmektedir (Sekil 1.1). Prostat temel olarak 5 farkh bélimde

incelenebilmektedir (Sekil 1.2).



.
*ea,
.
v,
LT
oy
L2
iy
o,

Skrotum

Sekil 1.1: Prostat yapisi (175).

Prostat, dogumdan dnce gelismeye baslar. Puberte dénemi boyunca hizli bir sekilde
gelisir ve yetigkinlik ddneminde androjen adi verilen erkeklik hormonlarinin regilasyonu ile ya
yavasca blyur ya da ayni boyutta kalir. Vicuttaki temel androjen testosteron, testislerde dretilir.
5-a-reduktaz adi verilen enzim, testosteronu dihidrotestosterona (DHT) cevirir. DHT, prostat
bldyimesini kontrol eden temel hormondur. Prostat, erkeklik hormonlari vicutta bulundugu

surece, yetiskin erkeklerde ayni boyutta kalir veya yavagga buyur (175).

\ :
a Santral Bolge

—

b Fibromuskiiler Bolge
¢ Transizyonel Bolge

d Periferal Bolge

e Peritiretral Bez Bolgesi

Ejekilator Kanal .

Sekil 1.2: Prostatin bolumleri (49).



1.2.3. PROSTAT KANSERI VE EPIDEMIYOLOJiSIi

Prostat kanseri 6zellikle modern toplumlarda erkeklerde dnemli bir morbidite ve mortalite
nedeni olan, patolojisinde yer alan mekanizmalarin heniiz tam olarak aydinlatilamadigi ve bu
nedenle de tedavisi tam olarak basarilamayan bir kanser turidir. Prostat kanseri siklikla
kemige metastaz yapar ve morbiditeden blylk oranda bu metastaz sorumlu tutulur (6). Bati
Ulkelerindeki erkeklerde en yaygin kanser tird olarak gosteriimekle beraber, Amerika’da
kanserden olumler arasinda (yaklasik 30.000 kisi ile) ikinci siraya yerlesmis durumdadir
(49,99). Tum dinyadaki erkekler igin ise dordinci en sik goérilen kanser olarak
gosterilmektedir. Dinya ¢apinda elli yasini agkin erkek populasyonunda bu oran gun gectikge

hizla artmaktadir (49).
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Sekil 1.3: Yasa bagh olarak prostat kanseri gelisimi (177).

Prostat kanseri insidansi ve mortalitesi farkl irk, etnik grup ve llkeden llkeye gdre ¢ok
farklilk gostermektedir (38). Prostat kanseri insidansi ve mortalite oranlarinin, siyahi

amerikallarda asyalilara goére 50-60 kat daha fazla olmasina karsin batililagsma slrecine bagh



olarak Cin gibi dogu Ulkelerinde gecmis vyillara kiyasla bu oranda ciddi artis goéruldagu
bildirilmistir (Sekil 1.4). Bu yluzden prostat kanserinin patolojisinin hem kalitsal hem de gevresel
faktorlerin birlesiminden olustuguna karar verilmistir (100). Diger kanserlerde oldugu gibi
kalitsal etkisinin somatik genetik ve epigenetik faktérlerin bir araya gelmesi sonucunda
gelisebilecegi de belirtiimistir (49) . Prostat kanseri gelisiminde etkili oldugu distnulen ileri yas,
genetik, temel, etnik ozellikler (99) ve bozulmus androjen metabolizmasi gibi farkl risk
faktorleri kesin olarak tanimlanmistir (38, 92). Bunlarin disinda diyet, fiziksel aktivite, seksuel
faktorler, meslek yasami, hormonlar, vazektomi, inflamasyon ve obezite gibi diger faktorlere
iliskin calismalar da bulunmaktadir (99). Androjen biyosentez/metabolizmasi, karsinojenez
metabolizmasi, DNA onarimi ve kronik inflamasyon yolaklarindaki pek cok genetik farkhlik
arastinliyor olsa da henlz tam bir sonuca varilamamistir. Cevresel ve genetik faktorler
arasindaki etkilesime bagli olan prostat kanserinin bu etkilesimlerinin daha iyi anlasilabilmesi

icin iyi planlanmig epidemiyolojik arastirmalara gereksinim vardir (99).
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Sekil 1.4: Amerikan Sagllk Orgutu’nﬁn 2008 yilinda
yaptigi test sonuglarina gore dinya Uizerindeki
ulkelerin prostat kanseri insidansi ve mortalitesi (Cizgi
grafik insidansi gosterirken, bar grafikler hem insidans hem
de mortaliteyi bildirmektedir. Barlardaki rakamlar, 100.000
kisiyi temsil etmektedir) (176) .



Kanser insidansi ve mortalitesi pek c¢ok gelisen Ulkede oldugu gibi Turkiye’de de
artmaktadir. Turkiye Saglik Bakanligi'nin Kanser Kontrol Departmani’'nin 2005 verilerine gore
Tarkiye'de en sik rastlanan ilk 5 kanser tipi icinde prostat kanseri 2. sirada yer almaktadir (Sekil
1.5) (234) . Prostat kanserinin Turkiye 6lcegindeki insidansinin bu denli 6n siralarda yer almasi,

arastirmacilarin bu hastaliga olan ilgisini artirmigtir.
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Sekil 1.5: 2005 yilinda Turkiye'de en sik gorulen 10 kanser ¢esidi (Barlarin
Uzerindeki rakamlar, toplam kanser sayisina oranla % populasyon degerlerini
temsil etmektedir) (234) .

Son yillarda yapilan tedavi segenekleri arasinda, lokalize halde bulunan prostat kanserli
hastalar icin radikal prostatektomi, kriyo-ablasyon tedavisi, i1sin tedavisi ve brakiterapi
bulunmaktadir. Lokalize prostat kanseri olan ancak kanser geliserek ileri dizeyli veya
metastazik yapili bir hal almasini engellemek amaciyla ise androjen ablasyon tedavisi ve
kemoterapi yapilmaktadir. Lokalize haldeki ilerlemis ve uzak boélgelere metastaz yapmis prostat
kanserli erkeklerde, glinimuz tedavi yaklagimlari ancak palyatif olarak yarar saglamaktadir

(110). Erken teshis ve geleneksel tedavide son vyillardaki gelismelere ragmen prostat
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kanserinin seyri hala degistirilememistir. Prostat kanserinin bu patolojik seyri metastaz yapmasi,
androjenden bagimsiz bir hal almasi ve kemoterapiye direngli hale gelmesi seklinde
siniflandirilabilir. Mevcut tedavi ydntemlerinin sinirlari nedeniyle, hem lokalize sekilde ilerlemis
hem de metastatik durumda olan prostat kanserinin her ikisine karsi yeni tedavi yaklasimlarina

acil olarak gereksinim duyulmaktadir (110).

1.2.4. PROSTAT KANSERI TESHiSI VE ETKENININ BELIRLENMESINE ILISKIN
CALISMALAR

1.2.4.1. PSA ve Prostat Kanseri

ilk defa prostat dokusuna spesifik "Prostat Spesifik Antijen" (PSA) isimli bir proteinin
varigindan 1979 yilinda bahsedilirken, PSA’nin (seminal sivi ve prostat dokusu hari¢) prostat
kanserli hastalarin serumlarinda da arttigi1980 yilinda goésterilmistir. GUnimuizde yaygin olarak
kullanilan serum PSA dizeyi dlcima ise ilk kez 1980 yilinda gerceklestiriimistir (63) . Prostat
kanali epitel hicreleri tarafindan saliverilien PSA’nin klinikte degerlendirilen bir parametreye
donlsmesinden sonra, prostat kanserli hastalarin teshis sayisinda artis meydana gelmistir.
Prostat kanseri varliginda serum PSA degerinin yiksek oldugunun anlagiimasi nedeniyle PSA
onemli bir tamor belirteci haline gelmistir. Ancak bu belirtecin prostat dokusuna 6zgu bir antijen
olmasina karsin prostat kanserine 6zgu olmadigi anlasiimistir. Bu nedenle prostat kanseri
disinda "Benign Prostat Hiperplazisi" (BPH), "Prostatik intraepitelyal Neoplazi" (PIN) veya
prostatit olan hastalarda da PSA'nin ylksekligi saptanabilmektedir. Otopsi verilerine gére 50
yasindaki bir erkekte yasam boyunca prostat kanseri gelisme riski ortalama %42 olup, klinik
olarak bunun saptanma orani %17,8 olarak bildiriimektedir. Yiksek serum PSA degerlerine

sahip hastalarin sadece %38’inde prostat kanseri tespit edildigi bildirilmistir (45, 63).
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1.2.4.2. inflamasyon ve Prostat Kanseri

Prostat kanserinde kronik ve akut infiltratlarin her ikisini de iceren pek cok lezyon,
histolojik olarak atrofik epitelyum veya epitelyal odaksal atrofi ile birlikte gelisir. Benzer sekilde,
epitelyal odaksal atrofik alanlar yaslanmis prostatta yaygindir ve genelde periferik boélgenin
etrafinda genis bir sekilde olusur. Normal epitelyum ile kiyaslandiginda, odaksal atrofik
lezyonlarda proliferasyona ugramis epitel hicrelerinde artis goézlenir. Bu odaksal atrofik
lezyonlar genelde "Proliferatif inflamatuvar Atrofi" (PIA) olarak da aniimaktadir (48). Bu terim,
prostatin her atrofik lezyonunda, artmis inflamatuvar hiicre gérulemeyebilecegini belirtmek igin
tanimlanmistir. PIA ile adenokarsinom arasinda gegis olabilecegini gosteren morfolojik pek ¢ok
calisma yapilmistir (48,151, 160) . PIA ve/veya ilerlemis PIN (Prostatik intraepitelyal Neoplazi)
iceren proliferatif atrofi surecleri arasinda sik¢a gegisler olabildigini gdsteren ¢alismalar olmustur
(46,48,179) (Sekil 1.6). PIA ve proliferatif atrofinin ikisinde de somatik genetik degisiklikler
oldugunu gosteren kanitlar olsa da, pek cok PIA ve proliferatif atrofi lezyonu klonal genetik

degisimleri barindirmamaktadir (48).

Normal prostat

inflamasyon
Reaktif Oksijen
Radikalleri
.Androjenler
Diyet

inflamasyon
Reaktif Oksijen
Radikalleri
Androjenler Diyet]

inflamasyon
Androjen

Sekil 1.6: Normal prostattan prostat kanserine kadar gecen siiregte
olusan degisiklikler (199).
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Prostatin transizyon boélgesinde olusan BPH (Benign Prostat Hiperplazisi), prostat
kanserinde hala tartismali olan bir belirtectir (46). Prostat hacmindeki artigla birlikte,
miksiyonun baglamasinda gecikme, idrar akisinda zayiflama ve mesanede rezidiel idrar
kalmasi gibi cesitli problemler ortaya c¢ikar. Prostatin blylmesi temel olarak fibromuskuler
stromadaki hicrelerin blylme ve gelisiminin artmasina dayanir. Fakat bu durum dretranin
sikistiriimasina da neden olan inflamatuvar slirecten de kaynaklanmaktadir. BPH’si olan pek
cok hastadan alinan doku Orneklerinin belirgin olarak fazla sayida kronik inflamatuvar
hicrelerden olusan alanlar icermekte oldugu gérilmis ve Uriner semptom siddeti ile
intraprostatik inflamasyon arasinda korelasyon olabilecegi fikri 6ne surtlmastir (53, 105). BPH
ile yapilan hemen hemen tim calismalarda, epitelyum atrofik olarak goérilmekte ve transizyon
bdlgesinde PIA’nin olusabilecegine isaret edilmektedir (48). Ancak prostat blylimesi ve
inflamasyon arasindaki iliskiyi gosterebilecek altta yatan kesin bir mekanizma belirlenememistir.
Bununla birlikte, makrofajlar ve lenfositlerin aktivasyonu ile sitokinlerin sekresyonunun bu

blylmede 6nemli rol oynadigi gosterilmistir (208) .

Prostat kanserinde anahtar rol oynadidi anlasilan farklilasmis pek ¢ok molekulin PIA
lezyonlarinda da goruldugu belirtiimigtir. Ornegin, prostat timér stpresodr genlerinden NKX3.1
(205), p27’yi kodlayan CDKN1B (46,223) ve PTEN’e (Fosfataz ve Tensin Homologu) (48)
iliskin protein sentezlerinin odaksal atrofi lezyonlarinda tamamen baskilandi§i saptanmigstir. Bu
genler, normal prostat epitelinde ylksek oranda eksprese edilirken, prostat kanseri veya PIN'de
ya azalir ya da tamamen kaybolmustur. Buna ek olarak, karsinomda genetik olarak karsilik
geldikleri lokuslardan bir allel siklikla silinmistir ve hicre kiltirinde bu genlerin her birinin asiri
ekspresyona zorlanmasi ile, prostat kanser hicrelerinin blylimesinin azalmasi saglanmistir.
Hayvan modellerinde de bu genlere karsilik gelen alellerden birinin veya ikisinin bozulmasi

sonucunda prostat hiperplazisi, PIN ve/veya invaziv karsinom gelistigi gértlmastir (1, 48).
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Vicutta meydana gelen inflamatuvar durumlarda, inflamasyonun meydana geldigi dokuda
histopatolojik degisikliklerin ortaya c¢iktigi bilinmektedir. Bu amacla inflamatuvar prostat
hastaliklar ile PSA ve prostat kanseri iliskisi arastirilmaya baslanmistir. Prostat kanseri nedeni
ile opere edilen hastalarin patoloji 6érneklerinde timoér tarafindan infiltre edilmemis bdlgelerde,

multifokal akut ve kronik inflamasyon alanlari gézlenmistir (45, 63, 219).

inflamasyonun kanser patojenezini;
I. Hicre ve genom hasari olusumu,
Il. Hasarli hicrelerin yerini almak Uzere yeniden olusan hicrelerde proliferasyonunun
tetiklenmesi,
Ill. Hucreleri replikasyon, anjiojenez ve doku onarimi yapmasl i¢in uyaran sitokinlerin
ortamda ¢ogalmasi

yollariyla etkileyebilecegi diistinilmektedir (45, 168) .

1.2.4.2.1. inflamasyon ile Prostat Kanseri Teshisinin Zorlugu

Konakg! bagisiklik sistemi ve inflamatuvar cevabin kanser gelisimi ile iliskisi dnceden beri
biliniyor olsa da prostatik inflamasyon ile prostat kanseri arasindaki iligkiyi test etmek oldukca
gugtur. Canku, 40-79 yas arasi erkeklerin %9’unda semptomatik prostatit bulunmasina karsin,
asemptomatik prostatite neredeyse tum prostat biyopsi ya da rezeksiyon &rneklerinde
rastlanilabilmektedir. Dolayisi ile gercek anlamda inflamasyonsuz bir kontrol grubunun olmadigi
dusindlmektedir. Ayrica, farkh cografik bdlgelerdeki insanlarin prostat kanseri insidansi,
prevalansi, baslama yasi ve dogal seyri bilinmediginden, semptomatik prostatit ile prostat
kanseri arasindaki iliski toplum calismalarinda test edilememistir. Epidemiyolojik ¢alismalar
acisindan bir diger sikinti da, semptomatik prostatitli olgularin prostat inflamasyonu olmayan
erkeklere gbre daha fazla doktora gitme, daha ylksek PSA dizeylerine sahip olma ve bu

sebeple bu hastalara daha fazla biyopsi yapilma olasiliginin bulunmasidir. Bu nedenle artmis
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gibi goérinen prostat kanseri insidansi, aslinda sadece daha fazla olgunun daha erken
yakalanmasina bagh olarak gerceklesebilmektedir. Dolayisi ile semptomatik prostatiti olan
olgularda var olan kanserlerin ¢ogu saptanmakta iken, asemptomatik olgularda bu kanserlerin
onemli bir bolimu gizli kalmaya devam ediyor olabilmektedir. Ayrica, asemptomatik prostatit

olgularinin gogunda altta yatan patojen etken bilinmemektedir (168, 219).

1.2.4.3. Enfeksiyon Ajanlari ve Prostat Kanseri

1950’li yillarda seksuel olarak aktarilan karsinojenik ajanlarin, farkli Ulkelerde ve farkl
yasam tarzlarindaki insanlar Uzerinde prostat kanseri oranlarinda farkliliklara sebep oldugunu
savunan calismalar olmus ve prostat kanseri ile sekstel olarak aktarilan enfeksiyonlar
arasindaki iligkiyi incelemek Uzere pek ¢ok epidemiyolojik ¢alisma yapildigi belirtiimistir (168) .
Mikrobiyal aktivatorlerin, maligniteye sebep olabilecek akut ve kronik inflamatuvar sureglere
yardimci olabilecegi goérilmastir. Ornegin, Helicobacter pylori ile mide kanseri ve mide
lenfomasi arasindaki iliski bunu desteklemistir. Klamidyanin ateroskleroz, bronsial astma,
multipl skleroz ve belirgin sekilde Uretrit ile prostatta inflamasyon olusturdugu tartisilan konular
arasinda yer almistir (122). Prostat kanserinde, gonore, sifiliz, insan papilloma virusa, herpes
simpleks virusu, (8 serolojisi, IL-6 araciligiyla inflamasyonu uyardidi igin) insan herpes virusu
gibi inflamasyona neden olan bazi enfeksiy6z ajanlarin da etiyolojide rol oynayabilecegi éne
surllmus olsa da (168) yapilan arastirmalarda buna sebep olan bir organizma bulunamamistir.
Bu yuzden yapilan retrospektif ¢calismalar sonrasinda, cinsel yolla bulasanlar gibi enfeksiyona
yol agan mikroorganizmalardan ziyade, kronik enfeksiyona kargi ortaya c¢ikan inflamatuvar
olayin prostat kanseri ile iligkili olabilecegi tezi savunulmustur. Bununla birlikte prostat
inflamasyonunun, histolojik benign prostat hiperplazisi ve prostat kanseri gelisimine katkida

bulunduguna dair molekiler veriler gittikce artmaktadir (45, 63, 219).
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1.2.4.3.1. Oksidatif Hasara Bagh inflamasyon ve Prostat Kanseri

Kronik ve yineleyen inflamasyonla olusan DNA oksidatif hasari ve diger hucresel
bilesenler, inflamasyonlu prostat kanseriyle baglantili olabilmektedir. Enfeksiyona bagl olarak
olusan inflamasyon hucrelerinde, mikroorganizmalari yok etmek U(zere programlanmis
(superoksit, hidrojen peroksit, reaktif oksijen ve yuksek aktiviteli nitrojen peroksit formuna
donusebilen peroksinitrit gibi) gesitli toksik bilesikler Gretilir. Bu bilesikler, inflamasyon alanindaki
konak hicrelerinin DNA’lari UGzerine dogrudan girisim yapabilmekle birlikte, bu hdcrelerdeki
(serbest radikal zincir reaksiyonunu baslatacak lipit gibi) toksik diger bilesiklerle de etkilesime
girebilirler. Oksidatif hasar olusturan bilesiklerin olusturdugu hasar devamli olursa, konakgi
hicrelerde 6lim ya da DNA hasari ve mutasyon olusturur (45). Hucrelerdeki mutasyonlar
sonucunda, GSTP1 geni Uzerindeki CpG adaciklarinin Uzerinde olusan hipermetilasyonla
(GSTP1 bloklanmasi), oksidan ve elektrofilik karsinojenlere karsi yapilan savunma
mekanizmasinda bir bozuklugun olmasi durumunda, inflamatuvar alandaki prostat hicrelerinin
neoplastik degisimlere ve kanser gelisimine neden olan oksitatif genom hasarina duyarli hale
geldikleri savunulmustur. Bu varsayim, antioksidan ve antiinflamatuvar ilaglarin alimina bagh
olarak prostat kanseri insidansinin azaltildigini godsteren epidemiyolojik c¢alismalarla da
desteklenmistir (45, 219) . “a-Tokoferol, B-Karoten Kanser Onleme” calismasi sirasinda yapilan
bir olgu-kontrol arastirmasi, prostat kanseri riskini arttiran oksidatif hasardan hicreleri koruyan
Mn-SOD (Mangenez-Siperoksit dismutaz) adli mitokondriyal enzimi kodlayan genin Ala 16 Val
alelinin yuksek prostat kanseri riski ile ilgili oldugunu géstermistir (219) . Bir baska olgu-kontrol
calismasinda oksidatif genom hasarini onaran bir enzimi (DNA’nin okside haldeki 8-oksi-guanini
dizelten “glikozilaz/AP liyaz’1) kodlayan hOGG1 isimli genin bazi g¢esitlerinin de artmis prostat

kanseri riski ile iligkili oldugu saptanmistir. (45,219).

inflamasyonun en 6nemli aracilarindan biri olan COX-2'un ekspresyonundaki up-
regulasyonun karsinojenezdeki temel basamaklardan biri oldugu disindimektedir. Bir dizi
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calismada prostat kanseri dokusunda COX-2 mRNA ve protein ekspresyonun artmis oldugu
saptanmistir. Karsinojenez sirecinde 6énemli bir role sahip oldugunu distndirecek sekilde,
COX-2 ekspresyonundaki artisin Bcl-2 ekspresyonunu artirdigi ve apoptozu azalttigi
gOsterilmistir. Bu bilgilerin dogal bir sonucu olarak COX-2 inhibisyonu ile prostaglandin sentezini
Onleyen ilaglarin kanser gelisimini engelleyici etkileri olabilecedi fikri dogmus ve bu konuda
cesitli arastirmalar yapilmistir. NSAID’larin prostat kanseri gelisimini engelleme konusundaki
rollerine iliskin epidemiyolojik veriler kesin olmamakla beraber dizenli ibuprofen veya asprin
kullaniminin prostat kanseri riskini %66 oraninda azaltigi yoninde ¢alismalar vardir (219). PIA
lezyonlarinin prostat kanserinin dnculleri olabilecedini gosteren dnemli veriler elde edilmigtir.
PIA lezyonlari gogu zaman dogrudan PIN ya da prostat kanseri odaklarinin hemen yaninda yer
almaktadir. Bundan baska s6z konusu lezyonlar prostat kanseri gelisimi agisindan 6nemili
olabilecek molekuler degisiklikleri de gostermektedirler. Prostat kanserlerinin %20 kadarinda
mevcut olan p53 gen mutasyonlari, PIA lezyonlarinin %5,3’inde saptanmistir. 8. kromozomun
sentromerik bdlgesindeki DNA dizilerinin sayisal artisi prostat kanserlerinin %6’sinda, PIA

lezyonlarinin ise %4’Unde ortaya ¢ikmaktadir (219).

1.2.4.4. Sitokinler ve Prostat Kanseri

inflamasyon, prostatinda bllyiime gdzlenen hastalardan alinan patolojik doku
orneklerinde siklikla karsilagilan bir durumdur. Prostat bidyumesi ile inflamasyon arasindaki
iliskiye 6zgu kesin mekanizma henlz tam olarak bilinmemekle birlikte, makrofajlarin veya
lenfositlerin aktivasyonu ve sitokinlerin ekspresyonunun bu stregte énemli role sahip olabilecegi
dusUnulmektedir. Makrofajlarda oldugu gibi, prostat epitel hiicrelerinin de inflamasyon suirecini
tetikleyen proinflamatuvar sitokinleri saliverme 6zelligine sahip olmasi bu fikri desteklemektedir
(105) . inflamatuvar siirecin bir parcasi olan sitokinlerin prostat kanserindeki rolii lizerinde
yapilan calismalarda ise en c¢ok IL-6 hakkinda veri elde edilmigtir. IL-6 ve reseptdrinin

dizeyleri insan prostat kanseri dokusunda, organa sinirli hastalikta bile, normal prostat
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dokusuna oranla ¢ok daha yuksektir ve IL-6 reseptér ekspresyonu proliferasyon ile dogru
orantilidir. Ayrica prostat kanserli erkeklerde 6zellikle de hormona yanit vermeyen olgularda IL-
8, IL-1B, TNF-a gibi pro-inflamatuvar sitokinler ile IL-4 ve IL-10 gibi anti-inflamatuvar sitokinlerin

dizeylerinin de arttigi gosterilmistir (47, 219).

1.3. EKSTRASELULER MATRIKS YIKIMI VE MATRIKS METALLOPROTEINAZLAR
1.3.1. EKSTRASELLULER MATRIKS (ESM)

Ekstrasellliler matriks (ESM), organizmalara sadece yapisal destek saglamakla kalmayip
ayni zamanda hlcre proliferasyonu, farkllagsmasi, migrasyonu, adezyonu ile doku
morfogenezisi gibi pekcok biyolojik aktivitede gorev alan, yapisinda proteinler ve proteoglikanlar
iceren, karmasik ve dinamik bir olusumdur (5,133). ESM, hicrelerin 6zel fonksiyonlari
gerceklestirmesi icin kendilerini yonlendirecek hucre ici sinyalleme yolaklari ile direkt ya da
indirekt olarak etkilesmesini saglar. Matriks ile hlicreler arasinda meydana gelen bu etkilesmeler
organizmanin normal gelisimi ve fonksiyonu icin kritik rol oynar. Ornek olarak vaskiler ESM,
integrin molekullerinin kardiyomiyositler, endotel hlcreleri ve duz kas hucrelerinin ylzeyinde
bulunan integrin reseptdrlerine baglanmasini saglayarak hlcresel fonksiyonlari degistiren
sinyaller gdénderir. Bdylece hucreler, sitozolik sinyal iletim yolaklarini direkt olarak aktive edebilir.
ESM’e baglanma sonucunda sinyal olugsmazsa hicreler apoptoza ugrar. Bunun yani sira,
matriks ¢ok sayida buylime faktoérini baglayarak hicrelerden gelen sinyalleri tutar ya da

hicrelere gonderir. Bu sekilde indirekt sinyalleme yolaklarini aktive ya da inhibe eder (183).

Hlcre-matriks etkilesmeleri ESM bilesenlerinin hidrolizinden sorumlu olan proteolitik
enzimler (ekstrasellller proteazlar) tarafindan diizenlenir. Bu enzimler ESM yapisinin bilesimini
ve butinliguni duzenleyerek matriks molekulleri tarafindan olusturulan sinyallerin kontrold,

hicre proliferasyonu, farklilagsmasi ve 6luminde de temel rol oynar (75, 147). Ekstrasellller
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proteazlarin bu kadar ¢ok fonksiyona sahip olmalari onlari potansiyel terapétik hedefler haline
getirmektedir. Bu enzim sistemlerinin icinde matriks metalloproteinazlar (MMP’ler) énemli bir

grubu olusturmaktadir (61) .

1.3.2. MATRIKS METALLOPROTEINAZLAR (MMP'LER)

Matriks metalloproteinazlar (MMP’ler) elastin, kollajen ve proteoglikanlar gibi ekstraselller
matriks proteinlerini yikima ugratan, merkezinde Zn*? atomu barindiran ve aktiviteleri icin Ca*®a
badimli olan, 24 farkli endopeptidazdan olusan bir enzim ailesidir (159) . Nétral pH'da aktiftirler
ve multigenik bir endopeptidaz ailesidirler (226). Turlerine goére fibroblastlar, osteoblastlar,
kondrositler, endotel hiicreleri, makrofajlar, nétrofiller, vaskiler diiz kas hicreleri, T lenfositler,
trombositler, keratinositler, epitel hlicreleri, mezansimal hlicreler, trofoblastlar, osteoblastlar gibi
oldukga cesitli hlicre tipi tarafindan proenzim olarak eksprese edilirler (74,159, 183). Bununla
birlikte bazi enzimlerin 6zel hiicre tipleriyle iliskili oldugu da bilinmektedir. Ornegin MMP-2
(jelatinaz A) ve MMP-9 (jelatinaz B)'nin dncelikli substrati bazal membranindaki tip-1V kollajen
oldugu i¢in bu enzimlerin genellikle endotelyal hiicrelerde ve stromal fibroblastlar, makrofajlar ve

timor hicreleri gibi baska hicrelerde de eksprese edildikleri bilinmektedir (226) .

Organizmada fizyolojik olaylarin surdirilmesinde MMP aktivitesi ile onlarin spesifik
endojen doku inhibitorleri (Tissue Inhibitors of Metalloproteinases - TIMP) ekspresyonu arasinda
surekli bir denge s6z konusudur (126). MMP’ler ve TIMP’ler normal dokularda disuk dizeyde
eksprese edilirler ve birgok suregte birlikte rol oynarlar. Yara iyilesmesi, kemigin yeniden
modellenmesi, anjiyojenez, endometriyal siklus, ovillasyon, embriyojenez, embriyo
implantasyonu, laktasyon, organ morfojenezi gibi fizyolojik sureclerle birlikte inflamasyon, tumor

hlcresinin invazyonu ve metastaz gibi patolojik stregler yer alirlar (25,159, 229).

18



Kanserde ESM, timér dokusunun blylmesi ve timor hicresinin metastazini 6nlemek igin
bir primer bariyer goérevi yapar. MMP’ler ise, malign timorlerin bu bariyeri agmak igin

kullandiklari yikici enzimler olarak goérev alirlar (5) .

1.3.2.1. MMP’lerin Yapisi
MMP’ler cesitli ortak yapisal 6zelliklere sahiptirler. Yapilarinda predomain, prodomain,
katalitik bolge, mentese bolgesi, hemopeksin/vitronektin benzeri bélge olmak lzere temel olarak

5 bolge icerirler (125, 147, 225).

1. Predomain: N terminalinde yer alan, predomain olarak tanimlanan, enzimi salgilanma
icin etiketleyen ancak daha sonra uzaklastirilan ve latent enzimde bulunmayan sinyal peptid

dizisidir. 80 ila 90 adet aminoasit iceren, aminoterminal propeptididir (5,183, 198).

2. Prodomain: Bu bdlgede bulunan sistein rezidlleri, enzimin latent formunun
korunmasinda rol oynar. Prodomainin ayrilmasi, inaktif proenzimin aktif forma dénismesini

saglar (159, 183).

3. Katalitik Bolge: Cinko baglayan bdlgedir. Ek olarak yapisal ¢inko ve kalsiyum iyonu
icerir. 170 aminoasit bulundurur (155). Bu bolge stabilite ve enzimatik aktivitenin olugsmasi igin
gereklidir (147,159, 183). Jelatinaz enzimleri (MMP-2 ve MMP-9) bu bdlimde 3 tane
fibronektin tip Il benzeri ilave domain bulundururlar. Bu kisim jelatin ve kollajene yuksek afinite
ile baglanmayi saglayarak proteolitik aktiviteyi arttirir, ayrica elastolitik aktivite icin de

esansiyeldir (156, 157,183).

4. Mentese Bolgesi: Katalitik bolge ile hemopeksin benzeri bélgeyi birbirine baglayan,
mentese gorevi goren, 5 ila 10 aminoasitlik bolgedir. Pirolince zengindir. MMP-7 ve MMP-26’da

bulunmaz (125, 157, 210).
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5. Hemopeksin Benzeri Bolge: Hem baglayan molekullere dizin benzerligi nedeniyle,
hemopeksin olarak adlandiriimistir. Bu bolge, N ve C terminallerini baglayan disulfit bag icerir
ve 200 kadar aminoasit bulundurur (155). Matrilisin 1 (MMP-7) ve MMP-26 diginda tum
metalloproteinazlarda bulunur. Bu bélgenin fonksiyonu tam olarak bilinmemekle birlikte substrat
spesifitesini saglama ya da plazminojen aktivator Urokinaz sistemine analog olma o6zelligi ile,
hicre ylzey reseptor alanini tanima fonksiyonu goésterdigi ileri surtlmektedir. Ayrica endojen
doku inhibitorleri olan TIMP’lerin, jelatinaz grubu MMP’lere (MMP-2 ve MMP-9’a) ve MMP-13’e

baglanmasi ile iligkilendirilmistir (5, 147, 183, 239) .

Bu genel yapinin diginda Jelatinaz A ve B; katalitik bolgelerinde fibronektinin kollajen
baglayan bdlgesi ile iliskili olan ve diger matriks metalloproteinaz enzimlerinde bulunmayan,
sisteinden zengin jelatin baglayan bir ekstra domain (3 adet fibronektin tip-2 benzeri domain)
icerir (5,147, 183). MMP’nin temel yapilarina ek olarak, MMP-9’da prolinden zengin 54 adet
aminoasit bulunur ve bu dizi kollajen V’te bulunan a2-zincirine benzerlik gosterir (147).
Membran tipi metalloproteinazlar (Membrane-Type MMP, MT-MMP), Stromelisin 3 (MMP-11),
MMP-23 ve MMP-28; furin benzeri enzimlerce taninmalarini saglayan ve pro-domain ile katalitik
domain arasinda yer alan 10 aminoasitlik bir “furin benzeri enzim tanima motifi” igerirler. MT-
MMP’ler, salgilanma 6ncesi bu motifi taniyan proteazlar ile aktive edilirler. Ayrica MT-
MMP’lerden bazilari (MT1-,MT2- ,MT3- ve MT5-MMP) C terminalinde transmembran domain
icerirken bazilari da (MT4- ve MT6-MMP) glikozilfosfotidilinozitol (GPI) baglayici boélge igerir

(125, 183, 225) (Sekil 1.7).
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Sekil 1.7: MMP enzimlerinin molekiiler yapisi (125, 183, 225).

Katalitik Bolge

MMP-2 ve MMP-9'daki
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Propeptit Bolgesi
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"
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sitoplazmik domainler buraya Hemopeksin Benzeri
eklenmistir (MT-MMP’ler) J Bolge (MMP-7'de
yoktur)

Sekil 1.8: MMP’lerin li¢ boyutlu temel yapisi (147).
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1.3.3. MMP TURLERI

Yeni Uyelerin katilimi ile strekli genisleyen bu enzim ailesinin bugline dek klonlanmis ve
sekanslanmis 66’dan fazla Uyesi bulunmaktadir. Bunlardan insanlarda sentez edilen 24 adet
MMP tari oldugu saptanmistir (Tablo 1.2). Bu Uyeler substrat 6zgalligine goére kollajenazlar,
jelatinazlar, stromelisinler, membran tipi MMP’ler (MT-MMP’ler) ve digerleri olmak tzere 5
alt grupta siniflandiniimigtir. Digerleri grubunda yer alan MMP-7 (matrilisin 1) ve MMP-26
(matrilisin 2)’nin matrilisinler adi ile anildid1 6. bir gruptan s6z eden siniflandirma da bazi
kaynaklarda yer almaktadir (155, 183) . En yaygin olarak kullanilan siniflandirma sekli “substrat
Ozgulligine goére” yapilan siniflandirmadir. Bununla birlikte “molekil agirliklarina gore” veya

“yapilarina gore” yapilan siniflandirmalar da kullaniimaktadir (183) .
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Tablo 1.2: MMP enzimlerinin substrat 6zgiilliigiine gore siniflandiriimasi (155, 183) .

Grup adi Tanimlayici isim | Numara Temel substrat
Kollajenazlar Interstisyel MMP-1 Kollajen Tip I, II, Ill, VII ve X, jelatin, PG
kollajenaz
Nétrofil MMP-8 Kollajen Tip I, I, 1ll, PG
kollajenaz
Kollajenaz-3 MMP-13 Kollajen Tip I, 11, 11l
Kollajenaz-4 MMP-18 Kollajen |
Jelatinazlar Jelatinaz A MMP-2 Jelatin, kollajen IV, V, VII, X, XI, elastin
Jelatinaz B MMP-9 Jelatin, kollajen 1V, V, X1V, elastin, PG
Stromelisinler Stromelisin 1 MMP-3 PG, laminin, FN, jelatin, kollajen 111, 1V, IX ve X
Stromelisin 2 MMP-10 PG, laminin, FN, jelatin, kollajen IIl, IV, IX ve X
Stromelisin 3 MMP-11 PG, laminin, elastin, entaktin, tenaskin, versikan,
jelatin, kollajen Ill, 1V, 1X, X
Membran tipi MT1-MMP MMP-14 Kollajen I, I, 11, FN, laminin, VN
MMP’ler
(MT-MMP’ler) MT2-MMP MMP-15 Agrekan, FN, laminin, tenaskin
MT3-MMP MMP-16 Kollajen Ill, FN, jelatin
MT4-MMP MMP-17 Jelatin
MT5-MMP MMP-24 PG
MT6-MMP MMP-25 Kollajen 1V, fibrin, FN, jelatin
Digerleri Matrilisinl MMP-7 Serin proteaz inhibitorleri
Metaloelastaz MMP-12 Kollajen I, IV, elastin, FN, jelatin, laminin, VN
RASI-1 MMP-19 Kollajen IV, entaktin, FN, jelatin, laminin, tenaskin
Enamelisin MMP-20 Agrekan, amelogenin
X-MMP MMP-21 Tanimlanmamisgtir.
CA-MMP MMP-23 Tanimlanmamistir.
Matrilisin 2 MMP-26 Kollajen IV, FN, jelatin, VN
CMMP (Horoz) MMP-27 Tanimlanmamisgtir.
Epilisin MMP-28 Tanimlanmamistir.

PG: Proteoglikan, FN: Fibronektin, VN: Vitronektin.
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1.3.3.1.1. Jelatinaz A (MMP-2):

Doku ya da hucre tipine gore degismekle birlikte, latent formu 72 kDa, aktif formu 66 kDa
molekdl agirhgindadir (198). Keratinositler, fibroblastlar, endotel hicreleri, kondrositler,
osteoblastlar, monositler gibi bircok hicreden oldugu gibi ve transforme olmus hicrelerden de
salverilirler. Akcigerlerde brons epitel hicreleri, brons diz kas hicreleri ve fibroblastlar MMP-2
dretir (112, 233). Jelatini, kollajeni (Tip 1, 1V, V, VII, X, XI, XIV), elastini, fibronektini, laminini
(5,158), agrekani, versikani, proteoglikana bagl proteini, a1-antitripsin/a1-proteinaz inhibitéru
(a1-AT), miyelin bazh protein (MBP) ve TNF prekulrsoriunud, MMP-1 ve MMP-9’u yikima ugratir
(26) . MMP-2 ayni zamanda tip 1 kollajeni yikarak ESM’in yeniden modellenme olayinda énemli
rol Ustlenir (166,228). MMP-2 ¢dzinlr halde iken MMP-1 ve diger kollajenazlara gére daha
zayif kollajenolitik aktivite gosterir. Clunku proMMP-2 hicre ylzeyine yerlegmistir ve MT-
MMP’ler tarafindan aktive edilir. ProMMP-2 periselltler alanda birikebilir ve lokal kollajenolitik
aktiviteye neden olabilir. Dolayisi ile MMP-2'ler kollajenazlarin pargalamis oldugu kuiglk kollajen
fragmanlarini yikima ugratarak birlikte aktivite gdstermis olurlar. Cunkd bu fragmanlar vicut
Isisinda denatlre olurlar (154). MMP-2'ler TIMP-2, -3, -4 ve a2 makroglobulin tarafindan inhibe
edilirler (43,84). MMP-2 ekspresyonunun kolon (211), pankreas (64), meme (213), over
(173), prostat (217) ve akciger (130) timodr dokusunda artti§i saptanmis ve séz konusu

MMP kétu prognoz faktort olarak degerlendirilmigtir.

1.3.3.1.2. Jelatinaz B (MMP-9):

Doku ya da hicre tipine gére degismekle birlikte, latent formu 92 kDa, aktif formu 84 kDa
molekdl agirhdindadir (64). MMP-9, jelatin ve tip IV bazal membran kollajeni igin substrat
Ozgulligu gosterir. Ayrica MMP-9 kollajenleri (Tip I, V, VII, X, XIV) (26), elastini (64)
(26, 62), fibronektini (5,26,198), agrekani, versikani, proteoglikan bagli proteini, entaktini,

a1-AT, MBP ve TNF preklrsérini (26) de yikima ugratir. Organizmada gelisim, doku
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yenilenmesi ve inflamasyondan sorumludur (5). MMP-9 geninin promotor bolgesinin varsayilan
AP-1 (-533, -79), NF-kB (-600), Spl (-558), ve PEA3 (-540) olmak Uzere 4 adet baglanma
bolgesi vardir (194). Bu baglanma bdlgelerinden biri veya bir kagi araciidiyla (Ras gibi)
onkojenler, (FGF-2, EGF, HGF gibi) buyume faktorleri ve (TNF-a gibi) sitokinler tarafindan
MMP-9 ekspresyonu dizenlenir (91,93,97,124,204,235). Buna karsin MMP-9 ekspresyon
velveya aktivitesi TIMP-1,-3,-4 ve a2-makroglobulin tarafindan inhibe edilir (24). Makrofaj,
mast hicresi, lenfosit, eozinofil ve nétrofil gibi pek ¢ok inflamatuvar hicre, LPS araciligiyla
MMP-9un ve TNF-a, IL-8, granilosit koloni sitimuile edici faktér gibi diger inflamatuvar
medyatorlerin  Uretimi ve/veya saliveriimesinden sorumludur (140). Bahsedilen faktorlerin

yaninda jelatinaz saliverilmesini etkileyen baska faktérler de mevcuttur (Tablo 1.3).

Tablo 1.3: Jelatinazlarin saliverilmesini etkileyen faktorler (111).

Aktive Edici Faktorler .
T Inhibe Edici
tcre Yuzeyinde Etkili : : . . Faktorler
Faktérler Kimyasal Ajanlar Digerleri
Kalsiyum iyonoforu A23187 | Lipopolisakkarid Onkogenler Retinoik asit
Konkanavalin A Kolsisin TNF Glukokortikoidler
Kristaller C-AMP Otokrin ajanlar Ostrojen
Urat Mitomisin-C Fibroblastlarin Projesteron
yaslanmasi
Hidroksiapatit Pentoksifilin interldkin 1 Adenovirlis-5EIA
geni
Kalsiyum pirofosfat Forbol diesterleri Epidermal
blylme faktéri
integrin reseptér antikoru Prostaglandin E Trombosit buyime
faktorl
Polihidroksietilmetakrilat Trifluoprazin Virts aracili
farklilasma
Fagositoz UV isini
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1.3.3.1.3. Notrofil Kollajenaz (MMP-8):

Doku ya da hucre tipine gore degismekle birlikte, 75 kDa molekul agirhginda proenzimdir
ve aktif formu 58 kDa molekul agirigindadir (5). Tip I, II, Ill, (5), VI, VIII, X (1 > 1) kollajeni,
jelatini, agrekani, a1-AT'yi, fibronektini yikar (26) . Noétrofillerce Uretilir ve diger kollajenazlardan
farkli bir gen tarafindan turetilir. Notrofil kollajenazda, interstisyel kollajenazda (MMP-1)
bulunmayan alti glikozilasyon sahasi vardir ve bu nedenle nétrofil kollajenaz artmis

glikozilasyondan sorumlu tutulur (5).

Farkli doku ve hicre hatlarinda yapilan c¢alismalarda MMP-8 dlzeyinin LPS
(lipopolisakkarit) ile nasil dedistigi gdsterilmis olsa da prostat kanseri hiicre hatti PC-3'de LPS’in
MMP-8 Uzerindeki etkisi henlz incelenmemistir. Fareler Uzerinde yapilan bir calismada, MMP-8
geni silinmis farelerde TNF-a ile akut hepatit olusumuna karsi normal farelere kiyasla belirgin
dizeyde koruma gelistirdigi gozlenmistir. MMP-8 geni silinen farelerde, hepatosit nekroz ve
apoptoz dizeyinde azalmaya bagdli olarak 6lim orani azalmisgtir. Yapilan bu ¢alisma sonucunda,
sitokinlerle uyarilan MMP-8’in akut karaciger yetmezlijinde esansiyel bir role sahip olabilecegi
ileri sUrGlmastlr (224). Hanemaaijer ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada ise, romatoid
sinovial fibroblast ve epitel hicrelerinde TNF-a ve PMA'In (forbol miristat aseatat) MMP-8
MRNA ve protein dizeylerinde artis olusturdugu ve bu artisin doksisiklin ile inhibe edilebildigi
g6sterilmistir (94). insan tam kaninda ex vivo olarak yapiimis bir ¢galismada Porphyromonas
gingivalis kaynakli LPS ile induklenen MMP’ler (MMP-8, -9) ve pro-inflamatuvar mediyatérlerin
(IL-1B, IL-6, IL-8) ekspresyonlarinda tetrasiklin, doksisiklin ve kimyasal olarak modifiye edilmis
tetrasikilin-3 (CMT-3) ile sitokin sekresyonunda farkli derecede azalma yaptigi bulunmustur.
Bununla birlikte ayni galismada LPS’le muamele edilmis tam kan érneklerinin MMP-9 ve MMP-8
sekresyonunda herhangi bir degisiklik olusturmadigi da savunulmustur (22). Nétrofil hucreleri

Uzerinde yapilan bir bagka ¢alismada, LPS stimuilasyonu ile MMP-7, MMP-9'a ek olarak MMP-8
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ekspresyonunda da belirigin artis meydana geldigi gorilimistir (201). Insan jinjival
fibroblastlarinda yapilan bir ¢alismada da LPS ile MMP-1, MMP-2 ve MMP-8 aktivasyonlarinin

arttigi belirtilmigtir (121) .

1.3.3.1.4. Stromelisin 2 (MMP-10):

Doku ya da hicre tipine gére degismekle birlikte, latent formu 57 kDa, aktif formu 46 kDa
molekudl agirigindadir (5). Substratlan fibronektin, jelatin, kollajenler (tip Ill, 1V, V), kazein,
agrekan, elastin, proteoglikan bagh protein, MMP-1, MMP-8' dir (26). "Transin 2" olarak da
bilinen ve insan timorlerinden kopyalanan bu molekulin, aminoasid dizilimi, buyukligi ve
substrat spesifitesi stromelisin 1 ile benzer 6zellikler tasimakla birlikte, farkli genler tarafindan

turetildikleri belirtiimektedir (5).

Gunumuzde farkh hicre hatlarinda MMP-10 ekspresyon diizeyinin LPS ile nasil degistigini
gOsteren az sayida c¢alisma bulunmaktadir. Bunlardan Reel ve arkadaslarinin yaptidi
calismada, insan monosit hicrelerinde LPS uyarimiyla mRNA dizeyinde MMP-1, MMP-10 ve
MMP-14 Uzerinde gugli, MMP-9 ve TIMP-1'de ise daha zaylf gsekilde stimilasyon
gercgeklestirdigi belirtiimistir (184). Ancak prostat kanseri hicre hatti PC-3’lerdeki MMP-10
ekspresyon dlzeyine LPS induksiyonunun etkilerini degerlendiren herhangi bir ¢alismaya

rastlanamamistir.

1.3.4. MMP AKTIVITESININ DUZENLENMESI

MMP’ler ESM’in yikiminda esansiyel rol oynar. MMP’lerin tumu preproenzim olarak
sentezlenir ve inaktif latent zimojen form olan pro-enzim formunda salgilanir. Latent zimojenlerin
aktivasyonu, hicre iginde, hilcre ylzeyinde veya ekstraselliler aralikta pek c¢ok faktor

araciliglyla meydana gelebilir (183). MMP’lerin proteolitik aktivitelerinin temel olarak 3
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basamakta duzenlendigi bilinmektedir. Bunlar transkripsiyon, pro-enzimin aktivasyonu ve

enzim aktivitesinin inhibisyonu asamalaridir (183), (Sekil 1.9).

Pozitif etkiler Negatif etkiler@
MMP genleri
IL-1, TNF &, 9 | TGF-g, heparin,
PDGF EGF \ =" | kortikosteroidler,
Transkripsiyon retinoldler, PG E,
TNF G et oo o
<
— < Latent Zimojenler
PAI-1 o —~(Rro-MVp’ 'e,)-/ l

UPA, Plazmi:;]_fx;vasvon :-

MTMMP

Pozitif feedback[Akt'f MMP "’j p "
TIMPL, 2,3, 4 -

J = ( w,-makroglobulin,

heparin, tetrasiklinler

s sentetik in hlbltoder
——Matriks proteolizi -
’ T — T

e

. POZItf etkiler
——— = Negatif etkiler

Sekil 1.9: MMP enzim aktivitesinin diizenlenmesi (55, 183).

1.3.4.1. Transkripsiyonel Diizenleme

MMP gen ekspresyonu timor nekroz faktér-alfa (Tumor Necrosis Factor-Alpha, TNF-a),
interldkin-1 (Interleukin-1, IL-1) gibi inflamatuar sitokinlerle, trombosit kaynakli buyime faktéra
(Platelet Derived Growth Factor, PDGF) ve epidermal buyime faktéri (Epidermal Growth
Factor, EGF) gibi birgok blylume faktorl, hormonlar, timor promoterleri ve onkojen drtinleri gibi
cesitli ajanlar ile stimile edilir (5,183) (Sekil 1.9). Transforme edici (donUsturtcl) blaylime
faktori-g (Transforming Growth Factor-Beta, TGF-B), heparin, kortikosteroidler, retinoidler,
prostaglandin E, (Prostaglandin E,, PGE,;) ve diger eikozanoidler ise MMP gen

transkripsiyonunu inhibe ederler (183) .
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Bazi blylime faktorlerinin, protoonkojen Urinler olarak bilinen c-fos ve c-jun’'un MMP
ekspresyonunu indikledigi dusundlmektedir. Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda, bu
proteinler transkripsiyon faktorleri olarak gosteriimekte ve TRE (TPA Responsive Element, TPA
cevap elementi) olarak bilinen bir spesifik DNA sekansini tanimlayan veya AP-1 (Activator
Protein-1, aktivator protein 1) baglanma bdlgesi olarak sunulan spesifik DNA sekansini
tanimlayan heterodimerik kompleksler yaptiklari belirtiimektedir. Yapilan sekans tanimlanmalari
sonucunda tavsan ve insan stromelisin ve insan interstisyel kollajenaz genlerinde TRE ve AP-1
baglanma bdlgelerinin oldugu gorulmustar (5) . Bu bilgileri destekler nitelikte gesitli hlicre kultur
c¢alismalari bulgularinda, c-fos ve c-jun metalloproteinaz gen ekspresyonunun o&nemli
regulatorleri olarak tanimlanmiglardir. (183,226). Ayrica kollajenaz gen ekspresyonunun
glukokortikoidler ile inhibisyonunun, TRE/AP-1 baglanma bélgesinde meydana geldigi ve bu

etkiye c-fos ya da c-jun'un aracilik ettigi bildirilmistir (5, 226) .

1.3.4.2. Pro-enzimin Aktivasyonu Asamasinda Diizenleme

MMP’ler sentez edildikten sonra inaktif "pro-enzim" formunda saliverilirler. Latent formda
bulunan MMP molekiilleri, prodomain etrafinda katlanmistir ve korunmus olarak bulunan
PRCGVPDV bolgesindeki sistein reziduleri ginko molekull ile bir kompleks yapmistir. MMP
aktivatorleri molekiilde ¢inko ile etkilesimi bozarak ve proteolitik reaksiyona eslik edecek olan
cinkoyu serbestlestirerek MMP latent molekulinde bir konformasyonel degisiklige yol acgarlar.
PRCGVPDV sekansini igeren aminoterminal pro- bélgesi uzaklastiriimis olan aktif MMP,
otoproteoliz yetenegine sahiptir. Latent molekulin aktif enzime dénusimi MMP aktivitesinin

dizenlendigi bir sonraki asama olan proteinaz kaskadi aktivasyonunu da icerir (5,147,183).

Latent MMP’ler; organik civa bilesenleri, selasyon yapici ajanlar ve proteazlar gibi bazi in-
vitro ajanlarla aktive edilebilse de (5), MMP’lerin temel endojen aktivatort "plazmin"dir. Cesitli

hicrelerde (endotel hicresi, monosit-makrofaj, duz kas hucresi) eksprese edilen "Grokinaz-tip
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plazminojen aktivatéri"nin (uPA) aktif formunun plazminojeni plazmine dénistirdigu ve olusan
plazminin pro-MMP’leri aktive ettigi kabul edilmektedir (Sekil 1.10). uPA ekspresyonunun ise
steroid hormonlar, hiicresel onkojenler, sitokin ve bulylime faktérleri araciigiyla dizenlendigi
gOsterilmistir. "Plazminojen aktivator inhibitéri-1" (PAI-1), uPA (zerinde inhibitér etkilidir ve
MMP’lerin plazmin aracili aktivasyon kaskadi ile zit yonde etkilesir. uPA aracili aktivasyon
kaskadinda bir MMP’nin aktivasyonu, diger bir MMP’nin aktivasyonuna yol agar, aktiflenen
enzim bir diger MMP’yi aktive edecek sekilde pozitif bir ddngl olusturur (Sekil 1.10). Bu sekilde
plazmin pro- formdaki MMP-1, MMP-3 ve MMP-9Q’u aktif formuna donusturir. Daha sonra MMP-
3, pro-MMP-1’i MMP-1’e donustartr, MMP-1 de pro-MMP-9'u aktif formuna dénusturebilir. MT-
MMP’ler de diger MMP’lerin 6zellikle MMP-2’nin aktivatéridirler. Olusturduklari proteolitik
aktivasyon plazminojen/plazmin aktivator sistemine benzer sekilde hiicre ylzeyinde gerceklesir.
Diger yandan MMP-2 ve MMP-9 (jelatinazlar) aktive olmus doku makrofajlari tarafindan tretilen

serbest radikal (SR)lerin etkisiyle ESM iginde kendiliginden de aktive olabilir (13, 183).
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Sekil 1.10: MMP’ler icin hiicre yuzeyi ile iligkili aktivasyon
kaskadi (13, 183).
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1.3.4.3. MMP Enzim Aktivitesinin inhibisyonu

MMP aktivitesinin kontrolinde spesifik doku inhibitérleri olan TIMP’ler anahtar rol oynarlar
(5,147). Bundan baska a2-makroglobulin, anti-kollajenaz aktiviteli serum C-reaktif proteini
(5), heparin, tetrasiklinler ve sentetik inhibitorler de aktif MMP inhibitorleri arasinda yer alirlar

(183).

1.3.4.3.1. TIMP’ler (Matriks Metalloproteinaz Doku inhibitorleri)

TIMP’ler, bag dokusu metabolizmasinin dizenlenmesinde temel olan proteinlerdendir.
Pek ¢ok dokuda ve vicut sivisinda bulunurlar. MMP’lere irreversibl ve non-kovalent bicimde
baglanarak latent enzim formunun aktivasyonunu ve katalitik aktivitenin sirddrilmesini de
inhibe ederler. Bbylece, organizmada fizyolojik olaylarin surdirilmesinde MMP aktivitesi ile
onlarin spesifik endojen doku inhibitorleri olan TIMP’ler arasinda surekli bir denge s6z konusu

olur (56,126, 183).

insanlarda TIMP-1, 2, 3 ve 4 olmak (izere bugiine dek tanimlanmis 4 adet TIMP tirii
bulunmaktadir. TIMP’ler de MMP’ler gibi vaskuler diz kas hucreleri, endotel hicreleri, kan
hicreleri, bag dokusu hucreleri ve makrofajlar tarafindan sentez edilirler. TIMP’ler kendi
aralarinda kiyaslandiginda, MMP aktivitesini inhibe etme yoninden benzerlik gostermekle
beraber, matriksteki lokalizasyonlari ve gen ekspresyonunun dizenlenmesi yonunden farkliklar
icerirler. Ayrica degisik MMP tirlerine gore de dzgullik gdsterirler. Ornegin; Jelatinaz A (MMP-

2) tercihen TIMP-2 ile, Jelatinaz B (MMP-9) ise TIMP-1 ile inhibe edilir (183).

MMP’ler ve TIMP’ler, normal dokularda diisik dizeyde eksprese edilirler ve kemigin
yeniden modellenmesi, anjiyojenez, inflamasyon, apoptoz, immin cevap gelisimi gibi birgok
biyolojik slrecte rol oynarlar. MMP ekspresyonu, gen transkripsiyonunu etkileyen faktorlerin

etkisi altindaki cesitli fizyolojik ve patolojik kosullarda gelisen doku yeniden modellenmesi
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sirasinda artar. Bu sirada MMP’lerin Uretimi TIMP’lerin Uretimini asabilir. Béylece MMP’ler ve
TIMP’ler arasindaki denge bozulur (183). Dengenin MMP yéninde bozulmasi bu enzimlerin,
esansiyel olarak, asiri matriks ylkkimina neden olarak doku hasari, inflamasyon, timor
invazyonu, metastaz, anjiyojenez ve malign hlcre proliferasyonu gibi dnemli patolojik sureclere

katilmasina neden olur (56,73, 159).

1.3.4.3.2. a2-makroglobulin

Aktif MMP inhibitérlerinden biri olan a2-makroglobulin yiksek molekul agirlikli bir serum
proteinidir ve aktif MMP-2’ye baglandiginda onun total molekul agirigini arttirarak hareket

yetenegini kisitlar, inhibitor etkinliginin sivi fazda gerceklestigi ileri strtilmektedir (183) .

1.3.4.3.3. Tetrasiklinler

Tetrasiklin analoglari, non-selektif MMP inhibitorleri olarak kabul edilebilir (Tablo 1.4).
MMP molekiiliiniin Zn*? iceren aktif bélgesine baglanarak enzimde yapisal degisiklige yol agtig
ve enzimin aktivitesini kaybetmesine neden olduklari disunulmektedir (183). Bu grupta yer
alan doksisiklinin; uzun yari émurll, ucuz olmasi yaninda, MMP ekspresyon ve aktivitesi ile
kanser hlcre proliferasyonu inhibisyonunda potent &zelliklere sahip olmasi nedeniyle

arastirmalarda en ¢ok kullanilan ajanlardan biri oldugu bilinmektedir (72).

1.3.4.3.4. Sentetik MMP inhibitorleri

Son yillarda peptid ve non-peptid yapida sentetik MMP inhibitorleri de Uretilmistir (Tablo
1.4). Bu inhibitérler en ¢ok kanser tedavisinde olmak Uzere kardiyovaskuler hastaliklar, artrit,
psoriyazis, peridontal hastalik ve makula dejenerasyonu gibi farkli hastaliklarin tedavisinde

denenmistir (183).
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Tablo 1.4: Sentetik MMP inhibitorlerinin siniflandirnimasi (183).

Sinifi Sentetik inhibitoriin Adi Selektivite
Peptido-mimetik BB-94 (Batimastat) MMP-1, 2,3,7,9
BB-2516 (Marimastat) MMP-1, 2,7, 9
Non-peptido-mimetik AG3340 (Prinomastat) MMP-2, 3, 9, 13
Ro 32-3555 (Trocade) MMP-1, 2, 3,9, 13
RS-130 830 MMP-1, 2, 3,7, 13

BAY 12-9566 (Tanomastat) MMP- 2, 3,9

BMS-275291 (Rebimastat) MMP- 2, 9

CP-471 358 MMP- 2, 3, 8,9, 12,13, 14
CGS-27023A (MMI-270) MMP-1, 2,3,7,9
Kdpek Baligi Kartilaj Ekstresi | AE-941 (Neovastat) MMP-1, 2, 7,9, 12,13
Sentetik Tetrasiklin Turevi COL-3 (Metastat) MMP-2, 9
Doksisiklin (Periostat) MMP-1

Sentetik MMP inhibitérlerinden BB-94 (batimastat), BB-2516 (marimastat), Ro 32-3555
(Trocade), RS-130 830, BAY 12-9566, CGS-27023A (MMI-270)'nin etkinliklerinin yetersiz
olmasi veya istenmeyen etkileri nedeniyle klinik denemelerine son verilmistir (183). Bununla
birlikte, hala deney asamasinda olan ve ikinci kusak olarak adlandirilan MMP sentetik

inhibitdrlerinin de mevcut oldugu bilinmektedir (183) (Tablo 1.5).
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Tablo 1.5: Klinik denemeleri siiren ikinci kugsak sentetik MMP’ler (183).

Sentetik
Tedavi Alani . Faz Firma Mekanizma
Inhibitor
Kollajenaz
Akne Dermostat Faz Il Collagenex L
inhibitora
Kureha
CPA-926 Faz Il Chemical MMP inhibitéri
: Sankyo
Artrit
_ MMP ve TNF
Bristol Myers
DPC-333 Faz Il _ konvertaz
Squibb o
inhibitora
_ , _ MMP-1
Ateroskleroz, Peridontit Periostat Baslangic Collagenex .
inhibitora
Jelatinaz ve
S-3304 _ _
Faz Il Shionogi MMP-14
inhibitora
) Cltech Bristol Jelatinaz
Rebimastat | Faz Il . o
Kanser Myers Squibb inhibitord
Kollajenaz
CMT-3 Faz Il Collagenex NIH L
inhibitora
MMP-2
CP-471358 Faz | Pfizer
inhibitora
Kollajenaz,
Jelatinaz
Aeterna
Kanser/Psoriazis Neovastat Faz Il . inhibitora,
Laboratories )
VEGF reseptor-
2 antagonisti
MMP-8 ve
Konjestif Kalp YetmezIigi
_ ONO-4817 Faz | Ono MMP-13
ve Artrit
inhibitora
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1.3.5. MATRIKS METALLOPROTEINAZLAR VE KANSER iLiSKisi

Kanser progresyonu blylUme, migrasyon, invazyon, metastaz ve anjiyojenezi iceren
kompleks ve ¢ok basamakl bir stregten meydana gelir. Bu basamaklarin her biri, hiperplastik
bir hicrenin geliserek farkli bolgelere metastaz yapabilen gergek bir timor olabilmesi igin kritik

Oneme sahiptir. Bu basamaklar, MMP’ler gibi pekcok genin etkilesimi ile dizenlenir (146).

Malign hicreler invazyon ve metastaz yapma kapasitelerine sahip htcrelerdir. Kanser
invazyonunda, ekstraselliler matriksin ve bazal membranin yikilmasi, non-neoplastik doku
yeniden olusum surecinde oldugu gibi énemli rol oynar. Bu parcalanma cesitli ekstraselluler
proteolitik enzimlerin birlikte gbrev almasi ile gergeklestirilir. Bu enzimler matriksi parcalayan
proteazlar olarak bilinirler ve bu grupta "Serin Proteaz Ailesi" ile birlikte "Matriks
Metalloproteinaz Ailesi" (MMP’ler) yer almaktadir (5, 146). Bu enzimlerin aktivitesi, proenzim
aktivatorleri (UPA, MT-MMP’ler), spesifik inhibitorler (PAl'ler, TIMP’ler) ve hiicre yiizey
reseptorleri (UPAR) ile dizenlenmektedir. Matriks pargalanmasini ise ¢ degisken arasindaki
denge belirler. Bunlar sirasiyla; ekstraselliler matriks komponentlerinin dretimi, proteinaz

Uretimi, proteinaz inhibitorlerinin tretimidir (5) .

Gecmis yillarda MMP’lerin rolleri hakkindaki bilgiler, kanser gelisimi surecinde endotel
hicrelerinin ekstraseluler matriksinden migrasyonu kolaylastirmasi ile sinirh iken, ginimuz
calismalart MMP’lerin sadece ekstraselller matriksi yikima ugratmadigini géstermektedir. Bu
Ozelliklerinin yaninda MMP’ler, hilcre ylzeyinde bir timor mikrocevresi olusturmaktan da

sorumlu tutulmaktadirlar. Bu olusumu Gg¢ sekilde gerceklestirirler:

1. Endotel hucrelerinden adezyon igin gerekli, kollajenli bazal membranin matrikriptik

bolgeleri MMP aktivitesi ile ortaya cikartilir.
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2. MMP’nin ekstraseliler matriksi yikmasi ile, BFGF (Basic Fibroblast Gowth Factor - Bazik
fibroblast buyume faktorli) ve VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor, Vaskuler endotel
blylme faktdri) gibi timér blylime faktorlerinin saliverilmesi gergeklesir.

3. Son olarak, MMP aktivitesi gesitli antianjiyojenetik faktérlerin salverilmesine sebep olur.
Bu faktorler arasinda, MMP spesifik doku inhibitérleri, spesifik olmayan proteaz inhibitéri, a2-
makroglobullin ve ekstraseliler matriksten tomér invazyonu ile anjiyojenez olusumunu
sinirlayan, membrana gémuld, reversiyonu uyaran sisteince zengin Kazal Motif iceren protein
(RECK - Reversion-inducing-Cysteine-rich protein with Kazal motifs) vardir.

Etkin bir timdr mikrogevre olusumunun gerceklesmesi icin, bu kuvvetler arasinda uyumlu

bir denge bulunmasi gerekir (186).

Tumor dokularinda, tumor progresyonu ile birden fazla MMP aile Uyelesinin (MMP-1,
MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-11, MT1-MMP) ekspresyonunun pozitif korelasyon goésterdigi
pek ¢ok hayvan deneyi ve klinik calismada gosterilmistir. Ek olarak, aktif hale gelen MMP’lerin
total MMP dizeyine orani, dzellikle MMP-2 icin, tumor agresifligi ile orantili bulunmustur. Cok
sayida yapilmis preklinik calismaya gore, kanser metastazindan korunmak icin MMP
aktivitesinin hedeflenmesinin bir segenek olabilecedi éngoérimustur (239). Ancak bu gorusun
aksini savunan ve MMP’lerin kanser progresyonunun pek ¢ok asamasinda yararli ve koruyucu
etkiye sahip olabilecegini gdsteren calismalar da olmustur. Bu c¢alismlardan bazilari, erken
evrede kanserle iligkili olarak arttigi bilinen MMP’lerin dngdrusel ve/veya hastalik prognozuna
iliskin bir markir olarak kullanilabilecegini, ekstraselller matriksin yeniden yapilandiriimasi ile
integrinler araciliiyla proliferasyonun indirekt olarak dlizenleyici etkiye sahip oldugunu, 6zellikle
bir 6lum proteini olan Fas ligand'in (FasL) MMP-7 ile uretiimesine bagl olarak kanser
hicrelerinde apoptozun olusturabilecegini, MMP-8’in erken evrede timaor gelisimini dnleyici etkili

olabilecegini belirtmistir (146) .
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1.3.5.1. Kanserde MMP’lerin Uretimi

1990 yili 6ncesinde onkogen transfer edilmis hicreler, kanser hlicre hatlari ve deneysel
tumor modelleri ile yapilmis pek ¢ok c¢alismanin sonucuna gére, MMP’lerin Uretiminden insan
timorlerine ait kanser hicrelerinin sorumlu oldugu kabul edilmistir. Ancak 1990 yilinda Basset
ve arkadasglarinin timor hicrelerinin etrafinin, yine kendileri gibi tUmdr hicreleri ile degdil de
stromal fibroblastlar ile sarili olarak bulundugunu ortaya ¢ikarmasi ile bu konu daha da irdelenir
hale gelmistir. Baska arastirmacilarin da ovaryum, prostat, akciger, kolorektal, gogus kanseri
gibi insan kanser turleri diginda, Ozellikle invaziv kanser hucrelerinin bitisigindeki stromal
fibroblastlarda MMP-1, MMP-2, MMP-3 ve MT1-MMP mRNA lokalizasyonunun goésterildigi
benzer calismalar bu fikri desteklemistir (239). Bu bilgilerden hareketle, kanser invazyon
surecinde stromal hticrelerin aktif olarak rol almakta oldugu kabul edilmis ve insan kanserlerinde
timor ile infiltre olmus stromal hicrelerde matriksi degrade eden proteaz sistemin
komponentlerinin (serin proteaz ailesi ve matriks metalloproteinaz ailesi (MMP’ler) Uyelerinin)
varligi goésterilmistir (5). Sonug olarak kanser gelisimindeki pek ¢ok asama icin gerekli oldugu
anlasilan MMP’lerin ekspresyonunun dizenlenmesinde, mikrogevrede bulunan timdr hicreleri
ile stromal hicreler arasindaki iletisimin kritik rol oynadigi anlasiimistir (143, 146). Bu fikri
destekler nitelikte, metastaz yapma kapasitesi olan invaziv yapidaki prostat kanser hlcrelerinin
de yine yakinlarindaki stromal hicreler ile etkilesim iginde ¢alisarak birlikte Urettikleri MMP’ler
araciligiyla ekstraseliler matriksin yikimindan sorumlu oldugu gdésterilmistir (56). Kolorektal
kanser dokularinda ise MMP-9un timdr hilcreleri veya fibroblastlardan ¢ok inflamatuvar
hicrelerde (nétrofil ve makrofajlarda) lokalize oldugu gdsterilmistir. Spesifik antikorlarla yapilan
immunolokalizasyon c¢alismalari neticesinde MMP’lerin (6zellikle MMP-9 ve MMP-2 igin) stromal
hicrelerden sentezlendigi ve tumor hucrelerinin ise MMP’ye 6zel baglanma bdlgelerine sahip
oldugu fikrini guglendirmigtir. Ornegin, MMP-Qun hiicre ylzeyindeki "kollajen tip 4"

komponentlerine ve CD-44’e baglandigi, MMP-2'nin ise "avB3 integrin“lere baglandidi
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bulunmustur. Bu nedenle, timor hicrelerinin stromal MMP-2’ler igin bir reseptér gibi isledigi

dusunudlmastir (239) .

Timorde stromal hiicrelerce aktive edilen MMP’lerin olusumu ile ilgili bir aciklama da
Biswas ve arkadaslari tarafindan 1995 vyilinda "Ekstraselller Matriks MetalloPRoteinaz
iNdikleyici" (EMMPRIN)'nin kesfi ile yapilmistir. EMMPRIN, kanser hiicreleri tarafindan yiiksek
miktarda Uretilen bir intrensek plazma membran glikoproteinidir. Bu glikoprotein, lokal
fibroblastlari MMP-1, MMP-2 ve MMP-3 sentezlemeleri icin uyarir. TUmér hlicre invazyonuna
sebep olacak olan ekstraselliler matriksin ve bazal membranin lokal yikimini fibroblastlar
uyararak kontrol eden EMMPRIN, bu sayede tumdr hdcreleri ile fibroblastlar arasinda iligki
kurar. Akciger ve gogus kanser dokusu ile ilgili bir calismada, kanser hicrelerinde EMMPRIN
ekspresyonunun normal epitel hlicrelere kiyasla kat kat fazla oldugu gdésterilmistir. Bundan
dolayi kanser tedavisinde EMMPRIN inhibitorlerinin de énumuazdeki yillarda 6nemli hale gelmesi
beklenmektedir. inflamatuvar hiicreler ve fibroblastlardan MMP’lerin Uretimi ile ilgili genel
kuraldan farkli olarak MMP-7’lerin, stromal hucreler yerine insan kanser dokusunda bulunan

neoplastik epitel hiicrelerden Uretildigi bildirilmistir (239) .

1.3.5.2. Kanser Tiplerine Gére One Gikan MMP’ler

Kanser tiplerinin metalloproteinazlarla iligkisini gésteren ¢alismalar mevcuttur:

interstisyel kollajenaz (MMP-1); meme, beyin, mide, bas boyun kanserlerinde
saptanmistir. Kolorektal kanserlerde in situ hibridizasyon (ISH) teknigi ile eozinofil ve
fibroblastlarda artmis MMP-1 izlenimi, bazal hlicre karsinomlarinda ISH ve immunositokimyasal
(ICC) yontemle stromal hucrelerde artmis MMP-1 izlenimi saptanmigtir. Mide kanserinde ISH

sinyalleri timd&r stromasinin makrofaj ve fibroblast benzeri hiicrelerinde lokalize olmustur (5).
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Gelatinaz A (MMP-2); kolon, pankreas, mesane, prostat, deri karsinomlarinda, meme ve
over kanserinde ve hemen hemen tim kanser tiplerinde timor stromasina lokalize olarak izlenir.
Prostat kanserinde neoplastik epitel dokusunda, hipofarinks ve pankreas kanserinde ise hem

neoplastik epitel hem de timor stromasinda gortlmesi ender rastlanan durumlardir (5) .

Gelatinaz B (MMP-9); kolorektal kanserde, akciger, mesane, mide kanserinde ve derinin
yassl hucreli karsinomlarinda makrofajlarda saptanmistir. Hepatoselliler karsinomda artmis

MMP-9 dizeyleri bildirilmistir (5) .

Stromelisin 1 (MMP-3) ve Stromelisin 2 (MMP-10); bas boyun yassi hicreli
karsinomlarinda, bazal hulcreli kanserde, pankreas, mide, kolon ve prostat kanserinde

saptanmistir (5).

Stromelisin 3 (MMP-11); bas, boyun, mide, kolorektum, pankreas, karaciger, akciger,
bdbrek, deri ve prostat kanserinde stromada artmistir, neoplastik epitelde ise lokalizasyonu
saptanmamistir. invaziv meme kanserinde in situ meme kanserinden daha fazla olmasi ve
kolorektal kanserde izlenim verirken benign kolon adenomunda olmamasi nedeni ile giderek

artan miktarlarinin tima&run invaziv olma potansiyeli ile dogru orantili oldugu sdéylenebilir (5) .

Matrilisin (MMP-7); mide, meme, prostat, ve kolorektal kanserde artar. Tim timor
hlcrelerinde bu artis neoplastik hiuicrede saptanmaktadir. Kolorektal kanserde artmis matrilisin
dizeyleri tumorin geg¢ evresi ile iligkilidir. Bazal hucreli karsinomlarin atipik malign tmorler
olduklar ve metastaz yapmadiklari bilinmektedir ve bu timdrlerde matrilisin dizeyinde artis

olmayigi matrilisinin timor gelisiminde dnemli bir rolu oldugunun kanitidir (5) .

Membran tipi MMP’ler (MT-MMP’ler); jelatinaz A aktivasyonunda rol alir ve bu

aktivasyon timor hucrelerinin gogu icin dnemli olabilir. MT-MMP’ler mRNA ve proteini mide
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kanserinde neoplastik bdlgede saptanmistir. Kolon, meme, bas boyun kanserinde ise MT-

MMP1 stromada saptanmistir (5).

TIMP’ler, kolorektal kanserlerde TIMP1’in hem proteini hem de mRNA’si stromadaki
fibroblastlarda gorulir. Hastalgin ilerlemesi ile dizeylerinin arttigi bildirilmigtir. Karsinomlarda
benign adenomlardan, adenomlarda da normal mukozada oldugundan daha fazla oranda
saptanmistir. Artan miktarlarin timaoran invaziv olma 6zelligi ile dogru orantili oldugu sdylenebilir

(5).

1.3.6. MATRIKS METALLOPROTEINAZLAR VE PROSTAT KANSERI ARASINDAKI iLiSKi
Malign timor dokularinda, ozellikle MMP-2 ve MMP-Qun ekspresyonunun arttigini
gOsteren galismalar daha 90’ yillarin basinda yapilmistir (180) . Bunu destekler nitelikte, Kénig
ve arkadaslarinin yaptigi prostat kanserli ve benign prostat hiperplazili dokularda inflamasyon
surecinde rol oynayan enzimlerin, kemokinlerin ve kemokin reseptorlerinin rollyle ilgili bir
c¢alismada, bu dokulardan izole edilen proteinlerde MMP-2 ve MMP-Qun ekspresyonlarinin
belirgin sekilde arttigi gosterilmistir (122). 2001’de Dong ve arkadaslarinin yaptigi ¢caligmada
ise prostat kanserinin MMP ekspresyonlari Uzerinde pek ¢ok g¢alisma yapildigina deginilmistir.
Ozellikle MMP-2 (jelatinaz-A), MMP-9 (jelatinaz-B), MMP-7 (matrilisin) ve MT1-MMP (MMP-
14)0n prostat kanserinde ekspresyon duzeyinin arttigi, bunlara kargi TIMP-1 ve TIMP-2

dizeylerinin ise azaldidi belirtiimistir (56).

1.3.7. ONKOLOJIDE TERAPOTIK HEDEF OLARAK MMP’LER

ilac endustrileri, kanser hiicrelerini dldiirecek ilaglarin gelistirilmesi  konusunda
arastirmalarini 1960°'h yillardan glnimize kadar surdlirmeye devam etmistir. (Testikller
kanser, lenfoma, I6semi gibi) belli basli kanser tiplerinin tedavisinde ©6nemli sayilabilecek
gelismeler yapiimis olsa da, bunlara gére kiyaslama yapildiginda (akciger, gastrointestinal ve
prostat kanseri gibi) daha yaygin olan insan kanserlerinde standart sitotoksik kemoterapiye
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diren¢ hala surmektedir.  Kanser tedavisinin bu alanindaki duas kirikhdi, diger tedavi

yontemlerinin gelistiriimesini zorunlu kilmaktadir (239) .

Medikal onkolojinin mevcut araclari, timoér tipleri icin uygulanan pek cok aktif antikanser
ajandan olugsmaktadir. Ancak bunlardan higbirinin ideal denilebilecek ve her kanser tlrinde
genis yelpazede kullanilabilecek aktif bir kanser ilaci oldugu séylenememektedir. Pek ¢ok ilag
klcguk bir terapétik araliga sahiptir ve malign hicre ile normal hicreleri ¢cok zor ayirt eder. Bu
problem ilaca gelisen direng ve takibinde tekrarlayan nikslerin olusmasi nedeniyle gun gectikge
daha icinden cikilmaz hale gelmektedir. Son yillarda dikkatler o6zellikle, anormal hicre
blylmeleri ve sagd kalimi gergeklestiren sinyal yolaklarina etki eden, hedefe 6zgl yeni
molekuler terapdtikler Gzerinde yogunlasmistir. Bu gelismeler, sistemik toksisiteyi azaltildi§i
bilinen ve daha spesifik olan ilaglarla ilgili Umit vermektedir. Bunlardan bazilari, mikroarraylerin
kullanildigi gen-ekspresyon profili belileme, DNA sekanslama ve gen sayisi farkhliklari igin
genom goruntileme gibi kanser genetigi ve kanser genomu ile ilgili calismalarla ilgili yeni
yaklagimlara dayananan stratejilerdir. Spesifik kanserlerin tedavisi igin molekuler olarak
hedeflenmis terapinin en guzel 6rnekleri, ErbB-2-/Her-2 pozitif gégus kanseri igin antikor tabanl
tedavide kullanilan "Herceptin" ve Bcr-Abl-pozitif kronik myeloid I6semi icin kullanilan bir kinaz

inhibitérd olan STI571 (imatinib)' dir (12).

MMP’ler ilgili olarak yapilan gelismelere bakildiginda ise, 90l yillarin sonuna dogru
MMP’lerin metastaz ve anjiyojenez gibi kanserin énemli basamaklarinda iglev gosterdiginin
anlasiimasi Uzerine MMP inhibitorleri gelistirme ve uygulama calismalari da hiz kazanmistir
(239). MMP inhibitorleri Gzerindeki bu iyimser havanin olugsmasinda, deney hayvanlari ve
model sistemlerden olusan preklinik c¢alismalarin blayuk rold vardir (43,230,239). Ancak
MMP’ler, kanser tedavisinde gelistirilen pek gok kemoterapétik ajan icin hedef haline gelse de

(95,132,186) gunimizde klinik olarak elde edilmis basarilari sinirflidir ve konu hala

41



arastinlmaya devam edilmektedir. Bu konuda en umut verici ilaglardan biri olan, tetrasiklin
olmayan MMP inhibitori Marimastat (BB-2576)’in, hastalar Gzerinde yapilan ¢aligmalarda mide
kanserinde etkili sonuclar verebilecegi gosterilse de bu calisma hala faz 1 asamasindadir.
Bunun yaninda ayni ¢alismada glioblastoma, pankreas, kii¢lk htcreli olmayan akciger, kiiglk
hicreli akciger ve ovaryum kanserli hastalarda marimastat denenmis ancak ayni etki
alinamamistir. Diger bir MMP inhibitora, Bifenil tirevi Tanomastat ise kiiglk hicreli akciger ve

pankreas kanserlerinde ¢ok dislk dizeyde etki gosterebilmistir (186) .

Umit vaad eden baska bir ilag grubu, tetrasiklin, doksisiklin ve minosiklinin de dahil oldugu
tetrasiklin ailesidir. Bu ila¢ grubu, gunumize kadar sadece antibiyotik etkilerinden dolayi
kullanilagelse de, mitokondriyel fonksiyonlar tzerindeki etkilerinin kesfedilmesinden sonra yeni
kullanim alanlari oldugu bildirilmistir. Bu bilegiklerin timér orijinli pek ¢ok hlicre hattina karsi
sitostatik ve sitotoksik aktiviteleri gosterilmistir. Bu etkinin gerekgesi olarak, tetrasiklin ve
kimyasal olarak modifiye edilmis tetrasiklinlerin pek cok MMP aktivitesini inhibe etmesi (193)

distnulmis ancak henliz kesin bir agiklama yapilamamistir.

1.4. TETRASIKLINLER VE KANSER TEDAVISI
1.4.1. TETRASIKLINLER

Streptomyces aureofaciens’den 1948'de izole edilen tetrasiklinler grubundan ilk antibiyotik
olan klortetrasiklinin bulunmasindan sonra, 1953'de klortetrasiklinin dehalojenizasyonu ile
tetrasiklinler izole edilerek tedaviye sokulmustur. Diger streptomyces tirlerinden izolasyonla ya

da yari sentetik yollarla da degisik tetrasiklin turevleri elde edilmistir.

I. Kusak tetrasiklinler (Orta yari omiirliiler): Klortetrasiklin, oksitetrasiklin, tetrasiklin,

limesilin, demeklosiklin. Dogal ekstraksiyonla elde edilirler.

42



Il. Kusak tetrasiklinler (Uzun yar émiirliler): Doksisiklin, minosiklin, metilensiklin. Yari

sentetik antibiyotiklerdir.

Tetrasiklinler naftasenkarboksamid tlrevi bilesiklerdir. Yapilarinda doért halka
icerdiklerinden tetrasiklin adini almiglardir. Hepsinde karboksamid ortak yapisi bulunur. R, R1,

R2 ve R3 pozisyonuna farkli yan dallarin gelmesiyle birbirlerinden ayrilirlar (54) .

Sekil 1.11: Tetrasiklinin kimyasal formulu.

1.4.1.1. Tetrasiklinlerin Etki Mekanizmasi

Tetrasiklinler bakteriyostatik etkili maddelerdir, tetrasiklinlerin bakteriyostatik etkisi bakteri
hicresindeki ribozomlarin 30 S alt Unitelerine reverzibl bir sekilde baglanarak, protein sentezi
inhibisyonuyla meydana gelmektedir (36,54). Prokaryotik protein sentez mekanizmasinin
Okaryotik mitokondrininki ile benzerlik géstermesi nedeniyle, tetrasiklinler memeli hilicrelere ait
mitokondriyel protein sentezi ile de girisim yapabilmektedir. Farkli memeli hdcrelerinin
tetrasiklinlere olan selektif gecirgenligi, bu ajanlarin hicre proliferasyonunun durdurulmasinda

ve malign durumun tedavisinde kullanilabilecegi hipotezini desteklemistir (193).

GUnUmuzde yapilan son g¢alismalar, doksisiklin ve diger tetrasiklin ttrevlerinin gticli MMP
inhibitdérl olduklarini, antibiyotik etkileri disinda birgok hicresel foksiyonu etkileyen ¢ok yonlu

ilaglar oldugunu goéstermistir (81). Kimyasal olarak modifiye edilmis tetrasiklinler ile yapilan
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calismalar antibiyotik ve anti-MMP etkisinin molekulin farkli bdlgelerinden kaynaklandigini
gostermistir. Buna gore tetrasiklinlerin  antibiyotik etkilerinin A halkasinin  karbon-4
pozisyonundaki dimetilamino grubunda, anti-MMP aktivitelerinin ise karbon-12 hidroksil ve

karbon-11 karbonil oksijen grubunda bulundugu soéylenmistir (14) (Sekil 1.12).

Tetrasiklinlerin anti-MMP aktivitesine dayanilarak yapilan ¢calismalarda doksisiklin ve diger
tetrasiklin tlrevlerinin damarlarda intima kalinlasmasini azalttigi, (15,107,136) aortik
anevrizma (42,215), periodontal hastalik (17) ve artritte doku yikimini azalttigi (87,209),
timor hicre invazyonu, tumor metastazi (72,196,197) ve tumor anjiojenezini inhibe ettigi
(214) gosterilmistir. in vitro olarak osteosarkom ve endotel hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi,
meme karsinom hcreleri, osteosarkom hicreleri ve makrofajlarda apoptozise neden oldugu ve
kondrositlerin matriks sentezini azalttig1 gosterilmistir (72). Ayni zamanda, tetrasiklinlerin
makrofajlar ve mezenkimal hlcrelerdeki nitrik oksit sentezi icin mRNA’nin destabilizasyonunu ve
saliverilmesini inhibe ettidi, timaor nekrozis faktor-a (TNF-a) ve reaktif oksijen turevlerini azalttigi

bildirilmistir (81).

1.4.1.2. Tetrasiklinlerin Yan Etkileri

1- Gastrointestinal Bozukluklar: Sindirim mukozasina irritan etkisi sonucu bulanti kusma
ve diyare olusabilir.

2- Karaciger Bozukluklari: Yuiksek dozda oral ve &zellikle parenteral tetrasiklin
uygulanmasi durumunda agir sarilik tablosu gelistigi bildirilmistir.

3- Bébrek Bozukluklari: Bobrek hastalarinda protein sentezini inhibe ederek ve bir
katabolik etki olusturarak Uremi tablosunu agirlagtirabilir. Doksisiklinin bobrekler Gzerine yan

etkisi I. kusak tetrasiklinlerden daha dusuktir.
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4- Dislerin Renklenmesi. Yeni dis gelismesi olan gocuklarda tetrasiklinlerin kullaniimasi
dislerde kalici renk bozulmasina ve mine hipoplazilerine neden olur. Dis ve kemiklerde

tetrasiklin-kalsiyum ortofosfat kompleksi olusturarak birikmektedir (54) .

1.4.1.3. Tetrasiklinlerin Farmakokinetigi

Oral veriliglerinden sonra doksisiklin ve minosiklin (%90-100) digindaki tetrasiklin tirevleri
sindirim kanalindan genellikle dizensiz ve tam olmayan (%60-70) bir absorbsiyona ugrarlar.
Sindirim kanalindan tetrasiklinlerin baslica absorbe oldugu yerler, mide ve ince barsaklardir.

Karacigerde metabolize olurlar. Baglica eliminasyon organi bébreklerdir (54) .

1.4.1.4. Tetrasiklinlerin Gunluk Tedavide Kullanimlari

Tedavide kullanilan antibiyotikler icinde tetrasiklinler en genis spektrumlu olanlardir.
Gunumuzde tetrasiklinlerin baslica endikasyonlari Atipik pnémoni, Chlamydia, Mycoplasma,
Brucella ve Riketsiya gibi mikroorganizmalardan meydana gelen enfeksiyonlarla sinirlanmistir
(54,193). Ancak diger antibiyotiklerin alerji olusmasi durumlarinda duyarlilik testi yapilarak,
siradan enfeksiyonlara kargi da kullanilabilirler. Diger taraftan, ender gorulen fakat agir
seyreden antraks, kolera, amerikan riketsiozu, sigan isirngi, veba, tularemi ve tifus gibi
enfeksiyonlarda tetrasiklinler éncelikli antibiyotiklerdir. Ozellikle minosiklinin akne tedavisinde
birka¢ ay kullanildiginda oldukga etkili oldugu ve doksisiklinin ise daha genis bir kullanima sahip

oldugu bilinmektedir (54, 193).

Doksisiklin, akut Q atesi, komplike olmayan genital Chlamydia trachomatis enfeksiyonu
gibi hastaliklarin tedavisinde primer basamak olarak siklikla kullaniimaktadir. Bunun yaninda,
penisiline direng kazanmis Streptococcus pneumoniae vakasinda oldugu gibi antibiyotik direncli

veya antibiyotige duyarliigin azaldigi, birinci basamak tedavi sonrasinda kullanilabilirler (193) .

45



1.4.1.5. Doksisiklin

Doksisiklin, metal iyonlarini selatlayabilen, genis spektrumlu yari sentetik bir tetrasiklin
turevi antibiyotik olarak bilinmektedir. Ancak gunumuzde antibiyotik 6zelliginin yani sira, MMP
sentez ve aktivitesi, IL-1 sentezi, aktif B hucrelerinin fonksiyonlari, aktif makrofajlarin
olusturdugu LPS aracili nitrik oksit sentezi, killtire edilmis kondrosit hicrelerindeki kollajen
sentezi gibi ¢ok sayida hlcresel fonksiyon Uzerinde inhibitor etkileri oldugu da belirtiimektedir.
(206) . MMP inhibitéri 6zelliginin daha iyi olmasi, uzun yari émarli olmasi, ucuz ve potent
olmasi gibi 6zellikleri nedeniyle doksisiklin diger pek ¢ok tetrasiklinin diger tlrevlerine gére Ustin

bir ilag¢ olarak gérilmektedir (139) .

Doksisiklin, farmasoétik formulasyonlarda genel olarak iki kimyasal formda kullanilir.
Bunlardan biri monohidrat, digeri ise hiklat formudur. Monohidrat, bir molekil su ile hidrate
olmus baz molekuilidir ve kapsil formulasyonlari ile kullanilacagi zaman suda ¢ozundurilen
oral toz suspansiyonlarin hazirlanmasinda kullanilir. Hiklat ise su ve etanol ile solvasyona

ugramis hidroklorik asit tuzudur (220) .

Doksisiklin Hiklat (Doksisiklin hidroklorir henietanolat hemihidrat) agik sari renkte
kristalize bir tozdur. 30 derecenin altindaki oda sicakliginda ve hava gecirmeyen sikica kapali
kaplarda saklanmalidir. Isiktan korunmaldir. ingiliz Farmakopesi (BP)ye gore g¢ozinurlikleri:
Su ve metil alkolde serbestce ¢dziinir; alkolde az ¢ozinlr; pratik olarak eter ve kloroformda
¢ozlnmez; alkali hidroksitleri ve karbonatlarinin ¢ozeltilerinde ¢ézinur. Amerikan Famakopesi
(USP)’ye gore ¢ozunurlikleri: Suda ¢ozunur, alkolde hafif ¢ézindr, pratik olarak kloroform ve
eterde ¢bziinmez, alkali hidroksitleri ve karbonatlarinin ¢ézeltilerinde ¢ézinur. %1’lik ¢ézeltisinin

pH’si 2-3 arasindadir. USP’ye gore enjektabl ¢dzeltisinin pH’si 1.8-3.3 arasindadir (220).
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Sekil 1.12: Doksisiklinin kimyasal formulu.

1.4.2. ONKOLOJIDE TERAPOTIK OLARAK TETRASIKLINLER: PRE-KLINIiK CALISMALAR
Tetrasiklinlerin MMP’lere kars aktiviteleri olabilecegini disinduren ilk bulgular, Golub ve
arkadaslarinin 1983’'te minosiklin ile yaptigi “deneysel olarak olusturulan Tip 1 diyabette,
hizlandiriimis periodontitis’te kollajenik enzimlerin aktiviteleri” deneyi ile ortaya c¢ikmistir.
Minosiklinde alinan sonuglar sonrasi, antimikrobiyal etkileri olmayan ancak kollajenaz inhibitora
etkileri olan CMT-1 (4-dedimethylamino tetracycline — 1987°de) (138, 186) ve COL- 3 (6-deoxy
6-demethyl 4-dedimethylamino tetracycline — 1991'de) (83,186) gibi tetrasiklinlerin yeni

kimyasal turevleri olusturulmustur.

MMP inhibitorlerinden biri olan COL-3'Gin, C8161 melanoma hicrelerinde ve insan
neonatal sunnet derisi fibroblastlarinda MMP-2 ve -Qu inhibe ettigi gosterilmistir. Bunun
digsinda, BPH-1, DU-145, PC-3 ve FHS-733 gibi kanser hicre hatlarinin buyimesinde de
inhibitér etki gosterdigi tespit edilmistir (178, 186) . ilging sekilde, COL-3'(in, fosfolipaz A,'ye
kargi aktivitesi ve nitrik oksit sentazi da inhibe edebilme kapasitesinin oldugu bulunmustur
(171, 186) . Metastatik prostat kanserinin sican modelleri Gizerinde COL-3’Un anti-timor ve anti-
metastatik etkisiyle ilgili olarak yapilan bir ¢alismada, kontrole karsi COL-3’'Un %27 ila 35
arasinda primer timoér buyumesini, %58’e kadar oranda da metastazi azalttigi belirlenmistir

(139).
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Tetrasiklinlerin  anti-onkojenik  &zelliklerinin  mekanizmasinin, mitokondriyal protein
sentezini inhibe etme yetenedine sahip bilesiklerle iliskili oldugu distunulmustar. Prokaryotlarda,
tetrasiklinler, aminoacil t-RNA’nin ribozoma baglanmasini énleyerek bakteriyostatik bir etki
gosterir (193) . Tetrasiklinlere farkli hiicrelerin selektif gegirgenligine baglh olarak olusan spesifik
sitostatik aktiviteleri test edilmis ve doksisiklinin sicanin ilaca gecirgen T hlcre |6semilerindeki
timor hdcre proliferasyonunu inhibe edici 6zellie sahip oldugu tespit edilirken, gecirgen
olmayan eritroid ve B lenf hiicrelerinde ise etkisinin olmadigi gdzlenmistir (193). in vitro olarak
insan renal ve prostat karsinom hucrelerinde de tetrasiklinlerin sitostatik etkiye sahip oldugu,

hatta uzun sureli tedavi sonrasinda da sitotoksik etki gosterdikleri bulunmustur (186, 193) .

Tetrasiklinlerin sitostatik etkilerini fibroblastlarda ve sarkom hicrelerinde gosterdigi ve
hicre donglstinin G1 fazinda blokasyonuna bagli olarak bu hlcrelerde proliferasyonu

durdurucu etkiye sahip olduklari belirlenmistir (193) .

in vitro olarak yapilmis pek cok yeni calisma, tetrasiklinlerin mezotelyom, osteosarkom,
gogus kanseri ve prostat kanseri hucrelerindeki sitotoksik etkilerini kanitlar nitelikte sonugclar
elde etmigtir (58, 70,72,190,193). Bu deney sonuglarinin timinde tetrasiklin ve iki tlrevinin
(Doksisiklin, Minosiklin) sitotoksik etkili oldugu anlasilsa da, doksisiklinin insan adenokarsinom
hicre hatlari Gzerindeki etkisinin digerlerine kiyasla daha fazla oldugu bulunmustur (58, 193) .
Bununla birlikte doksisiklin ile sitotoksik tedavi sonrasinda prostat ve renal karsinom
hicrelerinde DNA fragmantasyonu olusmasi, apoptozun gdstergesi olarak ifade edilmistir

(70,72,193).

Tdm bu bulgular, tetrasiklinlerin antibiyotik amacli kullanimlarinin disinda, klinikte anti-

neoplastik tedavide de etkili olabileceklerine dair fikir vermektedir.
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1.4.3. ONKOLOJIDE TERAPOTIK AMAGLI TETRASIKLINLER: KLINiK DENEYLER
Tetrasiklin aracili kanser inhibisyonununu incelemek lGzere yapilan insan klinik deneyleri
ilk olarak 2001 yilinda Rudek ve arkadaslar tarafindan COL-3 ile yapilmistir. Bu deney,
refrakter solid timodrlerde maksimum-télere edilebilir dozun ve doz kisitlayici toksisitenin
belirlendigi faz 1 klinik calismasi olarak gergeklestiriimistir. Bu calismadan alinan temel
sonuclarla beraber elde edilen ikinci sonug, VEGF, MMP-2 ve MMP-9’un dolasimdaki serum
dizeylerinin hastaligin ilerleyisi ile dogru orantili olacak sekilde dedismesi olmustur. Bu deney,
36 mg/m?/giin dozla baglanan COL-3'lin artan dozlarinin verildigi refrakter solid timérlii 35
hastayla yapilmistir ve 98 mg/m?%giin dozundan bilyiik dozlarda "kutandz fototoksisite"nin
olusmaya basladigi gériilmustiir. Bol miktarda giines-koruyucusu ile 70 mg/m?/giin olarak COL-
3 uygulanan hastalarin ise tutarl olarak bu yan etkiyi tolere edebildikleri belirlenmistir (191).
Bunun yaninda dozdan badimsiz olarak az miktarda minor toksisitenin de olusabildigi tespit
edilmistir. Bunlar: Anemi, kabizlik, bas dénmesi, ylkselmis karaciger fonksiyon test sonuglari,
ates, bas agrisi, bulanti ve kusma, periferik ve merkezi ndrotoksisiteler ve li¢ olguda ilaca bagh
lupus'tur (191). Bu calismadan elde edilen sonucglara goére, yine Rudek ve arkadaslari
tarafindan yapilan faz 2 galismalarinda, 36 mg/m®giin doz olarak uygulanan COL-3'lin
hemanjiyoendoteliyomu, Sertoli-Leydig hlcre timédrleri ve fibrosarkomu olan hastalarin MMP-2
serum duzeylerinde anlamli bir azalma olusturdugu saptanmistir (186). Syed ve
arkadaslarinin, Rudek ile es zamanl olarak yaptiklari faz 1 ¢alismalarinda benzer sonuglar elde
ettikleri goérllse de bu arastirmacilar faz 2 calismalarinin sonucunda COL-3 dozunu 50
mg/m?/giin olarak énermislerdir (212). Rudek ve Syed’den sonra pek ¢ok farkl kanser tiiriinde
yapilan tetrasiklin ¢alismalarinda da hastalarin MMP dlzeylerini belirgin olarak azalttiklar
goriulse de bu sonuglar, hastaligin seyri ile orantili sekilde gelismemistir (186). Renal hicre
kansinomu Uzerinde Huie ve arkadaslarinin yaptiklari bir galismada, doksisiklin ile interferon-a

kombinasyonunun toksisite ve etkinligi degerlendirilmistir. Gerek ylksek oranda eksprese olan
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MMP’lerin timoérin metastatik potansiyelinden sorumlu olmasi, gerekse ylksek vaskiler bir
yap! gbstermesi nedeniyle, renal hicre karsinomunun tetrasiklin ile tedaviye uygun oldugu
disunulmastir. Ancak 17 hasta Uzerinde yapilan 5 aylik g¢alisma sonucunda yeterli yanit
alinamamistir. Bu hastalardan sadece 4’Unde hastalik kontrol altina alinabilmis ancak higbir

hastada hastaligin tamamen geriye déndigu gosterilememistir (103) .

Kanser tedavisinde tetrasiklinlerin MMP inhibitéri veya immunomodilatdr ydnini
degerlendirmek icin MMP aktiviteleri Gzerindeki arastirmalar ginimize kadar genis capta
devam etmistir. Bu arastirmalardan en basaril olanlardan biri de “Bakteriyel iligkili Marjinal Alan
Lenfomasl” tedavisinde kullanildigi ¢alismadir. Chlamydia psittaci DNA’sinin "Okuller Adenoksal
Lenfoma" (OAL)'da %80 oraninda mevcut oldugu bilinmektedir. Bu ylizden Chlamydia psittaci,
hastaligin malignitesinde etken organizma olarak kabul edilmistir. Ferreri ve arkadaslari, 9 OAL
hastasini doksisiklin ile tedavi etmis ve biri disinda tium hastalarda hastaligin geriledigini
duyurmusglardir. Bu deney sonucunda, OAL hastaliginin birinci basamak tedavisinde
doksisiklinin kullanilabilecegi fikri ortaya atilmistir (67). Daha sonra bu deneyin devami olarak
ayni grubun yaptigi sonraki ¢alismada C. Psitacci DNA'sinin Doksisiklin ile tedaviye cevaptaki
etkisi deg@erlendirilmistir. Sonu¢ olarak doksisisiklinin, antimikrobiyal etkiden bagimsiz bir
mekanizma araciliiyla hem C. Psitacci DNA pozitif OAL hastalarinda hem de C. Psitacci DNA

negatif OAL hastalarinda etkili bir tedavi yéntemi olacagi énerilmistir (68).

Doksisiklin ile fareler Gzerinde yapilan bir in-vivo ¢calismada gégus ve pankreas kanserinin
kemik metastazi Uzerinde timdr gelisimini belirgin olarak azalttigi gdsterilmis olsa da, son

doénemde klinik ¢alisma olarak bu kanserler Gzerinde hicbir veri elde edilmemistir (59).

Tum bu arastirmalar tetrasiklinlerin kabul edilebilir yan etkileriyle birlikte tumor
anjiyojenezini inhibe etme mekanizmalari bakimindan kemoterapodtik ajanlar icinde degerli bir

ilag grubu olma potansiyeline sahip olduklarini gostermektedir. Preklinik g¢alismalar,
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tetrasikinlerin ilgili timoér MMP’lerinin birgcogunu inhibe etme yetenegine sahip olduklarini
gOstermektedir. Ancak gunimuzde ¢ok az sayida klinik galismada ayni etki gdsterilebilmistir

(186) .

1.4.4. DOKSISIKLININ MMP’LER VE KANSERLE iLiSKiSi

Doksisiklin, antibiyotik aktivitesinin yaninda MMP sentezini inhibe ederek timor
tedavisinde kullanilabilecegi bilinen ve dental tedavide FDA tarafindan onaylanmis tek MMP
inhibitord olan ilagtir (200, 218) . Periodontik tedavideki olumlu etkilerinin yani sira (82) meme
kanserinde MMP-2 ve -Qun jelatinolitik aktivitesini, proliferasyonu, kemige metastazi azalttigi
bilinmektedir (71,193). Ayrica Rubins ve arkadaslari doksisiklinin malign mezoteliyal
proliferasyonu inhibe edebilecegini savunmus (190), Onoda ve arkadaslari ise doksisiklinin
kolorektal hiicre hatlarindaki invazyonu inhibe ettigini géstermislerdir (165) . Prostat kanserinde
ise tumdr hicresinin proliferasyonunu, invazyonunu ve metastazini inhibe ettigi gosterilmistir
(139). Tum bu bilgiler ve artan veriler dogrultusunda, doksisiklinin MMP-2 ve -9 inhibisyonu

yaptigi bilinmekte ve iyi bir MMP inhibitori oldugu distntlmektedir.

GUnumuzde metastatik hastaliklarin tedavisi igin doksisiklin kullanilan deneyler
sinirlandiriimis olsa da doksisiklinin primer kanser cesitlerinden cilt metastazlari Uzerindeki
etkinligini kanitlayan kiguk bir galisma mevcuttur. Japonya’da 7 hasta Uzerinde yapilan bu
¢alismada, doksisiklinin intrattimoral olarak uygulanmasi sonucunda, 6 hastada histolojik olarak

dizelme gorulmastir. Ancak bu deney tekrarlanmamigtir (164, 186) .

Doksisiklinin antimikrobiyal dozunun altinda bir doz uygulamasi ile tedavi edilmesi ile ilgili
olarak, "lenfanjiyomiyomatoz"lu 66 yasinda bir hastadaki dramatik hastalik gelisimi
incelenmistir. Bu hastalik, akciger fonksiyonlarinin artan sekilde kaybina neden olan akciger
parankimasini pargalayan anormal diz kas proliferasyonu ile karakterizedir. Ayrica Ureme
¢agindaki kadinlarda etki gosterme egiliminde olan nadir bir akciger hastaligi olarak
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bilinmektedir (96). Akciger dokusunda gerceklesen bu pargalanmanin, benzer mekanizma ile
gerceklesen timér invazyonunda oldugu gibi, MMP-2 dizeyindeki asiri artistan kaynaklandigi
savunulmustur. Bu calismanin sonucunda da FEV1 degeri (zorlu bir ekspirasyonun 1.
saniyesinde cikarllan gaz volimi degeri) 0.48 (yaklasik %21) olan hastanin, 6 aylik
(maksimum 100mg ile) tedavisi sonrasinda bu degerinin 0.91°e yikseldigi (tahminen %35)
gosterilmistir. Bu artis hastanin konusmasinda dizelme ve yasam Kkalitesinde belirgin bir
iyilesme gostermesi ile birlikte gerceklesmistir. Lenfanjiyomiyomatoz malignan bir hastalik
olmasa da, bu ¢alisma klinik olarak doksisiklinin MMP aktivesini inhibe ederek hastalik gelisimini
kontrol altina aldiginin goérulmesi anlaminda degerli bir ¢alisma olmustur (153). Ayrica bu
calisma ile, dogru sistem uygulandigi zaman tetrasiklinlerin antimikrobiyal olmayan 6zelliklerinin

gercekten terapdtik yarara sahip olabilecedi de gosterilmigtir.

Tdm bu bilgilere ragmen Doksisiklin’in MMP inhibisyon mekanizmasi hala kesin olarak
anlasiimamistir. Ancak yapilan ¢alismalar dogrultusunda, kesin olmamakla beraber doksisiklinin

bu etkisini su mekanizmalardan biri araciligi ile gergeklestiriyor olabilecedi disundimustar:

« Dogrudan enzimle iligkili Zn*? veya Ca*”

ya baglanarak aktif bdlgeyi bloke ediyor olabilir.
¢ Aktivasyon esnasinda proenzimi, par¢alanmaya yatkin hale getiren yapisal degisikliklere
indukluyor olabilir.

o MMP mRNA transkripsiyonu inhibe ediyor olabilir.

¢ Ya da ekstraselluler aktivasyon sirasinda pro-MMP zimojeni pargaliyor olabilir (81) .

1.5. NF-kB (NUKLEER FAKTOR KAPPA B)

Hicre oOlimini ydneten sinyal yolaklari, normal doku gelisimi, homeostaz ve hicre
fonksiyonlari icin kritik 6neme sahiptir. Onemli patolojik durumlarda, hiicre yasami ve 8limu
arasindaki hassas dengenin regulasyonu bozulur. Dengesi bozulan hicrelerin  6lmesi
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durumunda dejenerasyon, immun yetersizlik ve kisirlik gibi rahatsizliklar bas gosterirken, diger
taraftan daha az sayida hicre 6liminin meydana gelmesi durumunda ise otoimmuin
hastaliklardan kansere kadar degisen farkli grup hastaliklar meydana gelebilmektedir (60) .
Hucrelerin yasam ile 6lumU arasinda belirleyici role sahip bu denli énemli regilatérlerinden biri

de NF-kB sinyal yolagidir.

NF-kB; stres, sitokinler, serbest radikaller, UV radyasyon, okside LDL, bakteriyel ya da
viral antijenler gibi c¢esitli uyaranlara karsi verilen hicresel yanit ve inflamasyon ile
iliskilendirilen, neredeyse bltliin hayvan hicre tiplerinde bulunan, bir transkripsiyon faktori
ailesinin kompleks proteinidir (142) . Sitoplazma icinde inhibitor alt tnitesi IkB ile birlikte inaktif
halde bulunur. inflamatuvar medyatorlerin "IkB Kinaz"i (IKK) N terminalinden fosfatlayarak
aktive etmesi sonucunda NF-kB sinyal yolaginin aktivitesi tetiklenir. Aktive olan IKK, IkB’nin
ubikitinasyonuna, sonrasinda da yikimina yol acar. Béylece kompleksten serbestlesen NF-kB
alt Unitesi nilkleusa transloke olarak mRNA transkripsiyonunu tesvik eder (12). NF-kB bu
mekanizma ile, hicre proliferasyonu, anjiyojenez, metastaz, timor gelisimi, inflamasyon ve
apoptozun baskilanmasi gibi kanser patojenezine 6nemli katki saglayan cesitli hicresel
sureclerle ilgili genlerin transkripsiyonel aktivasyonunu module eder (3,142). Bu nedenle NF-
kB sinyal yolaginin anormal sekilde duzenlenmesi, pek ¢ok kanser tirinin gen
ekspresyonunun gbézlenmesi ve kansere karsi uygulanilan kemoterapi ile radyoterapiye direng

gelisiminden sorumlu tutulmaktadir (12,21).

1.5.1. YAPISI, FONKSIYONU VE DUZENLENMESI
1.5.1.1. NF-kB Ailesi

Memelilerde, NF-kB ailesinin 5 Uyesi vardir. Bunlar; RelA (p65), RelB, c-Rel (Rel), NF-kB1
(p50; prekirséra p105) ve NF-kB2 (p52; prekursoéru p100)dir. Bu proteinler homo- ve
heterodimerik kompleksler halinde bulunurlar (Tablo 1.6). Rel/NF-kB transkripsiyon faktorlerinin

tim Uyeleri, amino terminal bdlgelerinde “kappa B” DNA baglanma boélgesi olarak bilinen
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(“Rel Homoloji Bolgesi” (RHD) de denilen), spesifik, yuksek derecede korunmus, ortak bir
DNA baglanma/dimerizasyon bolimu tasir (142,174). Rel proteinleri, transaktivasyon
Ozelliklerine ve sentezlenme sekillerine gore kendi iclerinde de temel olarak iki sinifa ayrilirlar.
Bunlardan ilki, RelA(p65), RelB ve c-REL proteinlerinden olusur. Bu proteinler, olgunlasmis
sekilde sentez edilir. Amino terminallerinde DNA’ya baglanmanin kontrol edilmesi ile
dimerizasyondan sorumlu olan ve karboksil terminallerindeki transkripsiyon aktifleyici boélgeleri
igin gerekli olan RHD bélimi tasir. ikincisi ise NF-kB1(p105) ve NF-kB2(p105)'ten meydana
gelir. Bu proteinler, buylk preklrsorler (pl05 ve pl00) olarak sentez edilirler. Amino
terminalinde bulunan RHD'ye ilave olarak C terminallerinde "Ankyrin Tekrar Dizileri" tasirlar.
Ubikitin aracili proteolitik surecle bu bélgeler yikima ugrar ve olgun DNA baglanma bdlgeleri
(p50 ve p52) olusur. Bu yeni Urinler de RHD bdlgeleri tasirlar ancak transkripsiyon aktifleyici

bolgeleri yoktur (174) .

REL Homoloji Bolgesi: 5-GGGRNYYYCC-3'
(R: thrh belirtilimemis parin; Y: tard belirtiimemis pirimidin; ve N: nikleotid’tir) (3, 142).

Tablo 1.6: NF-kB gen/protein ailesinin siniflandiriimasi (142) .

Sinif | Sinif Il
Gen NF-kB1 NF-kB2 RELA RELB REL
Protein NF-kB1 NF-kB2 RelA RelB c-Rel
Diger Adi p105—p50 | p100—p52 | p65 IREL, I-REL C-Rel
Entrez 4790 4791 5970 5971 5966
HUGO 7794 7795 9955 9956 9954
OMIM 164011 164012 164014 604758 164910
RefSeq NM_003998 | NM_002502 | NM_021975 | NM_006509 NM_002908
UniProt P19838 Q00653 Q04206 Q01201 Q04864
Lokuslar Chr.4 g24 Chr.10g24 | Chr.11 913 | Chr.19 g13.2— | Chr.2 p13 - p12

19 q13

Entrez, Biyoteknoloji Bilgisi Ulusal Merkezi'ndeki (NCBI) doga bilimleri veritabani numarasi;
HUGO, Insan genom projesi numarasi; OMIM, insana ait On-line Mendel Kalitim Numarasi;
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RefSeq, Protein, RNA, DNA gibi sekanslarin yeraldigi, farkli organizmalara ait 6zet veritabani
kodu; UniProt, (Evrensel Protein Kaynagi) protein bilgilerinin yer aldigi katalog kodu. Lokuslari,
gen allellerinin yer aldigi kromozom ve p/q boélimleri.

Tablo 1.7: NF-kB’nin alt tiniteleri ve temel ozellikleri (142).

NF-kB Protein Alt Unitesi Protein Boyutu Aminoasit Sayisi
p50 50 kDa 940 aa

p52 52 kDa

p65 (RelA) 65 kDa 551 aa

RelB 68 kDa 582 aa

c-Rel 69 kDa 587 aa

Tdm omurgalilarda, Rel proteinleri homodimer veya heterodimer olarak goérilebilirken,
RelB proteini yalnizca heterodimer formunda bulunur. NF-kB terimi genel bir ifade olsa da en
belirgin Rel/NF-kB kompleksi olan ve dimer halde bulunan p50-RelA (p50-p65) heterodimeri igin

de spesifik olarak kullanilir (142).

1.5.1.2. IkB (inhibitér Kappa B / NF-kB inhibitérii) Protein Ailesi

IkB proteinleri ailesinin 7 adet Uyesi vardir: IkB a (IkB-a), kB b (IkB-B), IkB g (IkB-y), IkB e
(IkB-¢), IkB z (IkB-(), Bcl-3, Cactus. Bu gruba inhibitor 6zellikteki preklrsoér proteinler olan p100
ve plO5'te dahil edilebilmektedir. p100 ve pl105 proteinleri, NF-kB dimerinin dimerizasyon
domainine baglanarak uzun silindirler olusturan 5 ila 7 arasinda degisen ankyrin tekrarlarinin

varhgi ile karakterize edilirler (3,142).

IkB’nin kristalografik yapisi geregi, p65-p50 veya p65-c-Rel dimerlerini bagladig:
bilinmektedir. Bu baglanma gergeklestiginde, IkB proteinlerinin sadece p65’in "Nukleer
Lokalizasyon Sekansi"ni (NLS) maskeleyebildigi gorulurken p50 proteinlerinin NLS'sinin ise
erigilebilir halde kaldigi goériimustir. NLS, IkB-NF-kB kompleksinin nukleus ile sitoplazma
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arasinda devamli olarak gidis gelisinden sorumludur. Sitozol ve niikleus arasindaki bu dinamik
denge, IkB'nin aktif IKK tarafindan spesifik olarak fosforilasyonu ve sonrasinda par¢alanmaya

ugramasiyla degisir (142).

Farkh tur IkB’ler NF-kB proteinlerine baglanir ve bdylece olugan yeni molekulin genellikle
sitoplazma icinde kalmasi saglanmis olur. Ancak istisnai olarak IkB ailesinin bir Gyesi olan Bcl-3,
NF-kB’nin p50 ve p52 alt Unitelerine baglandigi zaman yeni molekulun transkripsiyonunu ve

ndkleusa lokalizasyonu uyarir (9,142).

1.5.1.3. IKK (IkB Kinaz) Protein Ailesi

IKK, IKK-a ve IKK— olmak Uzere iki katalitik alt tGniteden ve NEMO(IKK-y) adli bir
regulator alt Uniteden olusur. Alt Uniteleri kodlayan genlerin ayri ayri inhibisyonuna iligkin
yapiimig galismalar sonucunda, IKK-B ve NEMO(IKK-y)’nin 6zellikle klasik NF-kB yolaginin
aktivasyonu igin gerekli oldugu ancak IKK-a’'nin bu yolakta esansiyel bir rol oynamadigi
belirlenmigtir. Buna karsilik alternatif yolakta RelB-p50 ve RelB-p52’nin aktivasyonu igin
kesinlikle IKK-a’'ya ihitiyag duyuldugu, ancak IKK-B ve NEMO(IKK-y)'nin énemli bir rolindn

olmadigi gésterilmistir (2,12).

1.5.2. NF-kB SINYAL YOLAGI

NF-kB, iki temel yolak araciliiyla dizenlenerek aktivite gdsterir. Bunlardan birincisi,
Klasik (Kanonik) Yolak'tir. Bu yolakta temel olarak RelA-p50 dimeri yer alir. RelA-p50 dimeri,
uygun stimilasyon olana kadar sitoplazmada IkB ailesinin inhibitér proteinleri ile birlesik halde
bulunur (12, 106) . Stres, serbest radikaller, UV radyasyon, okside LDL, viral antijenler, TNF-a
ve IL-1 gibi inflamatuvar sitokinler, LPS gibi bakteriyel antijenler, B ve T hiicrelerinin aktivasyonu
gibi cesitli uyaranlarla hicrelerin uyariimasi sonucunda aktivasyon gerceklesir (8,142,195).
inflamatuvar medyatérler IKK'yi N terminalinden fosforile ederek aktive eder. Bu sinyal, NF-
kB’'nin kontroliinde birincil basamagi olusturan inhibitdér protein olan IkB’'nin spesifik serin
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rezidilerinin (serin 32 ve 36) IKK tarafindan fosforilasyonu ile devam eder. Daha sonra |kB’nin
siraslyla ubikitinasyonu, sonrasinda da proteozomlarda yikimi gerceklesir. Boylece kompleksten
serbestlesen NF-kB alt Unitesi nikleusa transloke olarak ilgili gen mRNA’sInin transkripsiyonunu

tesvik eder (12, 20, 106) .

THF, L1, LPS
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Sekil 1.13: LPS, TNF ve IL-1 ile uyarilabilen klasik NF-kB yolagi ve inhibitorleri
(142).
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ikinci yolak, Alternatif (Kanonik Olmayan) Yolak'tir. AFF(TnFSF13B), BAFF(B-hiicresi
Aktive Edici Faktor), CD40 Ligandi, LTR(Lenfotoksin Beta) gibi TNF slper ailesine ait daha
sinirli sayida sitokin tarafindan uyarimi gergeklesir (37,39). Bu yolak, klasik yolaktan farkh
olarak, daha (ist basamaklarinda "NF-kB indikleyici Kinaz" (NIK) igerir. NIK, fosforilasyonu
saglar ve RelB’nin temel inhibitord olan p100’Gn 26S proteozom bagimli surecini yonlendiren
IKK-a’y1 aktifler. Bu sayede, serbestlesen RelB-p52 ve RelB-p50 nikleusa transloke olur ve
DNA’ya baglanir (50,51, 232) . Elimine edilecek IkB’ler ubikitin ligaz mekanizmasi ile belirlenir.
Ubikitin ligaz mekanizmasi, 6nce |kB’nin poliubikitinasyonunu daha sonra da parcalanmasini

saglar (115,142) (Sekil 1.14).

Klasik yolakta oldugu kadar alternatif yolagin aktivasyonu da IKK kompleksi ve onun alt
uniteleri tarafindan IkB inhibitdr proteinlerinin fosforilasyonuna dayanmaktadir. Klasik yolak igin
primer inhibisyon iglevini IkB-a yaparken, alternatif yolak icin bu islevden p100 preklrsor protein

sorumlu tutulur (12, 79) (Sekil 1.14).

Alternatif yolagin islevi ile ilgili simdiye kadar yapilan tim calismalardan gikarilan en
Onemli sonug, B hicrelerinin olgunlagsmasi, sag kalim, sekonder lenfoid organlarin geligimi,
organizasyonu ve fonksiyonunda kritik role sahip olduklarinin belirlenmesi seklinde olmustur

(20).
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Sekil 1.14: Farkh reseptor aracili klasik ve alternatif NF-kB sinyal yolag: (162).

Aktif hale gelmis NF-kB daha sonra iyi sekilde organize olmus c¢oklu feedback
mekanizmalarla down-regule edilebilir. Bu amagla yeni sentezlenmis IkB proteinleri kullanilir.
Sentezlenmesi tamamlanan IkB proteinleri, nikleustaki NF-kB’ye baglanir ve onu tekrar sitozole

tasir (20).

Klasik ve alternatif yolaklar arastirmacilar tarafindan genellikle birbirinden ayri olarak
degerlendiriise de son zamanlarda yapilan c¢alismalar dogrultusunda birbiriyle etkilesim
gOsterebilecegine de isaret edilmektedir. Bunlardan farkli ajanlarla uyarim yapilmig bir
calismada NIK'in klasik yolaga da dolayl olabilecek etkisinden bahsedilmistir (12) (Sekil 1.15-

1.16).
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Sekil 1.15: Farkh indiiksiyon ajanlarn ile klasik ve alternatif NF-kB sinyal yolagi (12).
c-1AP: hicresel apoptoz proteini inhibitért, TRAF: TNF reseptor iliskili faktor.
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Hedef Genler

Bel-xL Bel-2 A0 TNF-a

: | C-IAPY/2 XIAP c-FLIP

@ [ TRAF1/2 c-FLIP

Sekil 1.16: TNF-a aracili anti-apoptotik ile apoptotik etkinin olusumu ve alternatif NF-kB
sinyal yolaginin klasik yolaga etkisi (12). Oklar aktivasyon basamaklarini, ucu kapali barlar
inhibisyon basamaklarini gdstermektedir. c-IAP, hicresel apoptoz proteini inhibitdrt; IAP
antagonists, hicresel apoptoz proteini inhibitdri antagonistleri; IkB, NF-kB inhibitor(; IKK, 1kB
Kinaz; NIK, NF-kB-indukleyici kinaz; RIP, Reseptér interaktif protein; TNF-a, Tumdr nekroz
faktor-alfa; TRADD, TNF-reseptor iligkili 6lim domaini; TRAF, TNF-reseptor iligkili faktor; Ub,
ubikitin.

Hedef Genler
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1.5.3. NF-kB SINYAL YOLAGININ ONEMIi

NF-kB alisilmisin disinda ve hizl regulasyonu, kendisini kontrol eden genis yelpazeli
genlere sahip olmasi, immunolojik slrecte merkezi rol oynamasi, alt-Gnitelerinin kompleksligi ve
bircok hastalikla iligkilendiriimesi gibi nedenlerden dolayr ginimizde hala pek c¢ok

arastirmacinin ilgi odagi halindedir (8, 80).

NF-kB transkripsiyon faktorleri, hem apoptoz hem de nekroz araciligiyla programlanmis
hicre olumlerinin - major regulatord olarak bilinmektedir. Bu baglamda, normal insan
hicrelerinde NF-kB aktivitesinin immiuin, hepatik, epidermal ve sinir sistemlerinin de dahil oldugu
pek cok hiicre sisteminin fizyolojik fonksiyonlari, homeostazi ve normal doku gelisimi icin dnemli
bir ara¢ oldugu dustnulmektedir (60). Ancak NF-kB transkripsiyon faktoérleri stres, sitokinler,
serbest radikaller, ultraviyole radyasyon, okside LDL ve bakteriyel veya viral antijenler gibi
uyarilarla karsilastiklarinda hicresel bir yanit olusumu sirecinde de rol alirlar. Dolayisi ile bu
faktorlerin cesitli uyarimlar sonucunda meydana gelen inflamasyon, otoimmun hastaliklar, septik
sok, viral enfeksiyon, hatasiz immun yanitin gelisimi, sinaptik plastisite slrecleriyle ve hafizayla
da iliskili oldugu belirtiimistir. (60, 148). Tum bunlara kargsin NF-kB tarafindan programlanmis
hicre oliumunun devamh sekilde gelisen anormal regulasyonunun, noérodejenerasyondan
kansere kadar degisen pek c¢ok patolojik sonu¢ dogurabilecegi de belirtiimistir (60,116) .
Yapilan calismalarda artrit, kronik inflamasyon, astim, ndrodejeneratif hastaliklar, kalp
hastaliklari ve kanser gibi hastalik gruplarinda yapisal IKK aktivasyonuna bagl olarak bu
transkripsiyon faktorlerinin  devamh olarak aktif halde oldugunun go6sterilmesi bu fikri
desteklemistir (60, 142). Bu hastalik gruplarinda NF-kB’nin programlanmis hicre olimuni
reglle etmek yerine, aktivitesini etkin olan apoptozu onlemek amaciyla kullandigi belirlenmistir
(9,60). Ancak genellikle antiapoptotik ve antioksidan etkili proteinleri kodlayan genlerin
ekspresyonlarini saglayarak hticreleri koruma 6zelligine sahip NF-kB'nin, apoptoz ve nekrozdaki

roli farkh hicre tlrine goére belirgin sekilde degisebildigi belirtiimistir. Bazi durumlarda htcre

62



Olimunu uyaran stimilasyona karsi hlcreleri duyarli hale getirebildigi de gdsterilmistir. NF-
kB’nin apoptoz gelisimini saglayan ve bloke eden bu iki zit etkisinin, 8limu indikleyen stimulusa
ve hlcre tipine bagh olarak degistigine karar verilmigtir (60) . Bu iki etkinin gdrulebildigi duruma
ornek olarak, sinir sistemine ait noronlar gdsterilmistir. Bu hucrelerde NF-kB aktivasyonu
genellikle koruyucu yonde olmasina ragmen; reaktif oksijen tarleri, ekzotoksinler ve
proinflamatuvar sitokinlerin GUretiminden dolaylr mikroglialarda meydana gelen NF-kB
aktivasyonunun ise noéronlari apoptoza goétirdigu belirtiimistir (148). Yine de gunimizde
anormal NF-kB regllasyonu buylk oranda hem solid hem de hematopoetik malign 6zellikteki
(Hodgkin lenfoma, multipl myelom, primer mediastinal B-hlcreli lenfoma, tedaviye direncli diffliz
blylk B-hucreli lenfoma, cocukluk dénemi akut lenfoblastik |6semi, gbégus, prostat, over,
akciger, kolon, bébrek ve beyin kanseri gibi) pek cok kanser tartyle iliskili tutuldugu icin
aydinlatiimasi gereken 6nemli bir arastirma konusu olarak goértlmektedir. TUmor hcreleri
Uzerinde yapilan pekcok deney, yapisal olarak IKK aktivasyonuna bagli olarak NF-kB'nin
devaml olarak aktive halde oldugunu da gosteriimesi ile bu fikri desteklemistir (60, 142).
Ancak tumor hucrelerindeki NF-kB'nin bu yapisal aktivasyonun nedeni hala tamamen
anlasilamamistir. Bununla birlikte yapisal NF-kB yolagini yéneten kaskadlarin da bir timor
cesidinden digerine farklihk go6sterebildigi bilinmektedir. Gunumizde NF-kB ile diger
transkripsiyon faktorleri arasindaki iliski gérece daha iyi sekilde acikimis olsa da farkh cesit
timorlere ait yapisal NF-kB aktivasyon kaskadlarindan bir kismi agiga ¢ikarilabilmistir (2) . Tdm
bu gerekgeler, 6zellikle kanser surecinde bu denli aktif rol aldigi bilinen NF-kB sinyal yolaginin

daha iyi aydinlatiimasina olan gereksinimi agik sekilde gostermektedir.
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Onkoprotem

/ Proliferasyon

Apoptoz NF-xB Farkhlagmanin
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//' e
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NF-»8

Sekil 1.17: Onkogenjenlerce uyarimda ve kanser kemo ve
radyorezistansinda NF-kB’nin rolii (9). NF-kB’nin aktivasyonu
apoptozu bloke eder, hilcre proliferasyonunu uyarir, potansiyel
olarak farkhlagsmay! bloke eder ve hiicreyi metastaza goéturdr.

1.5.4. NF-kB VE KANSER ILISKISI

insanda kanser gelisimiyle birlikte farklilasma gériilen dnemli sinyal yolaklarindan biri de
IKK/NF-kB sinyal yolagidir. Solid timdér veya hematopoetik kanserli olgularda anormal NF-kB
regllasyonu oldugunun goérilmesi, arastirmacilari bu yolak ile kanser sureglerinin geligimi

arasinda iligki kurmaya itmistir (12,174) (Sekil 1.18).
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Skuamoz Hiicre Karsinomu (Bas ve Boyun)
Akut Miyeloid Losemi (AML) Af1z Karsinomu
Endometriyum Karsinomu
Kronik Lenfositik Losemi (CLL) ~ ~ Ovaryum Kanseri

Retinoblastoma

Kronik Myeloid Lésemi (CML) Asitrositoma/Glioblastoma

Sekil 1.18: NF-kB’nin yapisal aktivasyonuyla iligkili olan farkh kanser tiirleri (12).

NF-kB aktivasyonu; proliferasyon, anjiyojenez, metastaz, inflamasyon ve apoptoz
baskilanmasinda goérev alan genlerin transkripsiyonunu etkilemesi nedeniyle, kanserli doku ve
hicre hatlarinin timunde gdértlen 6 belirgin 6zelligin tamamindan sorumlu tutulmaktadir (12)

(Sekil 1.19).
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Enflamasyon
TNF-g, IL1, IL8, MIP-2,
MCP-1, iNOS, COX2,
ICAM-1, E-selectin

Proliferasyon
Siklin D1, Siklin E, CDK-2,
c-MYK, IL1, IL6, TNF

Sagkalim
A1/BFL1, GADDASB,
Bcl-2, Bel-X, , TRAF1/2,
XIAP, clAP-1/2, c-FLIF,
A20, IEX-1L, Survivin,

iim&r ilerlemesi ve
Metastaz
uPA, MMP2/9, VCAM-
1, ICAM-1, ELAM-1,
Kal-1, COX2, INOQS

Sekil 1.19: Kanser olugsum ve gelisiminden sorumlu tutulan NF-kB’nin hedef
genleri (12).

IKK/NF-kB aktivasyonunun genetik anlamda bloke edildigi fare modelleri Uzerinde yapilan
calismalarda, 6zellikle inflamasyon iligkili kanserlerde NF-kB’nin kritik role sahip olduguna isaret

edilmistir (88,114,127).

NF-kB’nin belirlenmis en énemli 6zelligi, kéta huylu ve normal hicrelerin her ikisinde de
apoptoz mekanizmasini inhibe eden uUrinler olugturan hedef genlerin indiksiyonunu saglayarak
hicre sag kalimini duzenlemesidir. Ayrica, antioksidan proteinleri kodlayan genlerin uyariimasi
araciliiyla programlanmig nekrozdan korunmada da o6nemli role sahiptir (12). TUmor
hicrelerinin radyoterapi ve kemoterapi tedavilerine karsi direng gelistirmesinin de siklikla NF-kB

araciligiyla oldugunun anlasilmasindan sonra, NF-kB aktivasyonunun inhibisyonu geleneksel
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antikanser tedavilerin etkinliginin gelistiriimesi icin umut verici bir segenek olarak goérilmeye

baslanmistir (2,12).

Tdm bu gerekcgeler nedeniyle, farkh molekdllerin kullanimiyla NF-kB aktivasyonunun ve
dolayisi ile NF-kB'den etkilenen genlerin ekspresyonu araciligiyla gergeklesen proliferasyonun,
anjiyojenezin, invazyonun inhibe edilmesi ve apoptozun uyarilabilmesiyle ilgili calismalar da

yapilmaya baslanmistir (131, 202) .

1.5.4.1. Onkojenezde NF-kB Ekspresyonu

Onkojenezde NF-kB'nin rol aldigina dair ilk veriler, tavuklarda agresif timoér olusumuna
neden olan c-Rel proteininin asiri onkojenik viral homolodu olan “v-Rel” ile yapilan ¢alismalara
dayanmaktadir (182). Bu calismalarda kanserle daha yakindan iligkili oldugu distntlen
genlerin c-Rel, NF-kB2 (p100/p52) ve Bcl-3 proteinleri tarafindan kodlandigi disiniimustar. Bu
genlerin amplifikasyon veya yeniden dizenlemeyi sadlayan genom bolgesinde lokalize oldugu
bilinmektedir. Ornegin Bcl-3 geninin, B hiicreli kronik lenfositer I6semilerin olusumunda
meydana geldigi, t(14,19) (932;913.1) olarak kromozamal translokasyon yaptigi, B hicreli
neoplazmada ekspresyon duzeyinde artis olusturdugu bilinmektedir. NF-kB2 ile iligkili olan
t(10,14) kromozomal translokasyonun B hucreli hodgkin digi lenfoma ve diger lenfomalarda
etkili oldugu saptanmistir. Kromozomal translokasyondan bagimsiz olarak NF-kB'’yle hiicresel
farkhlagmayi ilisiklendiren bagka bulgular da vardir. NF-kB, farklilasma olusturan viral proteinler
tarafindan da aktive edilebilir. Ornek olarak, T hicreli ldsemi virisi | (HTLV-1)'in Tax proteininin
transkripsiyonel olarak NF-kB'yi arttirdigi belirlenmistir. Buradan Tax'in IKK kompleksi
araciligiyla dogrudan etkilesim yaparak NF-kB'yi aktive ettigi gosterilmistir. Sonu¢ olarak NF-
kB’nin bu aktivasyonunun sig¢an fibroblastlarinda Tax aracil farklilagmanin gergeklestirilebilmesi

icin gerekli olabileceg@i gorulmuastir (9) .
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Onkojenezde NF-kB'nin rol aldigini destekleyen bulgular, dogrudan NF-kB yolaginin
incelendigi pek cok deney sonucunda gosterilmistir. IkB-a’nin modifiye bir formu olan "super
represor lkB-a"nin ekspresyonu veya IKK'nin genetik olarak susturulmasi araciliiyla yapilan
NF-kB inhibisyonunun, Ras tarafindan uyariimis degisimleri de bloke ettigi gozlenmistir. NF-
kB'’yi aktive eden onkojenik bilegik bir protein olan Bcr-Abl ile siregelen timdrjenezin de "super

represor IkB-a" ile bloke edilebildigi belirlenmistir (9) .

Bazi kanser turlerinde NF-kB'nin durumu ve blokasyonunun sonuglarina bakildiginda;
hodgkin lenfomada NF-kB'nin aktive edildigi, inhibisyonunun ise lenfoma hucrelerinin
buylumesini bloke ettigi gortlmustir (11). Bas ve boyun skuamoz hicreli karsinom hicrelerinde
NF-kB fonksiyonunun bloke edilmesinin, ksenograf timoér blylimesini inhibe ettigi anlasiimistir
(57). Sovak ve arkadaslari gogus kanseri hiicre hatlarinda ve bazi timoérlerde 6zellikle NF-
kB'nin klasik formunun (p50-p65) nukleusta lokalize olarak aktive oldugunu belirtse de (207)
Baldwin ve arkadaslari insan gogus kanserlerinde p65 aktivasyonundan ¢ok, c-Rel ile birlikte

Bcl-3 ve nukleer p52'nin asiri ekspresyonunun rol oynadigini savunmustur (9) .

1.5.4.2. NF-kB'nin Onkoproteinler ile Regiilasyonu

NF-kB’nin aktive edilmis hicresel onkoproteinler tarafindan dizenlenmesi hakkindaki
2000 yili 6ncesinde yapilan arastirmalar sadece Ras ve Raf Uzerinde yodunlagsmistir. Bu
calismalarda, Ras araciligiyla uyarilan NF-kB’nin Raf'la iligkili ya da iligkisiz aktivasyonunun
gerceklesebilecegi (9,30), bu aktivasyon kaskadinda p38 kinaz (163) ve PI3K/AKT
(30, 144) gibi diger proteinlerin araciligiyla da IKK tzerinden etkinin olugabilecegini gosteren
aciklamalar yapilmistir. Prostat kanserinde, Ras'in yapisal olarak aktif olan NF-kB araciligiyla

da etkisini gosterdigine dair ¢alismalar vardir (3).
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Sekil 1.20: LPS aracili sinyal iletimi sonucunda etkilenen gen aileleri ve NF-kB sinyal
yolagina etki eden proteinler (90).
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NF-kB'yi aktive eden baska onkojenik bilesikler de vardir. Bunlardan T hicreli 16semi
virusu (HTLV-1) kokenli "Tax" onkoproteininin IKK’ye baglanarak kismen NF-kB'yi aktivite ettigi
ve NF-kB’nin ndkleer translokasyonunu stimile ettigi belirtiimistir (35). Gddus kanserinde
amplifiye edilen ve bu kanserin énemli bir bolimunde aktif olan "Her2/Neu" isimli onkoproteinin,
AKT protein kinazi stimule ettigi ve bu mekanizma ile NF-kB’ye bagli gen ekspresyonlarini
aktive ettigi anlagiimigtir (238). Kronik myelojen6z |6semide yer alan Bcr-Abl bilegsik
onkoproteinin de niklusa translokasyonunu stimile ederek ve transaktivasyon fonksiyonunu
arttirarak NF-kB’yi aktive ettigi bildirilmistir (185). TUmdrijeneze aracilik eden c-myc'in da NF-
kB tarafindan regule edildigi bilinmektedir (3). Blyume faktorleri ile NF-kB aktivasyonunun, c-
myc ekspresyonu araciligiyla uyarilan apoptotik yaniti da baskilayabilecegi gosterilmistir. Ancak
NF-kB tarafindan dizenlenen anti-apoptotik mekanizmalardan hangisinin bu fonksiyona yol
actigi hala belirsizligini korumaktadir. Ayrica, pek ¢ok kanser tiriinde IAP (Apoptoz protein
inhibitorleri) ailesine ait anti-apoptotik proteinlerin regilasyonunun bozulmus oldugu ve bunun
NF-kB araciligiyla iligkili olabileceg@i dusunulmektedir (9). Bunlara ek olarak degisimi uyarilmis
hicrelerde NF-kB’nin, apoptozu inhibe eden, hlicre donglstinde S fazina ilerlemeyi saglayan ve
Rb (Retinoblastoma) hiperfosforilasyonuyla iligkili olan Siklin D1’in transkripsiyonunu artirarak
hicre bluyUmesini tetikleyebilecegi anlasiimistir. Siklin D1’in insan tumdrlerinin bir kisminda
upreguile halde bulundugunun tespit edilmesi bu fikri desteklemistir (3). Bunun disinda hicre
déngusunu kontrol eden proteinlerden CDK2 Kinaz'in da NF-kB tarafindan reguile edildigi
bildiriimistir (174). Ek olarak, onkojenezin farkli asamalarinda gérevlii MMP-9, ICAM, ELAM-1,
VCAM-1, VEGF, MCP-1, COX-2, NOS ve c-myb gibi diger gen ekspresyonlarinin da NF-kB

tarafindan uyarildigini gésteren pek ¢ok calisma yapilmistir (3,174).
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1.5.4.3. Onkojenezde NF-kB'nin Proliferasyon ve Apoptotozdaki Rolii

NF-kB aktivasyonunun hicre 6lim yolagini baskilayabilme 6zelligine sahip oldugunu ve
TNF ile diger ajanlarca uyariimis apoptotik kaskadtan hicreleri korumak icin gerekli oldugunu
gosteren c¢ok sayida calisma vardir (174) (Sekil 1.16). Apoptozun NF-kB aracil
baskilanmasinin kaspaz 8 aktivasyonunu bloke eden (hicresel apoptoz protein inhibitérleri) c-
IAP-1 ve c-IAP-2 ile (TNF Reseptor iligkili Faktérler) TRAF1 ve 2'nin ekspresyonlarinin
aktivasyonu tarafindan gerceklestiginin anlasiimasindan bu yana apoptoz transkripsiyonel bir
olay olarak gorulmektedir. NF-kB'nin bu etkiyi transkripsiyonel olarak Bcl-2 homologlari A1/Bfl-1
ile Bel-xL, IEX-1 ve XIAP gibi diger antiapoptotik genleri aktive ederek yaptigi bilinmektedir

(9,12) (Sekil 1.21).

TNF
o VP g
X
1
Apoptoz
NF-xB

c-lIAP1 & 2
4 S Traf1 &2
Anti: apc:ptotlk {A1 /Bfl-1 }
NF-xB Qenes Bel-xL

Sekil 1.21: TNF ve diger uyaranlarca gergeklesen NF-kB indiiksiyonunun
apoptozu baskilayan genlerin transkripsiyonel aktivasyonunu yénetmesi
(9). Genler tarafindan kodlanan proteinler, apoptozu bloke etmek Uzere
kaspaz kaskadinda farkli diizeyde fonksiyon gdsterirler.
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NF-kB'nin, kesin olarak hlicre blyumesi, apoptozun bloke edilmesi gibi onkojenezin pek
cok yonune etki ederek anti-apoptotik etki gosterdigi distintlse de, onkojenezden koruyucu ve
apoptozu indukleyici (pro-apoptotik) etkili olabilecegini savunan c¢alismalar da mevcuttur
(174). Simdiye kadar yapilan calismalar neticesinde NF-kB'nin pro-apoptotik olarak rol
oynadigi hucrelere 6rnek olarak B hicresi, T hlcresi, ndral hicreler, gégus hucreleri ve epitelyal
hicreler gosterilmistir (9,174). Von Von Hogerlinden ve arkadaslar tarafindan yapilan bir
calismada, deri hilicresinde asiri eksprese edilmis |IkB-a ile NF-kB’nin inhibe edilmesinin
skuam&z hicre karsinomuna yol acti§i ancak ayni zamanda apoptozu da arttirdigi belirtilmistir.
NF-kB ve IKK-a’nin deri farkhlagsmasini kontrol edebileceginin ileri surilmesinden sonra, NF-
kB’nin bazi formlarinin kaybinin onkojenezi gelistirebilecegi distntlmustir (3). Dajee ve
arkadaslari da NF-kB inhibisyonunun invaziv insan epidermal neoplazisini tetikleyecegini
savunmustur (44). Bununla birlikte, gégus kanserinde gorilen NF-kB aktivasyonunda p50, p52
ve Bcl-3’ten olusan bir kompleksin bu etkiden sorumlu olabilecegi belirtiimistir (9). Kasibhatla
ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, T hicre aktivasyon sinyallerine veya kemoterapotik
ajanlara kargi NF-kB ve AP-1'in pro-apoptotik Fas Ligand (FasL) proteinini indukledigi
savunulmustur. Buna bagh olarak, NF-kB araciligiyla upregule olan Fas Ligand (FasL)
proteinlerinin T hlcrelerini uyarabilecegi ve bdylece T hicresi uyarimina ve bir kemoterapdtik
olan etopozit'e karsi apoptozun gelisebilecedi belirtimistir. Ayrica, insan kanserlerinde NF-kB
transkripsiyonel aktivitesinin regtilasyonun bozulmasina bagh olarak, solid timérlerden tiremis
bazi farkhlasmis hicrelerin devamh FasL ekspresyonu goésterdigi savunulmustur (9).
Gunumuzde, timor slpresor proteini olan p53 ile NF-kB’nin antagonistik 6zellikte ve birbirine
bagimli rolleri oldugu farkli arastirma gruplari tarafindan agiklanmistir. Bu proteinler arasindaki
dogrudan antagonizma NF-kB’nin anti-apoptotik ve p53’Gn pro-apoptotik roli {zerine
kurulmustur. Ancak, NF-kB’nin p53 ekspresyonunu dizenleyebildigi ve hicre 8limuinu uyaran

p53’e ihtiyag duydugunu gdsteren calismalar da vardir (227). Bu etkinin mekanizmasi su
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sekilde aciklanmistir: Apoptozun inhibisyonu s6z konusu oldugunda NF-kB’nin transkripsiyonel
koaktivatorler igin, yarigsma halinde oldugu dugunulen p53 fonksiyonunu antagonize edebilecegi
belirtiimistir (227). Ancak buna zit olarak, p53’'in bazi olaylarda NF-kB araciligiyla apoptozu

uyarabilecedi de gosterilmistir (192) .

Sonug olarak, farkli NF-kB komplekslerinin biyime ve farklilasmayi kontrol edebildigi, bu
olaylarda ise NF-kB’nin farkh alt Unitelerinin farkli hiicre tiplerine veya farkli uyaranlara gore
pro-apoptotik veya pro-proileratif olarak farkh roller goOsterebilecegi fikri ortaya atimistir
(3,174). Bunula birlikte farkli aktivasyon kaskadlarinin tipine gore, NF-kB'nin apoptozun
gelisimine yola agan proteinlerin (Fas, c-myc, p53 ve IkB-a gibi) veya apoptozu inhibe eden
proteinlerin (TRAF2, IAP proteinleri, Bcl-2 benzeri proteinler gibi) ekspresyonuna neden
olabilecegi belirtilmistir. Ayrica, NF-kB aktivasyonunun farkli yollarla hlicre déngtisi proteinlerini
(siklin D1 ve CDK2 Kinaz gibi) ve bunlarin apoptozu baslatan/gelistiren diger hicresel

komponentleriyle (p300 ve p53 gibi) olan etkilesimini kontrol edebilecegi bildirilmistir (174) .

1.5.4.4. NF-kB inhibisyonu ile Kanserden Korunma ve Kanser Tedavisi

Onkojenik hale getiriimis Ras ekspresyonunun indiklendidi hiicrelerde veya bazi kanser
hicre hatlarinda NF-kB inhibisyonunun apoptotik yanitta artmayi sagladiginin gosterilmesi ile
NF-kB inhibitorlerinin tek basina kanser tedavisi veya kanser proflaksisi igin etki gdsterebilecek
bilesikler olabilecegi fikri dogmustur (3). ilk hipotez dikkate alindiginda, tek basina NF-kB
inhibisyonunun anti-apoptotik diger faktorlerin devreye girebilmesi nedeniyle, solid timérlerde
genellikle etkin sonuclar veremeyecegi; NF-kB inhibisyonunun sag kalim icin tek yol oldugu
I6semi veya (Hodgkin Lenfoma gibi) lenfomlarda terapdtik olarak yarar saglayabilecegi
savunulmustur. Bu bilgi ile tutarli olarak, NF-kB’nin kemoprofilaktik bilesikler icin énemli bir
hedef olabilecegi belirtiimistir. Bu bilesiklerden aspirin ve diger steroid olmayan anti-

enflamatuvar ilaglar (NSAID) ile tedavinin yol actigi NF-kB inhibisyonunun, 6zellikle kolorektal
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kanser gibi belirli kanserlerin gelisimini ve ilerlemesini bloke ettigi gosterilmistir. ilging sekilde
aspirin ve sulindak’in birlikte kullaniminin IKK kompleksinin aktivasyonunu inhibe edebilecegi
rapor edilmistir. Flavonoidler, curcumin ve resveratrol gibi pek ¢ok diyetle alinan kemoprofilaktik
bilesigin NF-kB aktivasyonunu bloke ettigi de bilinmektedir. Tim bu calismalar, onkojenezin

erken dénemlerinde primer olarak NF-kB’nin rol oynayabilecegine isaret etmektedir (3,9).

NF-kB’nin apoptozu inhibe edebilecegini gbsteren calismalar, NF-kB’nin kemoterapiye ve
radyasyona karsi timor direncine neden olup olmadigini degerlendirmek igin de olanak
saglamistir. HT1080 fibrosarkom hcrelerinin iyonize radyasyona veya kemoterapétik ajan
daunorubisin’e maruz birakildigi bir ¢alismada, bu tedaviler NF-kB p65-p50 heterodimerinin
guclu bir sekilde nukleusa tasinmasini uyarmistir. Asiri miktarda IkB ekspresyonuna bagh NF-
kB inhibisyonu yapilan timér hdcrelerinin daunorubisin ve iyonize edici radyasyona cevabi
carpici sekilde arttirdigi gosterilmistir. Nid farelerde buyidyen HT1080 fibrosarkom kokenli
timorlerin bir topoizomeraz 1 inhibitori olan "CPT-11" ilacina direng gdsterirken, modifiye
edilmis IkB-a ekspresyonuna sahip adenovirUslerle enfekte edilmesini takip eden tedavi
sonucunda tumorun ilaca cevap verdigi gorulmustir. Kolorektal timdr hicre hatti "LoVo" gibi
diger kanser hiicrelerinde kombine tedavi uygulanmasi ile de benzer cevaplar alinmistir. CPT-
11 ve 1kB’nin adenoviral tirevinin kombine tedavisi ile LoVo hicre hattinda kanser hucrelerinin
elimine edilebilecedi de goérlimustir. Burada Uzerinde durulmasi gereken nokta, CPT-171’in
sistemik kullanimi sonucun da apoptozun belirgin sekilde artmasiyla kemoterapétigin etkisini

artirmasidir (9) .

Kemoterapinin turd, NF-kB’nin pro- veya anti-apoptotik olup olmamasina gore belirlenir.
Ornegin, cogu kemoterapétik ilag DNA hasarinin bazi formlarini indiklerken, bunun tersine NF-
kB aktivasyonunun inhibisyonu hicreyi 6lime sirikler. Bununla birlikte ginimuizde DNA

stabilitesine etki etmeyen, ancak mitotik gember kontrol noktasini devreye sokan, (mikrotubul
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baglama 0zelligi olan ajan) Taxol araciigiyla hicre 6liminin uyarilabilmesi icin NF-kB’nin
gerekli olabilecegi ve ya NF-kB inhibisyonunun Taxol tarafindan indiklenmis hicre 6lumunu

arttirabildigi savunulmaktadir (9).

Prostat kanseri - NF-kB iligkisiyle ilgili olarak, prostat kanserinde NF-kB aktivasyonunun
yapisal olarak uyarildidini goésteren pek ¢ok calisma bulunmaktadir (167, 169). Diger kanser
tirlerinde yapilan c¢alismalara paralel olarak prostat kanserinde yapilan hicre kultdrd
calismalari, NF-kB aktivasyonunun anti-apoptotik proteinlerin ekspresyon artisindan sorumiu
olabilecegini, buna bagli olarak da anti-timoér tedavinin etkinligini dugurduaguni ve malign

fenotipin gelisimine yardimci oldugunu gostermistir (169) .

NF-kB'nin prostat kanseri hicrelerinde belirgin sekilde androjen reseptdéri mRNA'si,
protein dlzeyi, transaktivasyon aktivitesi, serum PSA dlzeyleri ile hicre proliferasyonunda
artisa neden oldugunu goésteren ¢alismalar da vardir. Bunlardan Zhang ve arkadaslarinin 2009
yilinda androjen ile prostat dokusundaki NF-kB ekspresyonu arasindaki iliskiyi inceledigi in vitro
calismada, NF-kB inhibitérlerinin androjen reseptorlerinin ekspresyonunu, PSA sekresyonunu

ve prostat kanser proliferasyonunu azalttigi bildirilmistir (236) .

Sonug olarak, NF-kB sinyal yolaginin bloke edilmesinin ¢odu tima&r hicresinin antitimor
ajanlarin aktivasyonuna daha duyarli hale gelmesine ve/veya hicre proliferasyonunun
azalmasina neden olacadi fikri ginimuzde kabul gérmustir (2,142). Dolayisi ile NF-kB
aktivasyonunu baskilama kapasitesine sahip ajanlar gesitli yan etkilerine ragmen kanseri inhibe

etme potansiyeline de sahip olarak distnutlmekte ve bu konuda umut vermektedir (142).
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1.5.5. NF-kB VE MMP iLiSKiSI
MMP’ler, bir DNA baglanma bélgesi olan ve dimerizasyona izin veren korunmus “Rel
Homoloji Domaini’ne sahiptirler. MMP’lerin sekresyon ve aktiviteleri bu domain araciligiyla

dimerik transkripsiyon faktérii NF-kB tarafindan dizenlenir (29) .

GUnUmuze kadar, NF-kB ile MMP’lerin iligkisini gésteren pek ¢ok ¢alisma yapilmigtir. NF-
kB’nin MMP-9 geninin promotériinde baglanma bdlgesine sahip olan ve MMP-9 ekspresyonunu
dizenleyen transkripsiyonu aktifleyici bir faktér oldugu daha 90’ yillarin baginda goésterilmistir
(194) . Son on yilda yapilan ¢alismalarda ise NF-kB’nin bazi kanser tirlerinde 6zellikle jelatinaz
grubu olmak dzere farkli MMP’lerin ekspresyon ve aktivasyonlarindaki artisa aracilik ettigi
gOsterilmistir (65,101, 119). Kim Y ve arkadaslarinin yaptigi bir calismada, meme kanseri
hicre hatti olan MCF-7’de PMA ile protein ve mRNA dlzeyinde uyarilan MMP-9 ekspresyonu
ve aktivitesinin celastrol ile inhibe edildigi gosterilmistir. Bu aktivasyon ile celastroliin NF-kB’nin
nukleusa translokasyonunu, IkB’nin yikimini ve MMP-9 promotor bolgesinde NF-kB'nin DNA
baglanma aktivitesini baskilamasi nedeniyle, MMP-9’un transkripsiyonel aktivitesini inhibe ettigi
disunulmastir (119). Aterosklerotik plaklarla ilgili olarak fibroblast ve diz kas hucreleri
Uzerinde yapilan bir diger ¢alismada NF-kB’nin inhibe edilmesinin bu hiicrelerde MMP-1, MMP-
3 ve MMP-9 Uretiminde artmayi engelledigini gostermistir (18,19). Bu ¢alismanin devami
olarak ayni grup tarafindan makrofajlar Uzerinde yapilan bir calismada ise, in vitro veya in vivo
olarak stimule edilen makrofajlarin MMP-1 ve MMP-3 sekresyonlarinin NF-kB aktivasyonundan
kaynaklanabilece@i 6ne sUrdlmustir (29). LPS uyarimina bagli olarak MMP-9 ekspresyonunda
olusan artigi, AKT/IKK-B aracili NF-kB yolagiyla iliskilendiren calismalar da bulunmaktadir
(52,141). Bunlardan birinde ise AKT aracili NF-kB yolaginin genistein ile inhibe edilmesi
sonucunda goégus kanseri gelisiminin durdurulabilecedi 6ngoérulmustar (85) (Sekil 1.22).
Makrofaj hiicre hatti RAW264.7 hiicreleri Gzerinde yapilmis bir bagska ¢alismada, MMP-9 LPS
ile indiklenmis, saucerneol G adli maddenin bu suregteki etkisi, NF-kB ve MAPK yolaklar
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Uzerinden incelenmistir. Sonug¢ olarak, genisteinin NF-kB DNA baglanma aktivitesini, reporter
gen aktivitesini, NF-kB’nin p65 alt Unitesinin translokasyonunu baskiladigi ve LPS uyarimi ile

gerceklesen MAPK yolagi aktivasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (140) .

LPS
Akt
3
\ IKKs !

P110
PI3K P10 ..

Fosfolipitier B, AP

R g "«'\l!:
- s
\ P50 P65
/ Proteozom
PS50 P65

NF-<B
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Sekil 1.22: LPS uyarimina bagh PI3K ve AKT yolagi aktivasyonunun aracilik
ettigi NF-kB aktivasyonu ve MMP-9 ekspresyonu (141).
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1.5.5.1. Prostat Kanserinde NF-kB Aracili MMP’lerin Etkileri

Diger kanser tirlerinde oldugu gibi prostat kanserinde de MMP'lerin etkilerini NFkB

araciligiyla yaptigi konusu giinimuzde hala arastiriima agsamasindadir.

NF-kB sinyalizasyonunun bloke edildigi PC-3M hcrelerinde yapilan in vivo ve in vitro
calismalarda, MMP-9'un mRNA dizeyinin ve kollajenaz aktivitesinin dustigad, bu nedenle PC-
3M hdcrelerinde NF-kB aracii MMP-9 ekspresyonunun olusturdugu invazyon, anjiyojenez ve
metastaz etkilerinin de inhibe edildigi belirtiimistir (101). LPS’in prostat hiicreleri Uzerindeki
etkisi hakkinda fikir vermesi anlaminda Kim HJ ve arkadaslarinin normal insan prostat epitelyal
hicre hattt RWPE-1’ler Uzerinde antimikrobiyal bir peptit olan "insan B-defensin” (Human Beta
Defensin- HBD) ile ilgili yaptiklari ¢alismalar oldukga dnemlidir. LPS (10ug/ml ve 1sa) ile
uyarilmis hicrelerden elde edilen proteinlerde fosfo-IkB-a’'nin ekspresyon dizeyinde artis

meydana geldigi, IkB-a’nin ekspresyon dizeyinin ise azaldigi gosterilmistir (117) .

Elde edilen butin bulgular NF-kB’nin prostat kanserinin de dahil oldugu pek ¢ok kanser
tirdndn invazyon, proliferasyon, anjiyojenez ve metastaz sureci ile yakindan iligkili oldugunu
goOstermektedir. Bu gerekgelerle, prostat kanserinin de dahil oldugu c¢cogu kanser turdndn

proflaksisi ve/veya tedavisinde NF-kB potansiyel bir klinik hedef haline gelmistir.
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BOLUM li

2. GEREG VE YONTEM

2.1. HUCRE KULTURU
2.1.1. HUCRE KULTURU PROTOKOLU

Deneylerde androjenden bagimsiz insan prostat kanseri kemik metastazi hicre hatti PC-
3’ ler kullaniimis ve hiicre hatti Oslo Universitesi, Biyoloji Enstitlisi'nden (Blindern, 0316 Oslo,

Norvec) Prof. Dr. Fahri Saatgioglu araciligiyla temin edilmistir.

2.1.1.1. Huicrelerin Dondurulmasi ve Coéziindiriilmesi

Hucre kalturd galismalarinda hdcre hatlarinin korunabilmesi, pasaj sayisinin ilerlemesine
badli fenotipik ve genotipik degisimlerin 6nlenmesi; ayrica bu calismalar sirasinda glvenli
olarak geriye donebilme opsiyonunun saglanabilmesi amaciyla hicre hatlarinin kisa veya uzun
sureli stoklanmasi gerekmektedir. Hiicrelerin saklanabilmesi igin en uygun yontem -86°C veya
-130°C’nin altinda dondurma islemidir. Dondurma islemi sirasinda hicrenin organellerinin
korunmasi i¢in dimetilstlfoksit (DMSO) ya da gliserol gibi kriyoprotektan ajanlar kullaniimaktadir
(Tablo 2.1). Bu amagla kullanilan ajanlar suda eriyebilen maddelerdir; donma sirecinde olusan
buz kristali miktarini ve elektrolit konsantrasyonundaki artisi kontrol ederek optimal degerlerin

Uzerine gikmasini engellemektedirler.

Dondurma islemi igin ilk olarak htcreleri ylizeyden kaldirabilmek amaciyla; 10cm’lik kultar
kaplari (Tablo 2.1) icin 10ml PBS (Phosphate Buffered Saline - Fosfat Tamponlu Salin) (Tablo
2.3) yikamasinin ardindan 1ml %0,25 Tripsin-EDTA (Trypsin-Ethylenediaminetetraacetic acid -
Tripsin-Etilendiamintetraasetik asit) (Gibco, 25200-056, ABD) uygulanir ve hiicreler 37°C’de 1-2
dakika sureyle inkUibatdre birakilmigtir. Hiucreler inkibatérden ¢ikarildiktan sonra Uzerlerine 3-
4ml hazirlanan ortamdan ilave edilmis ve sonrasinda pipetaj islemi ile homojen hale getirilmistir.

3500rpm’de 5dakika boyunca santrifilj edildikten sonra elde edilen hiicre pelleti, tzerine %95



ortam, %5 oraninda DMSO igeren solusyonun ilavesinin ardindan kriyo tlplere aktarilarak

-86°C’deki derin dondurucuya kaldiriimigtir.

Donmus olarak saklanan hicreler daha sonra c¢ozindirilerek yeni kaltlrler
hazirlanabilmektedir. Bu igslem esnasinda ekstraselliler ortam intraselliler ortamdan &nce
¢ozulmekte ve ani olarak serbest sivi salinmakta ve sonugta hipotonik hicreler siserek
patlamaktadir. Bu olumsuzluklarin énine gegebilmek icin ¢ézdirme islemi olabildigince hizli

yapiimalidir.

Cozdurllecek olan htcreler -86°C derin dondurucudan gikarilir gikariimaz 37°C’lik su
banyosunda ¢ozlilene kadar (yaklasik 1-2 dakika) bekletilmistir. Ardindan hicre kultir kabindaki

37°C’ye 1sitilmis 9 ml ortam Uzerine dikkatlice pipetaj yapildiktan sonra ilave edilmistir.

Tablo 2.1: Hucre kulturii uygulamalarinda kullanilan geregler.

Kullanilan Gereg Firma - Ulke
Steril Hiicre Kiiltir Kabi (10 cm capinda) Orange - italya
Steril Hiicre Kultar Kabi (60 x 15 mm) Orange - Italya
2, 5, 10, 25 ml hacimli otomatik pipetler Orange - Italya
Thoma lami Marienfeld - Almanya
invert mikroskop Leica - Almanya
%99,9 Dimetilsilfoksit (DMSO)(0231) Amresco - ABD
%0.25 Tripsin-EDTA (03-052-1B) Biological Industries - israil
0,2 ym porlu siringa filtresi (16534K) Minisart - Almanya
22G, 5ml'lik siringa Maviset - Tlrkiye
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2.1.1.2. Hucrelerin Yetistiriimesi ve Pasajlanmasi

Farkli hiicre hatlari ihtiyaglarina uygun sekilde farkli ortamlarda yetistiriimektedirler. PC-3
hicre hatlari, %10 FBS ve % 1 L-glutamin iceren RPMI 1640 ortaminda buyutulebilmektedir
(Tablo 2.2).

Tablo 2.2: PC-3 hiicrelerinin yetistirilecegi kiltir ortaminin hazirlanmasinda
kullanilan kimyasal maddeler ve oranlari.

Madde Miktar Firma - Ulke
L-glutamin (L-glu) (25030-024) 5ml Gibco - ABD
Foétal Dana Serum (FBS) (041271A) 50 ml Biological Industries - israil
RPMI-1640 Hlcre Ortami (21875-034) 500 ml Gibco - ABD

Kulturlerde ¢ogalan hucreler, iginde bulunduklari besi ortamindaki besleyici ajanlari buyuk
Olcide tlkettikten ya da Ureme ylzeyinin tamamini kullandiktan sonra ¢ogalma hizlarini
dusirmekte ve zamanla tamamen durdurmaktadirlar. Bu donemde kalturin bdlinmesi

yapilmasi gereken en dogru islemdir ve bu igleme "pasajlama” adi veriimektedir.

Hucreler deneye alinacagli zaman Thoma laminda sayim iglemi uygulanip istenilen hicre
miktari hesaplandiktan sonra pasajlama islemi gerceklestirilir. Deneye alinmayacak hticreler ise
rutin olarak 48 saatte bir beslenir ve bulunduklari hicre kiltir kabinin zeminini tamamen
kapladiklari zaman seyreltmek Uzere 1/10 oraninda pasajlama yapilarak rutin beslemeleri
devam ettirilir. Ylizeye bagimli hicreler ile yapilan kultir ¢alismalarinda dncelikle hicrelerin
kultar kabi yazeyinden ve birbirlerinden ayrilmalari gerekir. Bu islem mekanik, enzimatik ya da
kimyasal yontemlerle mimkin olmaktadir. Hiicrelerin ylizeyden ayrilmasindan sonra ise en kisa
surede kullanilan enzim ve kimyasallar ortamdan uzaklagtirilmali veya yeni besi ortami ile

seyreltme yapiimahdir.
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Gergeklestirilen pasajlama islemi igin tek kullanimlik steril cam pastor pipetleri kullanilarak
hicrelerin  Gzerlerindeki ortam vakum yardimiyla uzaklagtirimistir. 10cm’lik steril kaplara
yapismis olan hicrelerin ylzeyi uygulanacak tripsin-EDTA'nin etkisini arttirmak icin 10ml steril
PBS ile bir kez yikanmistir. PBS’in ortamdan uzaklastiriimasinin ardindan 1ml tripsin-EDTA
solusyonu kultur kabinin ortasina damla damla ilave edildikten sonra, 2-3 dakika slresince
nazikce sallama islemi yapilarak tripsin-EDTA'nin kultir kabinin her bélgesine yayilmasi
saglanmigtir. Ardindan tripsin-EDTA'sI vakum ile uzaklastirilan kultir kabi, 37°C ve %5 CO;’li
inkibatoérde hicreler ylizeyden kalkana kadar yaklasik 1-2 dakika kadar beklemeye alinmistir.
Daha sonra 10ml yeni ortam hicrelerin Uzerine ilave edilmis ve pipet yardimiyla hicreler
homojenize edilmigtir. (1/10 seyreltme oraninda olacak sekilde) bu homojenatin 1ml'si yeni
kiltar kabindaki 9ml yeni ortamin Uzerine yavascga ilave edilmistir. Hucrelerin kiltir kabina
homojen sekilde dagilmalari igin naizkge sallama islemi uygulandiktan sonra, kaplar hicrelerin
bUylmesi icin inkUbatore yerlestirilmigtir.

Tablo 2.3: Fosfat tamponu (phosphate buffered saline-PBS) hazirlanmasinda
kullanilan kimyasal maddeler.

Madde Miktar Firma - Ulke
KCI (28273980) 0.1869g Merck - Almanya
KH,PO, (P9791) 0.218g Sigma - ABD
Na,HPO,.2H,0 (K22287176) 239 Merck - Almanya

NOT: Maddeler tartilip distile su igerisinde ¢éztndurildu ve ¢ozelti pH'1I 7.4’e ayarlandi.

2.1.1.3. Hiicre Sayimi

Hlcre sayimi hicre sispansiyonunun yogunlugunun belirlenmesi igin yapilan bir islemdir.
Hucreler pasajlanirken, yeni kulture istenen miktarda hicre alabilmek amaciyla Thoma laminda
sayim iglemi uygulanmistir. Sayim iglemleri i¢in her uygulama éncesinde homojen hale getirilen

hicre suspansiyonundan 100 ul alinip Thoma lami (Tablo2.1) ile Uzerine yerlestiriimis olan
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lamelin arasindaki oluga pipet ile kenardan sizdirilarak slispansiyonun yayilmasi saglanir ve

mililitredeki hicre sayisini belirlemek icin ise asagidaki formdl kullaniimigtir:

Hucre Saysi . . 4
— T - Sayilan hiicre miktari x 10

2.1.1.4. Starvasyon islemi
Hucrelerin uyaranlara daha iyi yanit vermesini saglamak amaciyla, LPS indiksiyonlari ve
doksisiklin tedavi uygulamalari dncesinde starvasyon islemi yapilmistir. Bu islem iki asamali

olarak gercgeklestirilmigtir.

2.1.1.4.1. %2’lik Starvasyona Alma

6 kuyucuklu plate’lerdeki hlcrelerin RPMI ortamlari vakum yardimiyla uzaklagtirildiktan
sonra her kuyucuga 1’er ml PBS ile yikama yapilmistir. Serumsuz RPMI hicre kultart ortami
(Gibco, 21875-034, ABD) igerisine %2 oraninda CT-FBS (Charcoal Treated Fetal Bovine
Serum, Aktif kdmdurle islem gérmus fotal dana serumu) (Gibco, 12676-011, ABD) ilave edilmig

ve bu karisimdan her kuyucuga 2 ml ilave edildikten sonra 2 giin inklibasyona birakiimistir .

2.1.1.4.2. %0,5’lik Starvasyona Alma

6 kuyucuklu plate’lerdeki hucrelerin Gzerinden %Z2’lik CT-FBS karisimlari vakum
yardimiyla uzaklastirildiktan sonra her kuyucuda %0,5 CT-FBS’li serumsuz RPMI ortami
karisimindan 1’er ml ilave edildikten sonra, hicreler yaklasik olarak 3-4 saat kadar bu ortamla

inkibasyona birakilmistir.

2.1.1.5. LPS ile indiiksiyon
Liyofilize toz halinde ve 1 mg olarak gelen LPS (Lipopolysaccharides from Escherichia coli
026:B6, Sigma, L2654, Almanya), 1ml sterilize edilmis distile su icerisinde ¢ozindurulerek

1mg/ml konsantrasyonda ana stok ¢ozeltisi haline getirilmis ve -20°C’de muhafaza edilmistir.
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Her kullanim &ncesi bu stok c¢oézeltisinden uygun dilisyonlar yapilarak istenilen

konsantrasyonda g¢ozeltiler hazirlanmigtir.

Hucreler, kontrol gurubuna karsi uygun konsantrasyonda LPS ile 24 saat boyunca inkibe

edilerek, hlcre proliferasyonu ile protein ekspresyon ve aktivasyonlari uyariimistir.

2.1.1.6. Doksisiklin Uygulamasi

Uygun saklama kosullarina gore sakladigimiz sari renkli toz haldeki doksisiklin hiklat
(Kaifeng Pharma, Cin, K9-079), her kullanim 0Oncesinde sterilizasyon filtresinden gegirilerek
sterilize edilmis distile su ile 10ug/ml konsantrasyonda doksisiklin ¢ozeltisi olacak sekilde stok
¢cOzeltisi haline getirilmistir. Hicre kaltiriine uygulanacak bu ¢ozeltinin sterilizasyonu, hicre
kultart kabini icerisinde 0.2um capl deliklere sahip enjeksiyon filtrelerinden gegirilmek suretiyle
saglanmis ve ¢ozelti kullanima hazir hale getirilmistir. Yeni hazirlanmis bu stok ¢dzeltisinden

uygun dilisyonlar yapilarak istenilen konsantrasyonda ¢ozeltiler hazirlanmigtir.

Hucre proliferasyonu ile farkh proteinlerin ekspresyon ve aktivasyonlari Uzerinde
inhibisyon olusturmak (zere, hucreler 24 saat sire ile kontrol gurubuna kiyasla uygun

konsantrasyonda doksisiklin uygulamasina tabi tutulmustur.

2.2. HUCRELERIN GRUPLANDIRILMASI VE DENEYE ALINMASI

Prostat kanseri hiicre hatti PC-3 hicrelerinde NF-kB sinyalizasyonunun roli ile MMP
enzimleri Uzerindeki etkilerini ve hedef proteinler Gzerinde doksisiklinin inhibitdér potansiyelini
arastirmak lUzere planlanan ¢alismada protokol geregi 4 farkli deney serisi olusturulmus ve her

deney serisinde farkl incelemeler gergeklestiriimistir.

Protokol geregince tim deneylerde, PC-3 hicreleri rutin olarak %10 fétal dana serumu, ve

%1 L-glutamin (200 mM) iceren RPMI 1640 ortami ile beslenmistir.
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2.2.1. BIRINCI SERi DENEYLER (TRIPAN MAViSi iLE BOYAMA VE ZIMOGRAFi YONTEMI
ILE KONSANTRASYON BELIRLENMESI)

Birinci seri deneylerde hucreler plasebo, LPS, doksisiklin, LPS+doksisiklin olmak Uzere 4
gruba ayrilmistir. Her gruba ait hlicre sispansiyonundan alinan hcreler ilgili ajanlarla 24 saat
sure ile inkUbe edilmis ve 24 saat sonunda etkili olan en uygun konsantrasyonu belirlemek

Uzere hucreler tripan mavisi ile boyanarak sayilmistir.

2.2.1.1. LPS Konsantrasyonunun Belirlenmesi

ilk olarak, hiicreler n sayisi ile orantili olarak 12 kuyucuklu plate’lere ekilmis ve (2.1.1.4
boliminde bahsedildigi Uzere) gerekli starvasyon iglemleri yapiimistir. Prostat hiicresi ve farkli
hicreler Uzerinde denenmis LPS uygulamalarinin oldugu literatirlerin konsantrasyonlari ve
uygulama sdreleri g6z o6ninde tutularak (108,113,117,184) LPS indiksiyonu igin bir
konsantrasyon araldi saptanmistir. Bu aralikta ilgili konsantrasyon gradyani su sekilde
belirlenmistir: "Kontrol, 0.1ug/ml, 0.5ug/ml, 5ug/ml". Farkl plate’lerden gelen PC-3 hiicrelerine
plasebo grubuna karsi belirlenen LPS konsantrasyonlari uygulanarak indiksiyon
gerceklestirilmis ve hiicreler 24 saat siire ile 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
suresi sonunda hicreler 1 ml Tripsin-EDTA ile muamele edilerek hicrelerin platelerden
ayrilmasi saglanmis ve 10 ml kdltir ortami ile pipetaj sonrasi homojen dagihimh bir hicre
suspansiyonu elde edilmistir. Bu sispansiyondan 10ul alinarak, 6nceden hazirlanan 90ul Tripan
mavisi iceren ependorf tlp igerisine eklenmistir. Boylece 1:9 oraninda karisim elde edilmistir. Bu
karisim, pipetaj yapildiktan sonra boyanin 6l0 hlcrelere nifuzu icin 5 dakika sure ile

bekletilmistir. Bu slre sonunda 100 pl'lik karisim Thoma Lamrna alinarak, renksiz olan
hicrelerin sayimi yapilmis ve ¢ikan sonug dilisyon faktoru (105) ile garpilarak yaklasik canh

hicre sayisi belirlenmistir (n=6).

Tripan mavisi boyama yontemi ile hicre proliferasyonu arttirdigr belirlenen LPS
konsantrasyonunun deney i¢in en uygun konsantrasyon oldugunu dogrulamak amaciyla
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jelatinaz grubu MMP'lerin ekspresyon ve aktivitelerini uyaran en etkili konsantrasyon
belirlenmeye calisiimigtir. Bu amagla LPS ile islem gérmids hicrelerden elde edilen protein

ornekleri ile jelatin zimografi yapilmistir.

Proliferasyon ile birlikte MMP-9 ekspresyon ve aktivitesinin belirgin olarak arttigi LPS

konsantrasyonu olan 0,5 ug/ml'nin 24 saat icin en uygun konsantrasyon oldugu anlasiimistir.

2.2.1.2. Doksisiklin Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Hucrelerin n sayisi ile orantili olarak 12 well plate’lere ekimi ve gerekli starvasyon islemleri
(daha 6nce 2.1.1.4 béliuminde bahsedildigi gibi) yapiimistir. Prostat ve farkl hiicreler tzerinde
denenmis doksisiklin uygulamalarinin oldugu literatiirlerin konsantrasyonlari ve uygulama
sureleri goz 6nunde tutularak (139, 10, 72) bir doksisiklin konsantrasyon gradyani belirlenmigtir:
"Kontrol, 0.5ug/ml, 5ug/ml, 10ug/ml". Plasebo grubuna karsi belirlenen bu konsantrasyonlarin
etkileri, "LPS Konsantrasyonunun Belirlenmesi" bélimiinde (Bolim 2.2.1.1.) anlatildigi gibi
tripan mavisi sayim yontemiyle hicre sayilari incelenerek belirlenmistir (n=8). Doksisiklinin tek
basina hlcre sayisinda istatistiksel olarak anlaml derecede dismeye neden olan
konsantrasyonu 10ug/ml olarak belirlenmistir. Ancak doksisiklinin deney igin uygun olan
konsantrasyonunun bulunabilmesi icin, hucrelerde etkin oldugu belirlenen LPS induksiyona
karsi doksisiklinin farkl konsantrasyonlari uygulanmigtir. Daha sonra, "LPS
Konsantrasyonunun Belirlenmesi" boluminde anlatildigi gibi tripan mavisi boyama yontemi
kullanilarak ilacin etkileri hiicre sayilarina bakilarak belirlenmistir (n=4). Hlcre sayisinda
kontrole gore istatistiksel olarak anlaml derecede normalizasyon saglayan ilk konsantrasyon

(5ug/ml) uygun konsantrasyon olarak kabul edilmistir.

Bir MMP inhibitori olan doksisiklinin tripan mavisi boyama yontemi ile hucre
proliferasyonunu azalttigi belirlenen konsantrasyonun en uygun konsantrasyon oldugu

sonucunu dogrulamak amaciyla, jelatinaz grubu MMP'lerin ekspresyon ve aktiviteleri
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degerlendirilmistir. Bu amagla tek basina farkli konsantrasyonda doksisiklin uygulanmis ve
LPS'e kargl farkh konsantrasyonda doksisiklin uygulanmis hicrelerden elde edilen protein
ornekleri ile jelatin zimografi yontemi uygulanmistir. Sonug¢ olarak, tek basina jelatinaz grubu
MMP ekspresyon ve aktivasyonu Uzerinde belirgin inhibisyon olusturan doksisiklin
konsantrasyonu 10ug/ml olarak belirlenmistir. Ancak LPS'e karsi uygulanan farkl doksisiklin
konsantrasyonlarindan jelatinaz grubu MMP ekspresyon ve aktivasyonunu belirgin sekilde
normalize etmeye baslayan ilk konsantrasyon (5ug/ml) ise uygun konsantrasyon olarak kabul

edilmigtir.

Tum bunlarin sonucunda, proliferasyon ile birlikte jelatinazlarin ekspresyon ve aktivitesini
24 saatte belirgin olarak azaltan 5 pug/ml konsantrasyonunun doksisiklin tedavisi igin uygun

konsantrasyon oldugu disundlmuistar.

2.2.2. IKINCi SERi DENEYLER (JELATIN ZIMOGRAFI)

Hucreler plasebo, LPS, doksisiklin, LPS+doksisiklin olmak Uzere 4 gruba ayriimistir.
Tripan mavisi ile boyama ve hlcre sayimi sonucunda hicrelerin proliferasyonuna goére
belirlenen 0,5ug/ml konsantrasyonda LPS ve 5ug/ml konsantrasyonda doksisiklin, ilgili hicre
gruplarina uygun sekilde uygulanmis ve 24 saat slreyle inkibasyon yapilmistir. Daha sonra
sirasiyla hucre pelletleri ve proteinler elde edilmis ve ardindan protein Orneklerinde jelatin

zimografi yontemi ile jelatinaz ekspresyon ve aktiviteleri incelenmisgtir.

2.2.2.1. Hiicrelerin izolasyonu

indiksiyon ve ilag uygulama sirelerinin sonlandiriimasini takiben hiicreler, PBS ile
yikanip Tripsin-EDTA ile kaldiriimis ve 15 ml’lik santriftj tiplerine alinmigtir. Hacreler 4000
rom'de 8 dakika sure ile santrifij edildikten sonra pelletler ¢ekilmeksizin Ust kisimdaki

sUpernatantlar vakumla uzaklastinimigtir. Tuplerin dibinde kalan pelletler, (izole edilmig
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hiicreler), daha sonraki deneylerde kullaniimak Uzere - 86°C’ deki derin dondurucuda

saklanmistir.

2.2.2.2. Protein izolasyonu

Elde edilen pelletler, igerisine 1 tablet proteaz inhibitor kokteyli (Tablo 2.4) ve 0.5M
konsantrasyonda PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride - Fenilmetilsulfonil flortr) (Tablo 2.4)
ilave edilen 10 ml protein ekstraksiyon tamponu (Tablo 2.4) ile lizis islemine ugratiimis ve
mikrosantrifij tlplerine aktariimistir. Karigimlar her 15 dakikada bir pipetleme yapilarak bir saat
buzda bekletiimis ve +4°C’de 30 dakika 13.000 rpm’de santriflij edilmistir. Pelletlerinden
arindirilmis karisimin sipernatant kismi ayri tiplere alinmis ve protein konsantrasyonlari tayin
edilmigtir.

Tablo 2.4: Protein ekstraksiyon tamponu hazirlanmasinda kullanilan kimyasal
maddeler.

Madde Miktar Firma - Ulke
HEPES (pH=7.4) (H4034-25G) 20mM Sigma - ABD
NaCl (S3014) 300mM Sigma - ABD
EDTA (E5134-250G) 0.2mM Sigma - ABD
TritonX-100 (T8787) %0.1 Sigma - ABD
PMSF Kokteyl (93482) 0.5mM Fluka - isvicre
I(Dorzéeé%zlgnghcl)gl;c))r koktey! tableti 10ml igin 1 tablet Roche - Almanya

NOT: PMSF ve proteaz inhibitdér kokteyl tableti, tampon hazirlandiktan sonra, kullanim
oncesinde ilave edilmektedir.

2.2.2.3. Protein Konsantrasyonu Olgiimii
Elde edilen protein érneklerinin konsantrasyon olgliimleri protein konsantrasyonu tayin kiti
(Quant-IT Protein Assay Kiti; Invitrogen, Q33211, ABD) protokoliine uygun olarak; flourometrik

Qubit cihazi (Tablo 2.5) ile yapilmistir.
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Olgim dncesinde kit igerigindeki bitiin ajanlar oda isisina getirilmistir. Kit protokoliine ve
Olcim yapilacak dérnek sayisina uygun sekilde hesaplama yapilmistir. Bunun i¢in hazirlanan
tampon karigimindan flourometrik Qubit cihazina ait tiplerin her birine 199 pl eklenmisg,
Uzerlerine protein orneklerinden 1’er pl eklenerek 15 dakika beklenmistir. Daha sonra

flourometrik Qubit cihazinda dlgiim yapilmig, konsantrasyon sonuglari "ug/ul" olarak alinmistir.

2.2.2.4. Jelatin Zimografi incelemeleri
PC-3 hucrelerinden protein ekstraksiyon tamponu ile elde edilen sipernatantlarda
jelatinaz grubu enzimlerin (MMP-2 ve MMP-9) ekspresyon ve aktiviteleri jelatin zimografi

yontemi ile belirlenmistir.

Oncelikle jelatin zimografi icin uygun jeller hazirlanmistir. Bunun igin jel hazirlama
diizenegi (Tablo 2.5) kullaniimistir. ilk olarak % 10’luk ayirici jel hazirlanmis (Tablo 2.6) ve
yaklasik 45 dakika jelin polimerlesmesi icin beklenmistir. Ardindan %10’luk paketleyici jel
hazirlanmis (Tablo 2.6) ve ayirici jel Uzerine dokulerek yaklasik 30 dakika paketleyici jelin

polimerlesmesi igin beklenmisgtir.

Hazirlanan jeller vertikal elektroforez sistemine (Tablo 2.5) vyerlestirilerek igerisine
yuritme tamponu (Tablo 2.7) eklenmigtir. Her kuyucukta 25 ug protein olacak sekilde
homojenat ve 6rnek 5X yukleme tamponu (Tablo 2.7) ile 20X indukleyici ajani (Tablo 2.7)
karistirilarak kuyucuklara ylUklenmistir. Molekll agirhgi markiri olarak "PageRuler plus
prestained protein ladder" (Tablo 2.7) kullaniimistir. Elektroforez sistemi kapatilarak 60V sabit
voltajda oda sicakliginda yaklasik 3 saat elektroforez islemi uygulanmistir. Elektroforezden
sonra jeller ikiser defa 30 dakika sureyle % 2,5 Triton X-100 renatirasyon tamponu (Tablo 2.7)
ile yikanmistir. Daha sonra jeller, 37°C’de bir gece boyunca aktivasyon tamponunda (jel
inkibasyon tamponu) (Tablo 2.7) inkibe edilmistir. Ertesi gin inkibasyondan alinan jeller,

boyama ¢ozeltisi (Tablo 2.7) ile 2 saat boyunca boyanmistir. Fazla boyadan arindirma amaciyla
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yikama c¢ozeltisi (Tablo 2.7) ile yikama yapilmistir. Yikanan jeller, Fusion FX7 (Tablo 2.5)
yazihminin floresans goruntuleme sistemi ile dijital olarak gorintulenmis ve elde edien
goruntiler kaydedilmistir. Alinan gorinti dosyalari Imaged (Imaged 1.46r, National Institutes of
Health, ABD) yazilimi ile analiz edilmistir. Her bir bantin molekul adirhdi, molekil agirhgi
markiri ile dogrulandiktan sonra her érnek icin MMP'lere ait bant alanlari ve optik dansiteleri
(OD) belirlenmistir. Substrat jelin lizis miktari {alan (mm? x optik dansite (OD / mm?)}

formilinden hesaplanarak pg total protein basina elde edilen lizis birimi {(alan x dansite)/ ug

total protein} (rélatif proteinaz aktivitesi) olarak kantite edilmistir.

Tablo 2.5: Jelatin zimografi yontemi i¢in kullanilan aygitlar.

Kullanilan Aygit

Firma - Ulke

Gorilintiileme Cihazi

Fusion FX7, Vilber Lourmat - Fransa

Elektroforez Jel Hazirlama Diizenegi

ve Elektroforez Sistemi

Mini-PROTEAN Tetra Cell, BioRad 165-8001,

ingiltere

Elektroforez Gii¢ Kaynagi

Labnet Power Station 200 - ABD

Quant-IT  (Qubit) Konsantrasyon | invitrogen, Q32857 - ABD

Olgiim Cihaz

Sogutmali Santrifiij Hettich Zentrifugen Universal 320R - ingiltere
Santrifij VWR Galaxy 14D - ABD

Su Banyosu Memmert Oilbath Model One 10 - Almanya

Manyetik Karnigtirici

Nuve MK418 - Turkiye

Tartim Cihaz Precisa XB220A - isvicre
pH metre WTW inoLab Ph Level1 - Almanya
Vortex Labnet VX100 - ABD

Buz makinasi

Hoshizaki Ice Maker FM-80EE - ingiltere

Calkalayici (Shaker)

Heidolph Duomax 1030 - Almanya
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Tablo 2.6: Jelatin zimografide poliakrilamid jellerin hazirlanmasi igin gerekli ¢ozelti,
kimyasal maddeler (10 ml igin).

Miktar
Madde % 10’luk Ayirici % 10’luk Firma - Ulke
Jel Paketleyici Jel

% 30 Akrilamid karigimi (A8887) 2,5ml 1,3 ml Sigma - ABD
dH,O 3,85 ml 6,1 ml
20 mg/ml Jelatin (G9382) 1ml - Sigma - ABD
1,5 M Tris-HCI (pH 8.8) 2,5 ml - BioShop - Kanada
(TRS002.500)
1,0 M Tris-HCI (pH 6.8) - 2,5ml BioShop - Kanada
(TRS002.500)
% 20 SDS (L4390) 50 ul 50 ul Sigma - Japonya
% 10 APS (A3678) 100 ul 50 ul Sigma - ingiltere
TEMED (T7024) 4l 10 pl Sigma - Cin
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Tablo 2.7: Jelatin zimografi yontemi icin kullanilan tamponlar, ¢oézeltiler, kimyasal

maddeler.
Madde Miktar Firma - Ulke
Tris-baz (T6066) 30,2 g. Sigma - ABD
10X Yiiriitme Tamponu Glisin (50046) 188 g. Sigma - Belgika
SDS (L4390) % 0,1 Sigma - Japonya
dH,O Km. 1L
Renatiirasyon Triton X-100 (TRX777.100) % 2,5 BioShop - Kanada
Tamponu
Tris-baz pH: 7,6 (T6066) 1M, 25 ml Sigma - ABD
Aktivasyon CacCl,.2H,0 (CCL444.250) 13mM Bioshop - Kanada
(inkiibasyon) Tamponu | NaCl (S3014) 50 mM Sigma - ABD
dH,O Km. 500 ml
Coomassie Blue R-250 (CBB250.10) % 0,5 Bioshop - Kanada
Boyama Cézeltisi Metanol (1.06008.2500) % 40 Merck - Almanya
Asetik Asit (1.00056.2500) % 10 Merck - Almanya
dH,0O Km. 1L
Metanol (1.06008.2500) % 40 Merck - Almanya
Yikama Gozeltisi Asetik Asit (1.00056.2500) % 10 Merck - Almanya
dH,0O Km. 1L
Molekuil Agirhgr Markiri PageRuler Plus Prestained Protein 7ul/ jel Thermo - ABD
Ladder (SM1811)
Yiikleme Soliisyonu 5X Protein Yukleme Tamponu 0,75 pl/érnek | Fermentas - ABD
(RO891) 20X indiikleyici Ajan 5,25 pl/érnek | Fermentas - ABD

2.2.3. UGUNCU SERi DENEYLER (WESTERN BLOT)

Hicreler plasebo, LPS, doksisiklin, LPS+doksisiklin olmak Uzere 4 gruba ayriimistir.

Tripan mavisi ile boyama ve hicre sayimi sonucunda hucrelerin proliferasyonuna goére
belirlenen 0.5 pg/ml konsantrasyonda LPS ve 5 pg/ml konsantrasyonda doksisiklin, ilgili hiicre
gruplarina uygun sekilde uygulanmig ve 24 saat sureyle inkibasyon yapilmistir. Uygulama

sureleri sonunda, zimografi yonteminde anlatildigi gibi 6nce hicrelerin izolasyonu (bolim
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2.2.2.1) takibinde protein izolasyonu (bdlim 2.2.2.2) yapilmis, elde edilen proteinlerin
konsantrasyonlari da ayni sekilde (bolum 2.2.2.3) dlgulmustar. Ardindan protein 6rneklerinde
western blot yéntemi ile uygun antikorlar kullanilarak MMP-2, MMP-8, MMP-9, MMP-10, NF-kB,

IkB, p-IkB-a, IKK-B proteinlerinin ekspresyon dizeyleri incelenmisgtir.

2.2.3.1. Western Blot incelemeleri
Plasebo, LPS, doksisiklin, LPS+doksisiklin olmak Uzere farkli uygulamalar yapilan PC-3
hicrelerinden elde edilen total proteinlerde ilgili proteinlerin ekspresyon duzeyleri western blot

yontemi ile belirlenmistir

ik olarak %10’'luk SDS-PAGE jeller hazirlanmistir. Bunun icin jel hazirlama diizenegi (Tablo
2.11) kullaniimistir. Oncelikle % 10’luk ayirici jel hazirlanmis (Tablo 2.8) ve yaklasik 45 dakika
jelin polimerlegsmesi igin beklenmistir. Ardindan %10’luk paketleyici jel hazirlanmig (Tablo 2.8)
ve ayiricl jel Uzerine dokulerek yaklasik 30 dakika paketleyici jelin polimerlesmesi igin

beklenmigtir.

Vertikal elektroforez sistemi (Tablo 2.11) igerisine dnce hazirlanan jeller yerlestiriimis daha
sonra da yuritme tamponu (Tablo 2.9) ilave edilmistir. Her kuyucukta 25 ug protein olacak
sekilde homojenat ve 5X ylkleme tamponu ile 15X indukleyici ajan (Tablo 2.9) karistirilarak
kuyucuklara yuklenmistir. Molekal agirhgr markirn olarak PageRulerplus prestained protein
ladder (Tablo 2.9) kullaniimigtir. Elektroforez sistemi kapatilarak 80V sabit voltajda oda
sicakhginda yaklasik 2 buguk saat elektroforez islemi uygulanmistir. Elektroforez sonrasi jeller,
metanolde aktiflenmis PVDF membranla (Tablo 2.11) birlikte semi-dry transfer sollisyonunda
(Tablo 2.9) islatiimis kromatografi kagitlari (Tablo 2.11) arasinda olacak sekilde, semi-dry
transfer cihazina (Tablo 2.11) alinmigtir. Transfer islemi 320 mA’de 1 buguk saat
surdUrdlmustur. Protein transferi tamamlanan membranlar, 1X PBS-Tween20 tamponu (Tablo

2.9) ile 6n yikamaya alinip, %5 sut tozu iceren PBS-Tween20 ile 1 saat sureyle bloklamaya
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birakilmistir. Daha sonra membranlar, PBS-Tween20 tamponu ile tekrar yikandiktan sonra
+4°C’de bir gece B-aktin primer antikoru (Tablo 2.10) ile inkibe edilmistir. Ertesi glin primer
antikor inkiibasyonundan alinan membranlar, tekrar PBS-Tween20 tamponu ile yikandiktan
sonra, uygun sekonder antikor inkiibasyonlari (Tablo 2.10) oda sicakliginda 30 dakika sure ile

gerceklestirilmistir. Bu islemler her farkl primer antikor igin tekrarlanmigtir.

Her bir PVDF membranin gdérintilenebilmesi igin, karanlk bir ortamda ImmunoCruz
goéruntileme ajani (Tablo 2.10) icindeki reaktif solisyonu (solisyon A) ve tampon sollisyonu
(solisyon B) 1:1 oraninda alinarak bir karisim hazirlanmistir. Bu karisimdan her membran igin
2 ml kullanilarak PVDF membran Uzerinde 1 dakika inklbasyon yapilmistir. Ardindan Fusion
FX7 (Tablo 2.11) yazilimi ve kemiliminesans gorintileme sistemi ile dijital olarak gortntileme
yapilmis ve elde edien goéruntiler kaydedilmistir. Bu goérintl dosyalari daha sonra ImageJ
(ImageJ 1.46r, National Institutes of Health, ABD) yazilimi ile analiz edilmistir. Her bir bantin
molekdl agirligi, molekdl agirhigr markiri (Tablo 2.9) ile dogrulandiktan sonra her 6rnek igin
ilgilenilen proteinlere ait bant alanlari ve optik dansiteleri (OD) belirlenmistir. ilgilenilen protein
Olcumleri {alan (mm2) x optik dansite (OD / mm2)} formulinden hesaplanarak kantite edilmigtir.
Her protein igin yapilan bu dlgiimlerden sonra ayni drneklere ait p-aktin ekspresyonlari ayni
sekilde belirlenmistir. ilgilenilen protein ekspresyonunun herbir érnek igin belirlenen B-aktin

ekspresyonuna oranlanmasi ile ilgilenilen proteinin rélatif ekspresyon dizeyi saptanmistir.

94



Tablo 2.8: Western blotta poliakrilamid jellerin hazirlanmasi igin gerekli ¢ozelti, kimyasal

maddeler (10 ml igin).

Miktar
Madde % 10’luk % 10’luk Firma - Ulke
Ayirici Jel Paketleyici Jel

% 30 Akrilamid karigimi (A8887) 3,3ml 1,7mi Sigma - ABD
dH,O 4,1 ml 57 ml
4X Ayirici Jel Tamponu 2,5 ml -
4X Paketleyici Jel Tamponu - 2,5ml
% 10 APS (A3678) 100 pl 100 pl Sigma - ingiltere
TEMED (T7024) 4l 10 pl Sigma - Cin
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Tablo 2.9: Western blot yontemi igin kullanilan tamponlar, ¢ozeltiler, kimyasal maddeler.

Madde Miktar Firma - Ulke
Tris-HCI (pH: 8,8) (TRS002.500) )
15M BioShop - Kanada
4X Ayirici Jel Tamponu
SDS (L4390) % 0,4 Sigma - Japonya
o Tris-HCI (pH: 6,8) (TRS002.500) )
4X Paketleyici Jel 0,5 M. BioShop - Kanada
Tamponu i
SDS (L4390) % 0,4 Sigma - Japonya
Tris-baz (T6066) 30,2 g. Sigma - ABD
o Glisin (50046) 188 g. Sigma - Belgika
10X Yurutme Tamponu i
SDS (L4390) % 0,1 Sigma - Japonya
Na,HPO,.2H,0 (1.06580.1000)
0.16 M Merck - Almanya
. NaH,P0O,.2H,0 (1169297)
20X PBS Soliisyonu 0.04 M Merck - Almanya
NaCl (S3014) .
28 M Sigma - ABD
dH,0O (pH: 7) km. 1L
Tween 20 Tween 20 (P9416) Sigma, ABD
Tris-baz (T6066) .
16mMm Sigma - ABD
Semi-Dry Transfer Glisin (50046) ) .
120mM Sigma - Belgika
Tamponu
Metanol (1.06008.2500)
%20 viv Merck - Almanya
I PageRuler Plus Prestained Protein )
Molekdl Agirligi Markiri 7ul/jel Thermo - ABD

Ladder (SM1811)

Yikleme Soliisyonu
(RO891)

5X Protein Ylikleme Tamponu

0.75 ul/érnek

Fermentas - ABD

20X indiikleyici Ajan

5.25 pl/érnek

Fermentas - ABD

NOT: Km; Kafi Miktar
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Tablo 2.10: Western blot yontemi i¢in kullanilan antikorlar ve goriintiileme ajani.

Kullanilan Primer Antikorlar Firma - Ulke
Mouse Anti-MMP-2 Antibody (MAB3308) Millipore - ABD
Rabbit Anti-MMP-9 (G657) Antibody (2270) Cell Signaling - ABD
Rabbit Anti-MMP-10 Antibody (PA1380) Boster - ABD
Rabbit Anti-MMP-8 Antibody (PA1207) Boster - ABD

Rabbit Anti-NF-kB p65 Antibody (8242)

Cell Signaling - ABD

Rabbit Anti-IkB-a Antibody (9242)

Cell Signaling - ABD

Rabbit Anti-phospho-NF-KBIA(Tyr305) Antibody (BS5515R)

Bioss - ABD

Rabbit Anti-IKK-B (2C8) Antibody (2370)

Cell Signaling - ABD

Rabbit Anti-B-actin Antibody (4970)

Cell Signaling - ABD

Kullanilan Sekonder Antikorlar

Firma - Ulke

Anti-Rabbit IgG (SH026)

Abm - Kanada

Anti-mouse 1gG (A5906)

Sigma - Almanya

Kullanilan Gériintuleme Ajani

Firma - Ulke

Western Blotting Liiminol Reagent (immunoCruz) (SC-2048)

Santa Cruz - Almanya
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Tablo 2.11: Western blot yontemi igin kullanilan aygit ve geregler.

Kullanilan Aygit ve Geregler

Firma - Ulke

Goriuntileme Cihazi

Fusion FX7, Vilber Lourmat - Fransa

Semi-Dry Transfer Cihazi

VWR V20-SDB - Avusturya

Semi-Dry Transfer Gii¢ Kaynagi

Thermo EC1000-90 - ABD

Elektroforez Jel Hazirlama Diizenegi

ve Elektroforez Sistemi

Mini-PROTEAN Tetra Cell, BioRad 165-8001,

ingiltere

Elektroforez Gii¢ Kaynagi

Labnet Power Station 200 - ABD

Quant-IT  (Qubit)
Olgiim Cihaz

Konsantrasyon

invitrogen, Q32857 - ABD

Sogutmali Santrifiij

Hettich Zentrifugen Universal 320R - ingiltere

Santrifij VWR Galaxy 14D - ABD
Sivi Azot Tanki Air Liquide TR21 - ispanya
Su Banyosu Memmert Oilbath Model One 10 - Almanya

Manyetik Karistirici

Nuve MK418 - Tlrkiye

Tartim Cihaz Precisa XB220A - isvicre
pH metre WTW inoLab Ph Level1 - Aimanya
Vortex Labnet VX100 - ABD

Buz makinasi

Hoshizaki Ice Maker FM-80EE - ingiltere

Calkalayici (Shaker)

Heidolph Duomax 1030 - Almanya

Western Blot (PVDF) Membrani
(03 010 040 001)

Roche - Almanya

Kromatografi Kagitlar (3030-392)

Whatman - ingiltere

2.2.4. DORDUNCU SERi DENEYLER (IMMUNOHISTOKIMYA)

2.2.4.1. immiinohistokimyasal incelemeler

Dorduncu seri deneylerde, altlarina lamel (coverslip) yerlestirilen 6 kuyucuklu plate’lere
hiicre ekimi yapilmistir. “Plasebo”, “LPS”, “Doksisiklin”, “LPS ve Doksisiklin” olmak Uzere ayrilan
4 hicre grubuna tripan mavisi hlicre sayimi sonucunda, htcrelerin proliferasyonuna ve bu

proliferasyonun inhibisyonuna goére belirlenen sirasiyla 0,5 pyg/ml LPS ve 5 pg/ml doksisiklin
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uygun sekilde verilmis ve 24 saat slreyle inkibasyon yapilmistir. Daha sonra inkiibasyon
sureleri tamamlanan hacreler, Gzerlerine 2’ser ml. %96’lik alkol ilave edilerek 5 dakika boyunca
fikse edilmistir. Fiksasyonu tamamlanan hilcre Ornekleri, azalan derecede alkol serileri ile
rehidrate edilip distile su ile yikanmistir. Tripsin-EDTA sollusyonu icinde 37°C etlivde 15 dakika
tutulan hacrelere, PBS ile yikamanin ardindan doku endojen peroksidazini inhibe etmek
amaciyla %3’luk hidrojen peroksit uygulanmis ve PBS ile yikama yapilmistir. Bloklama
solisyonu ile 10dk inkiibe edilen hicre érneklerinin ilgili primer antikorlar ile (Tablo 2.12) 1 gece
+4°C’de inklibasyonu yapilmistir. Ardindan fosfatli tampon sollisyonu ile 3 defa yikanan hiicre
ornekleri biyotinlenmis sekonder antikor ve enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi
(Tablo 2.12) ile muamele edilmistir. Reaksiyonun gériindr hale getirilmesi icin Diaminobenzidin
(DAB) (Tablo 2.12) kullaniimigtir. Dereceli alkollerde dehidratasyon islemi gerceklestirilen hiicre
ornekleri seffaflastirma isleminden sonra entellan ile kapatiimis ve 1sik mikroskobu (Olympus,

DP70, ABD) ile incelenmistir.

p-lkB-a, IKK-B, MMP-8 ve MMP-9 imminohistokimyasal boyanma skorlamasi i¢in, PC-3
hicrelerinde kahverengi sitoplazmik boyanma “pozitif boyanma”, NF-kB igin ise kahverengi
nikleer boyanma “pozitif boyanma” olarak degerlendirilmistir. Boyanma yogunlugu ve boyanma
dagihmi 0-4 arasinda skorlanmigtir. Skorlama esnasinda obijektifligi saglamak amaciyla,
skorlama igleminde goérev alan arastirmacilardan drneklerin hangi gruba ait oldugu gizlenmigtir.
Bu yéntemle elde edilen skorlarin ortalamasi alindiktan sonra 2'den kiigik olan skor degerleri
"zayIf boyama", 2'den buyuk olan skor degerleri ise "kuvvetli boyama" olarak kabul edilmigtir.

Gruplar arasinda fark olup olmadigi yari kantitatif olarak degerlendirilmistir.
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Tablo 2.12: immiinohistokimya yontemi igin kullanilan antikorlar ve boyalar.

Kullanilan Primer Antikorlar Firma - Ulke
Rabbit Anti-MMP-9 (G657) Antibody (2270) Cell Signaling - ABD
Rabbit Anti-MMP-8 (PA1207) Boster - ABD
Rabbit Anti-NF-kB p65 Antibody (8242) Cell Signaling - ABD
Rabbit Anti-phospho-NF-KBIA(Tyr305) (BS5515R) | Bioss - ABD
Rabbit Anti-IKK- (2C8) Antibody (2370) Cell Signaling - ABD
Kullanilan Sekonder Antikorlar Firma - Ulke

Biyotinlenmis Sekonder Antikor Ve Enzimle isaretli | Invitrogen, Histostain-Plus Broad
(Peroksidaz) Avidin-Biyotin Kompleksi (85-9043) Spectrum - ABD

Kullanilan Boya ve Kimyasallar Firma - Ulke
Diaminobenzidin (DAB) Boyasi (1718096) Roche - Almanya
Blokaj Solusyonu (85-9043) Invitrogen, Histostain- Plus Broad
Spectrum - ABD
PBS Yikama Soltsyonu (79383) (Sigma - ABD)
Tripsin sollisyonu (00-3008) Digest All 2A, Zymed - ABD

2.3. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Tam veriler ortalama * ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. Farkli pasajlardan
gelen her bir hiicre kiltir kabinndaki hiicrelerden elde edilen protein ekstraktlari igin "n" ifadesi

kullaniimistir. P < 0.05 dizeyindeki fark istatistiksel olarak anlamh kabul edilmistir.

Hlcre sayimi, zimografi ve western blot deneylerinde elde edilen sonuglarin istatistiksel
analizinde GraphPad Prism 5.03 (San Diego-California, ABD) bilgisayar yaziliminin eglestiriimis

Student's t-test modull kullaniimistir.

incelenen proteinlerin immiinohistokimyasal yéntemle belirlenen ve immiinopozitiviteleri
temsil eden skor deg@erlerinin istatistiksel analizleri, SPSS 16.0 (lllinois, ABD) yaziminin Ki-kare

testi kullanilarak yapilmigtir.
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BOLUM llI

3. BULGULAR

3.1. UYGUN KONSANTRASYON BELIRLEME GCALISMALARI
3.1.1. TRIPAN MAVISI iLE HUCRE SAYIMI VE PROLIFERASYONUN BELIRLENMESI

3.1.1.1. Farkli Konsantrasyonlarda LPS indiiksiyonun Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisi
PC-3 hucrelerinde, kontrol grubuna kargi LPS'’in farkli konsantrasyonlarinin (0.1 pg/ml,
0.5ug/ml ve 5ug/ml) proliferatif etkilerini degerlendirmek Gzere tripan mavisi ile hiicre sayimi

gerceklestirilmigtir.

24 saat sure ile 0.1 yg/ml ve 5 ug/ml LPS indlksiyonlarinin kontrol ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmadigi gozlenmigtir. Bununla birlikte, 0.5ug/ml
konsantrasyondaki LPS ile yapilan 24 saat sireli indlksiyonun hiicre proliferasyonu Uzerinde

istatistiksel olarak anlaml bir artisa neden oldugu belirlenmistir (Sekil 3.1;Tablo 3.1).



Tablo 3.1: LPS’in farkh konsantrasyonlari ile 24 saat siireli indiiksiyonlar sonunda
belirlenen hiicre sayilari.

Kontrol LPS

0.1 pg/ml 0.5 pg/ml 5 pg/ml

Hiicre Sayisi 3.643 + 0.283 3.929 + 0.385 4,929 +0.254 * 4.000 £ 0.327
(x10° hiicre/ml)

Veriler ortalama * ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. *P < 0.05 kontrol ile LPS,
eslestiriimis Student’s t-test (n=7).
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Kontrol 0.1 pg/ml 0.5 pg/ml 5 pg/ml
LPS Konsantrasyonu

Sekil 3.1: LPS’in farkli konsantrasyonlari ile 24 saat sireli
indiiksiyonlar sonunda belirlenen hiicre sayilar. Veriler ortalama +

ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. *P< 0.05 kontrol ile LPS,
eslestiriimis Student’s t-test (n=7).

3.1.1.2. Farkh

3 Konsantrasyonlarda Doksisiklin Uygulamasinin Hiicre Proliferasyonu
Uzerine Etkisi

PC-3 hicrelerinde, kontrol grubuna kargi doksisiklinin farkli konsantrasyonlarinin
(0.5pug/ml, 5ug/ml ve 10ug/ml) hicre proliferasyonu tzerindeki inhibitor etkilerini degerlendirmek

amaciyla tripan mavisi ile hlicre sayimi yontemi uygulanmistir.

24 saat sireli 0.5ug/ml ve 5ug/ml doksisiklin uygulamalarinin kontrol ile karsilastirildiginda

istatistiksel olarak anlamh bir fark olusturmadigi goérilmastir. Diger yandan 24 saat sure ile
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10pg/ml doksisiklin uygulamasinin hiicre proliferasyonu Uzerinde istatistiksel olarak anlamli bir

azalmaya neden oldugu gdézlenmistir (Sekil 3.2; Tablo 3.2).

Tablo 3.2: Doksisiklinin farkli konsantrasyonlari ile 24 saat sureli inkiibasyonlar sonunda
belirlenen hiicre sayilari.

Kontrol Doksisiklin

0.5 pg/ml 5 pg/ml 10 pg/ml

Hiicre Sayisi 4.750 + 0.932 5.100 + 0.846 4.300 £ 0.720 3.100 £ 0.572 *

(x10° hiicre/ml)

Veriler ortalama * ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. *P< 0.05 kontrol ile doksisiklin,
eslestiriimis Student’s t-test (n=10).

61 —_—

44

x10° hiicre/ml

Kontrol 0.5 pg/ml 5 pg/mi 10 pg/ml

Doksisiklin Konsantrasyonu

Sekil 3.2: Doksisiklinin farkli konsantrasyonlarn ile 24 saat sireli
inkiibasyonlar sonunda belirlenen hiicre sayilari. Veriler ortalama +
ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. *P< 0.05 kontrol ile
doksisiklin, eslestiriimis Student’s t-test (n=7).
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3.1.1.3. Etkili LPS Konsantrasyonuna Kargi Farkli Konsantrasyonlarda Doksisiklin
Uygulamalarinin Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkileri

PC-3 hicreler Uzerinde 24 saatlik inkiibasyonda proliferasyon olusturdugu belirlenen LPS
konsantrasyonuna (0.5ug/ml) karsi doksisiklinin farkli konsantrasyonlarinin (0.5ug/ml, 5ug/ml ve
10ug/ml) anti-proliferatif etkilerini degerlendirmek amaciyla tripan mavisi ile hucre sayimi

yontemi uygulanmistir.

Es zamanh olarak 24 saat sire ile LPS ve 0.5ug/ml doksisiklin uygulamasinin kontrol ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml bir fark olusturmadigi gériimustir. Buna karsin 24
saat sure ile 5ug/ml ve 10ug/ml doksisiklin uygulamalarinin hlcre proliferasyonu uUzerinde

istatistiksel olarak anlamli bir azalmaya neden oldugu gézlenmistir (Sekil 3.3; Tablo 3.3).

Tablo 3.3: Es zamanh olarak LPS (0.5 pg/ml) indiiksiyonu ve farkli konsantrasyonlarda
doksisiklinin 24 saat siire ile inkiibasyonu sonunda hesaplanan hiicre sayilari.

LPS + Doksisiklin

0.5pg/ml 5 pg/mli 10 pg/ml

Hiicre Sayisi 5.950 + 1.214 5.000 + 1.123 3.750 + 0.905 * 2.900 + 0.586 **

(x10° hiicre/ml)

Veriler ortalama * ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. *P< 0.05; **P< 0.01 kontrol ile
LPS+doksisiklin, eslestiriimis Student’s t-test (n=10).

8-

of 1

T "

x10° hiicre/ml
&

LPS LPS + D(0.5) LPS + D(5) LPS + D(10)

Sekil 3.3: Es zamanh olarak LPS (0.5 pg/ml) indiiksiyonu ve farkh
konsantrasyonlarda doksisiklinin (ug/ml) 24 saat siire ile inkiibasyonu
sonunda belirlenen hiicre sayilari. Veriler ortalama + ortalamanin standart
hatas! olarak verilmistir. *P< 0.05; **P< 0.01 kontrol ile LPS+doksisiklin,
eslestiriimis Student’s t-test. D; doksisiklin (ug/ml) (n=10).

104



3.1.2. JELATIN ZIMOGRAFi YONTEMI ILE YAPILAN KONSANTRASYON BELIRLEME
CALISMALARI

3.1.2.1. Farkh LPS Konsantrasyonlarinin Jelatinazlara Etkisi
PC-3 hdcreleri Uzerinde, kontrol grubuna kargi LPS’in farkli konsantrasyonlarinin
(0.1ug/ml, 0.5ug/ml ve 5ug/ml) jelatinaz ekspresyon ve aktiviteleri Gzerindeki indikleyici

etkilerini degerlendirmek amaciyla jelatin zimografi yontemi uygulanmigtir.

24 saat sure ile 0.5ug/ml ve 5ug/ml konsantrasyonda LPS uygulamalarinin kontrol grubu
ile karsilagtinldiginda belirgin bir fark olusturmadigi gozlenmistir. Ancak 24 saat sure ile
0.5ug/ml konsanrtrasyondaki LPS indiksiyonunun her iki jelatinaz aktivitesi ve ekspresyonu

Uzerinde artisa neden oldugu saptanmistir (Sekil 3.4).

Marker Kontrol 0.1ug/ml  0.5ug/ml Sug/ml

95 kD —> pro-MMP-9
rrrrrr > aktif-MMP-9
72 kD pro-MMP-2
> aktif-MMP-2

55kD

Sekil 3.4: PC-3 hiicre hattinda 24 saat siire ile uygulanan farkh konsantrasyonlardaki
LPS’in jelatinaz ekspresyon ve aktiviteleri tizerindeki etkisi. kD; kilodalton.

3.1.2.2. Farkh Doksisiklin Konsantrasyonlarinin Jelatinazlara Etkisi

PC-3 hucreleri Uzerinde kontrol grubuna karsi doksisiklinin farkli konsantrasyonlarinin
(0.5pg/ml, 5ug/ml ve 10ug/ml) jelatinaz ekspresyon ve aktiviteleri Uzerindeki etkilerini

degerlendirmek amaciyla jelatin zimografi ydntemi uygulanmigtir.
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Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, 24 saat sure ile 0.5ug/ml ve 5ug/ml doksisiklin
uygulamalarinin belirgin bir fark olusturmadigi saptanmistir. Buna karsin, 24 saat sidre ile
10pg/ml doksisiklin uygulamasinin her iki jelatinaz ekspresyonu ve aktivitesi lUzerinde azalmaya

neden oldugu saptanmistir (Sekil 3.5).

Marker Kontrol 0.5pg/ml Sug/ml 10pg/ml

<— pro-MMP-9
<— aktif-MMP-9

<«— pro-MMP-2

<«— aktif-MMP-2

Sekil 3.5: PC-3 hiicre hattinda 24 saat siire ile ve farkli konsatrasyonlarda uygulanan
doksisiklin’in jelatinaz ekspresyon ve aktiviteleri Uizerine etkisi. kD; kilodalton.

3.1.23.Etkili LPS Konsantrasyonuna Karsi Uygulanan Farkli  Doksisiklin
Konsantrasyonlarinin Jelatinazlara Etkisi

PC-3 hdcreleri Uzerinde 24 saatlik uygulamada indukleyici etkinligi belirlenen LPS
konsantrasyonuna (0.5ug/ml) karsi doksisiklinin farkli konsantrasyonlarinin (0.5ug/ml ve 5ug/ml)
jelatinaz ekspresyon ve aktiviteleri Gzerindeki inhibitor etkilerini degerlendirmek amaciyla jelatin

zimografi yontemi uygulanmistir.

24 saat sure ile 0.5ug/ml doksisiklin uygulamasinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda
belirgin bir fark olusturmadigi gézlenmistir. Ancak, 24 saat sure ile 5ug/ml ve 10ug/ml doksisiklin
uygulamalarinin her iki jelatinaz ekspresyon ve aktivitesi Uzerinde azalmaya neden oldugu

belirlenmigtir (Sekil 3.6).
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Marker LPS LPS+D(0.5) LPS+D(5)  LPS+D(10)

pro-MMP-9
95 kD . aktif-MMP-9

pro-MMP-2
72KD —>

aktif-MMP-2
55kD ——>

Sekil 3.6: Es zamanhh 24 saat siireli uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve farkh
konsantrasyonlarda doksisiklinin PC-3 hucrelerindeki jelatinaz ekspresyon ve aktiviteleri
tizerine etkisi. kD; kilodalton, D; doksisiklin (ug/ml).

3.2. JELATIN ZIMOGRAFi ANALIZLERI

Uygun ve etkili LPS ve doksisiklin konsantrasyonlarini belirleme g¢alismalari ile saptanan
konsantrasyonlar esas alinarak, 24 saat boyunca es zamanli LPS ve doksisiklin uygulanarak
elde edilen protein 6rneklerinde jelatinaz ekspresyon ve aktiviteleri jelatin zimografi yontemi ile

saptanmistir (Sekil 3.7).

PC-3 hucrelerindeki MMP-2 ekspresyon ve aktivite duzeylerinin yetersiz olusu nedeniyle
MMP-2 bantlari analiz edilememistir. Ancak LPS indiksiyonu ve doksisiklin uygulamalarinin

MMP-2 aktivitesi Uzerine olan etkileri gézlemsel olarak degerlendirilmistir.

Yapilan zimografi ¢galismalarinda 24 saat sire ile 0.5ug/ml LPS uygulamasinin kontrol ile
kargilastirildiginda MMP-2 aktivitesinde belirgin bir artis meydana getirdigi belirlenmistir. 24 saat
sure ile 5ug/ml doksisiklin uygulamasinin ise LPS'in meydana getirdigi MMP-2 aktivitesi

uzerindeki bu artigi belirgin olarak azalttigi gézlenmistir (Sekil 3.6, Sekil 3.7).

Yapilan zimografi calismalarinda 24 saat sure ile 0.5ug/ml LPS uygulamasinin kontrol ile

karsilastirildiginda MMP-9 ekspresyonunda belirgin bir artis meydana getirdigi gorilmastir. 24
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saat siUre ile 5ug/ml doksisiklin uygulamasinin ise LPS'in meydana getirdigi MMP-9

ekspresyonu Uzerindeki bu artigi belirgin olarak azalttigi gozlenmistir (Sekil 3-6, Sekil 3-7).

Bunun yani sira elde edilen zimografi gérintulerinde saptanan aktif MMP-9 bantlarinin
alan*dansite Olgumleri analiz edilerek LPS ve doksisiklin uygulamalarinin MMP-9 aktivitesine

olan etkileri istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

Kontrol LPS D LPS+D Marker

pro-MMP-9 s

aktif-MMP-9 —> <— 95kD

pro-MMP-2 ———>
<— 72kD

akti-MMP-2 ——>

<— 55kD

Sekil 3.7: Es zamanh 24 saat siireli uygulanan LPS (0.5pg/ml) ve/veya doksisiklinin
(5ug/ml) PC-3 hiicrelerindeki jelatinaz ekspresyon ve aktiviteleri lizerine etkisi.
kD; kilodalton, D; doksisiklin (n=7).

24 saat sure ile 0.5ug/ml LPS uygulamasinin kontrol ile karsilastirildiginda MMP-9
aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis meydana getirdigi belirlenmistir. 24 saat sure ile
5ug/ml doksisiklin uygulamasinin ise MMP-9 aktivitesi Uzerinde LPS'in meydana getirdigi bu

artigi istatistiksel olarak anlamli sekilde azalttigi gézlenmistir (Sekil 3.8; Tablo 3.4).
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Tablo 3.4: 24 saat siire ile uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve doksisiklinin (5pug/ml) rolatif
MMP-9 aktivite degerleri.

Rolatif MMP-9 Aktivitesi Doksisiklin (-) Doksisiklin (+)

LPS (-) 24.440 + 1.435 22.960 + 1.100

LPS (+) 30.100 + 0.937 * 24.200 + 1.290 **

Veriler ortalama % ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. *P< 0.05 kontrol ile LPS;
++P< 0.01 LPS ile LPS+doksisiklin, eslestiriimis Student’s t-test (n=7).

[ Plasebo
Hl Doksisiklin

40-

304

20+

Rolatif MMP-9 Aktivitesi

Kontrol LPS

Sekil 3.8: PC-3 hiicre hattinda 24 saat sire ile uygulanan LPS
(0.5ug/ml) ve doksisiklinin (5ug/ml) MMP-9 aktivitesi (izerine
etkileri. Veriler ortalama * ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir.

*P<0.05 kontrol ile LPS; ++P< 0.01 LPS ile LPS+doksisiklin, eslestirilmis
Student’s t-test (n=7).

3.3. WESTERN BLOT ANALIZLERI
3.3.1. NF-KB EKSPRESYONU

Etkili LPS ve doksisiklin konsantrasyonunu belirleme c¢alismalarinda saptanan
konsantrasyonlar esas alinarak, 24 saat boyunca es zamanl LPS ve doksisiklin uygulamalari

sonucunda elde edilen protein 6rneklerinde western blot yontemi ile NF-kB ekspresyon

duzeyleri belirlenmistir.

24 saat sure ile 0.5 pg/ml LPS induksiyonunun NF-kB ekspresyon duzeyinde istatistiksel

olarak anlamli bir artis meydana getirdigi belirlenmistir. Bununla beraber tek basina 5 pg/ml
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konsantrasyonda doksisiklin uygulamasinin NF-kB ekspresyon diizeyini degistirmedigi, LPS ile
es zamanh doksisiklin uygulamasinin ise NF-kB ekspresyon dizeyinde istatistiksel olarak

anlaml bir azalma olusturdugu gérilmastir (Tablo 3.5; Sekil 3.9).

Tablo 3.5: Es zamanh olarak 24 saat siire ile uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve doksisiklin
(5 pg/ml) uygulamalarinin NF-kB ekspresyon diizeyine etkisi.

Rolatif NF-kB Ekspresyonu Doksisiklin (-) Doksisiklin (+)

LPS () 1.01+£0.118 0.993 +0.164

LPS (+) 1.24 +£0.193 * 0.909 + 0.011"

Veriler ortalama * ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. *P< 0.05 kontrol ile LPS;
"P< 0.05 LPS ile LPS+doksisiklin, eglestiriimis Student’s t-test. (n=4)
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Kontrol LPS D LPS+D

NFkB TSI T TR
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Wl Doksisiklin
1.5 o
z —
8
a
§ — +
> 1.04
in
2
o
7]
=
w
Q
e 0.5
=z
=
k:
0
o
0.0 T T
Kontrol LPS

Sekil 3.9: PC-3 hiicre hattinda es zamanh olarak 24 saat siire ile uygulanan LPS
(0.5ug/ml) ve doksisiklinin (5ug/ml) NF-kB ekspresyonu lizerine etkisi ve temsili western
blot goriintiisii. Veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. *P< 0.05
kontrol ile LPS; *P< 0.05 LPS ile LPS+doksisiklin, eslestirilmis Student’s t-test. (n=4)

3.3.2. IKB-a EKSPRESYONU

Etkili LPS ve doksisiklin konsantrasyonunu belirleme c¢alismalarinda saptanan
konsantrasyonlar esas alinarak, 24 saat boyunca es zamanh LPS ve doksisiklin uygulamalari
sonucunda elde edilen protein drneklerinde western blot yontemi ile IkB-a protein ekspresyon

dizeyleri saptanmistir.

24 saat sure ile 0.5 pg/ml LPS indiksiyonunun IkB-a ekspresyon duzeyinde istatistiksel
olarak anlamli bir degisiklik meydana getirmedigi saptanmistir. Benzer sekilde tek basina 5

pug/ml  konsantrasyonda doksisiklin uygulamasinin ve LPS ile es zamanli doksisiklin
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uygulamasinin da IkB-a ekspresyon diizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir dedisiklige sebep

olmadigi belirlenmistir (Tablo 3.6; Sekil 3.10).

Tablo 3.6: Es zamanh olarak 24 saat siire ile uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve doksisiklin
(5 pg/ml) uygulamalarinin IkB-a ekspresyon diizeyine etkisi.

Rolatif IkB-a Ekspresyonu Doksisiklin (-) Doksisiklin (+)

LPS (-) 0.933 + 0.0556 0.996 + 0.0494

LPS (+) 0.960 + 0.0270 1.007 £ 0.0188

Veriler ortalama * ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. Eslestiriimis Student’s t-test.
(n=8)
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Sekil 3.10: PC-3 hiicre hattinda es zamanh olarak 24 saat sire ile
uygulanan LPS (0.5pg/ml) ve doksisiklinin (5ug/ml) IkB-a
ekspresyonu lzerine etkisi ve temsili western blot goriintiisi.
Veriler ortalama = ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir.
Eslestirilmis Student’s t-test. (n=8)
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3.3.3. p-IKB-a EKSPRESYONU

Etkili LPS ve doksisiklin konsantrasyonunu belirleme c¢alismalarinda saptanan
konsantrasyonlar esas alinarak, 24 saat boyunca es zamanl LPS ve doksisiklin uygulamalari
sonucunda elde edilen protein drneklerinde western blot yontemi ile p-IkB-a protein ekspresyon

dizeyleri belirlenmigtir.

24 saat sure ile 0.5 pg/ml LPS indlksiyonunun p-1kB-a ekspresyon dizeyinde istatistiksel
olarak anlamli bir artis meydana getirdidi belirlenmistir. Bununla beraber tek basina 5 pyg/ml
konsantrasyonda doksisiklin uygulamasinin p-1kB-a ekspresyon dizeyini degistirmedigi, LPS ile
es zamanli doksisiklin uygulamasinin ise p-lkB-a ekspresyon dlizeyinde istatistiksel olarak

anlaml bir azalma olusturdugu saptanmistir. (Tablo 3.7; Sekil 3.11).

Tablo 3.7: Es zamanh olarak 24 saat siire ile uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve doksisiklin
(5 pg/ml) uygulamalarinin p-1kB-a ekspresyon diizeyine etkisi.

Rolatif p-IkB-a Ekspresyonu Doksisiklin (-) Doksisiklin (+)

LPS () 0.839 + 0.055 0.925 + 0.140

LPS (+) 1.390 + 0.133 ** 0.834 + 0.029 *

Veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. **P< 0.01 kontrol ile LPS;
"P< 0.05 LPS ile LPS+doksisiklin, eglestiriimis Student’s t-test. (n=5)
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Sekil 3.11: PC-3 hiicre hattinda es zamanh olarak 24 saat siire ile
uygulanan LPS (0.5pug/ml) ve doksisiklinin (5ug/ml) p-IkB-a
ekspresyonu uzerine etkisi ve temsili western blot goriintisu.
Veriler ortalama * ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir.
**P< 0.01 kontrol ile LPS; *P < 0.05 LPS ile LPS+doksisiklin, eslestiriimis
Student’s t-test. (n=5)

3.3.4. IKB KINAZ-B (IKK-B) EKSPRESYONU
Etkili LPS ve doksisiklin konsantrasyonunu belirleme c¢alismalarinda saptanan
konsantrasyonlar esas alinarak, 24 saat boyunca es zamanh LPS ve doksisiklin uygulamalari

sonucunda elde edilen protein érneklerinde western blot yontemi ile IKK- protein ekspresyon

dizeyleri belirlenmistir.

24 saat sure ile 0.5 pyg/ml LPS indiksiyonunun IKK- ekspresyonu dizeyinde istatistiksel

olarak anlaml bir artis meydana getirdigi saptanmistir. Bununla birlikte tek basina 5 pg/ml
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konsantrasyonda doksisiklin uygulamasinin IKK- ekspresyon diizeyinde degisiklik yapmadigi,
LPS ile es zamanl doksisiklin uygulamasinin ise IKK-B ekspresyon dizeyinde istatistiksel

olarak anlamli olmasa da azalma egilimi gosterdigi belirlenmistir (Tablo 3.8; Sekil 3.12).

Tablo 3.8: Es zamanh olarak 24 saat siire ile uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve doksisiklin
(5 pg/ml) uygulamalarinin IKK-B ekspresyon diizeyine etkisi.

Rolatif IKK-B Ekspresyonu Doksisiklin (-) Doksisiklin (+)

LPS () 0.989 + 0.033 0.948 + 0.017

LPS (+) 1.091 + 0.049 ** 0.951 + 0.040

Veriler ortalama * ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. **P< 0.01 kontrol ile LPS,
eslestiriimis Student’s t-test. (n=5)
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Sekil 3.12: PC-3 hiicre hattinda es zamanl olarak 24 saat siire ile
uygulanan LPS (0.5pg/ml) ve doksisiklinin (5ug/ml) IKK-B
ekspresyonu lizerine etkisi ve temsili western blot goériintiisi.
Veriler ortalama * ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir.

**P< 0.01 kontrol ile LPS, eslestiriimis Student’s t-test. (n=5)
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3.3.5. MMP-9 EKSPRESYONU

Etkili LPS ve doksisiklin konsantrasyonunu belirleme c¢alismalarinda saptanan
konsantrasyonlar esas alinarak, 24 saat boyunca es zamanli LPS ve doksisiklin uygulamalari
sonucunda elde edilen protein 6érneklerinde western blot yontemi ile MMP-9 protein ekspresyon

dizeyleri belirlenmigtir.

24 saat sure ile 0.5 pg/ml LPS indiksiyonunun MMP-9 ekspresyon diizeyinde istatistiksel
olarak anlamli bir artis meydana getirdigi belirlenmistir. Bununla birlikte tek basina 5 ug/ml
konsantrasyonda doksisiklin uygulamasinin MMP-9 ekspresyon diizeyini degistirmezken, LPS
ile es zamanlh doksisiklin uygulamasinin ise MMP-9 ekspresyon duzeyinde istatistiksel olarak

anlamli bir azalma olusturdugu belirlenmigtir. (Tablo 3.9; Sekil 3.13).

Tablo 3.9: Es zamanh olarak 24 saat siire ile uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve doksisiklin
(5 pg/ml) uygulamalarinin MMP-9 ekspresyon diizeyine etkisi.

Rolatif MMP-9 Ekspresyonu Doksisiklin (-) Doksisiklin (+)

LPS () 0.813 + 0.028 0.895 +0.018

LPS (+) 1.132 + 0.022 *** 1.025 + 0.049 *

Veriler ortalama % ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. ***P< 0.005 kontrol ile LPS;
"P< 0.05 LPS ile LPS+doksisiklin, eglestiriimis Student’s t-test. (n=5)
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Sekil 3.13: PC-3 hiicre hattinda es zamanh olarak 24 saat sire ile
uygulanan LPS (0.5pg/ml) ve doksisiklinin (5pug/ml) MMP-9
ekspresyonu lizerine etkisi ve temsili western blot goriintisii.
Veriler ortalama z ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir.
***P<  0.001 kontrol ile LPS, *P< 0.05 LPS ile LPS+doksisiklin,
eslestiriimis Student’s t-test. (n=5)

3.3.6. MMP-2 EKSPRESYONU

LPS ve doksisiklin konsantrasyonunu belileme c¢alismalarinda saptanan

konsantrasyonlar esas alinarak, 24 saat boyunca es zamanli LPS ve doksisiklin uygulamalari

sonucunda elde edilen protein érneklerinde western blot yontemi ile MMP-2 protein ekspresyon

dizeyleri belirlenmistir.

24 saat sire ile 0.5 pg/ml LPS indiksiyonunun MMP-2 ekspresyon dizeyinde anlaml
herhangi bir degisiklik meydana getirmedidi saptanmistir. Benzer sekilde tek basina 5 pg/ml

konsantrasyonda doksisiklin uygulamasinin ve LPS ile es zamanl doksisiklin uygulamasinin da
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MMP-2 ekspresyon dizeyini istatistiksel olarak anlaml sekilde degistirmedigi belirlenmistir

(Tablo 3.10; Sekil 3.14).

Tablo 3.10: Es zamanh olarak 24 saat sure ile uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve doksisiklin
(5 pg/ml) uygulamalarinin MMP-2 ekspresyon diizeyine etkisi.

Rolatif MMP-2 Ekspresyonu

Doksisiklin (-)

Doksisiklin (+)

LPS ()

0.888 + 0.074

0.979 £ 0.062

LPS (+)

0.985 + 0.015

0.980 + 0.082

Veriler ortalama z ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. Eslestiriimis Student’s t-test.

(n=6)
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Sekil 3.14: PC-3 hiicre hattinda es zamanh olarak 24 saat siire ile
uygulanan LPS (0.5pg/ml) ve doksisiklinin (5ug/ml) MMP-2
ekspresyonu uzerine etkisi ve temsili western blot goriintiisi.

Veriler ortalama =

Eslestiriimis Student’s t-test. (n=6)
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3.3.7. MMP-8 EKSPRESYONU

Etkili LPS ve doksisiklin konsantrasyonunu belirleme c¢alismalarinda saptanan
konsantrasyonlar esas alinarak, 24 saat boyunca es zamanli LPS ve doksisiklin uygulamalari
sonucunda elde edilen protein érneklerinde western blot yontemi ile MMP-8 protein ekspresyon

dizeyleri belirlenmigtir.

24 saat sure ile 0.5 pg/ml LPS indiksiyonunun MMP-8 ekspresyon diizeyinde istatistiksel
olarak anlamh bir artis meydana getirdigi gordimustir. Ayrica, tek basina 5 pg/ml
konsantrasyonda doksisiklin uygulamasinin MMP-8 ekspresyon diizeyini degistirmezken, LPS
ile es zamanli doksisiklin uygulamasinin ise MMP-8 ekspresyon duzeylerinde istatistiksel olarak

anlaml bir azalma olusturdugu anlasilimistir. (Tablo 3.11; Sekil 3.15).

Tablo 3.11: Es zamanh olarak 24 saat siire ile uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve doksisiklin
(5 pg/ml) uygulamalarinin MMP-8 ekspresyon diizeyine etkisi.

Rolatif MMP-8 Ekspresyonu Doksisiklin (-) Doksisiklin (+)

LPS () 0.855 + 0.042 0.888 + 0.091

LPS (+) 1.083 + 0.060 * 0.872+0.062 "

Veriler ortalama * ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. *P< 0.05 kontrol ile LPS;
"P< 0.05 LPS ile LPS+doksisiklin, eglestiriimis Student’s t-test. (n=5)
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Sekil 3.15: PC-3 hiicre hattinda es zamanh olarak 24 saat siire ile
uygulanan LPS (0.5pg/ml) ve doksisiklinin (5ug/ml) MMP-8
ekspresyonu lizerine etkisi ve temsili western blot goriintusi.
Veriler ortalama * ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir.
*P< 0.05 kontrol ile LPS; "P< 0.05 LPS ile LPS+doksisiklin, eslestiriimis
Student’s t-test. (n=5)

3.3.8. MMP-10 EKSPRESYONU

Etkili LPS ve doksisiklin konsantrasyonunu belirleme c¢alismalarinda saptanan
konsantrasyonlar esas alinarak, 24 saat boyunca es zamanh LPS ve doksisiklin uygulamalari
sonucunda elde edilen protein o6rneklerinde western blot ydntemi ile MMP-10 protein

ekspresyon duzeyleri belirlenmistir.

24 saat sire ile 0.5 pg/ml LPS indiksiyonunun MMP-10 ekspresyon dizeyinde
istatistiksel olarak anlaml bir artis meydana getirdigi saptanmistir. Bununla birlikte tek basina 5

ug/ml konsantrasyonda  doksisiklin  uygulamasinin  MMP-10  ekspresyon duzeyini
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degistirmezken, LPS ile es zamanh doksisiklin uygulamasinin ise MMP-10 ekspresyon
dizeyinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma olusturmaya egilimli oldugu ancak bunun

istatistiksel anlamlilik dizeyine ulasmadigi belirlenmistir (Tablo 3.12; Sekil 3.16).

Tablo 3.12: Es zamanh olarak 24 saat siire ile uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve doksisiklin
(5 pg/ml) uygulamalarinin MMP-10 ekspresyon diizeyine etkisi.

Rolatif p-IkB-a Ekspresyonu Doksisiklin (-) Doksisiklin (+)

LPS () 0.794 + 0.054 0.772 £ 0.044

LPS (+) 1.111 + 0.092 * 1.064 + 0.029

Veriler ortalama + ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir. *P< 0.05 kontrol ile LPS,
eslestiriimis Student’s t-test. (n=5)
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Sekil 3.16: PC-3 hiicre hattinda es zamanl olarak 24 saat sure ile
uygulanan LPS (0.5ug/ml) ve doksisiklinin (5ug/ml) MMP-10
ekspresyonu lizerine etkisi ve temsili western blot goriintusu.
Veriler ortalama * ortalamanin standart hatasi olarak verilmistir.
*P< 0.05 kontrol ile LPS, eglestiriimis Student’s t-test. (n=5)

3.4. IMMUMOHISTOKIMYASAL ANALIZLER
3.4.1. NF-KB EKSPRESYONU

Uygun ve etkili LPS ve doksisiklin konsantrasyonunu belirleme ¢alismalarinda saptanan
konsantrasyonlar esas alinarak, 24 saat boyunca es zamanli LPS ve doksisiklin uygulanan
hicreler Uzerinde immunohistokimyasal boyama ydntemi uygulanmis ve NF-kB protein

ekspresyon dizeyleri skorlanmistir.

Buna gore, 24 saat sure ile 0.5 pg/ml LPS indiksiyonunun NF-kB ekspresyon dizeyinde

istatistiksel olarak anlamli  bir artis olusturdugu gézlenmigtir. Tek basina 5 pg/ml
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konsantrasyonda doksisiklin uygulamasinin istatistiksel olarak anlaml bir etki olusturmadigi,
LPS ile es zamanli doksisiklin uygulamasinin ise NF-kB ekspresyon dizeyini istatistiksel olarak

anlaml sekilde azalttigi belirlenmistir (Tablo 3.13; Sekil 3.17).
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Sekil 3.17: (A) Kontrol, (B) doksisiklin, (C) LPS (D) LPS + doksisiklinin
uygulandigi PC-3 hiicre gruplarinda NF-kB immiuinopozitivitesi i¢in belirlenen
temsili goriintuler (20X).

Tablo 3.13: Kontrol, doksisiklin, LPS ve LPS + doksisiklinin uygulandigi PC-3 hiicre
gruplarinda NF-kB immiinopozitivitesine 6zgii skor degerleri.

NF-kB Kontrol Doksisiklin LPS + Doksisiklin

Zayif Boyama 3 3 3"

Kuvvetli Boyama 0 0 0

n her bir gruptaki uygulama sayisini gostermektedir. *P< 0.05 kontrol ile LPS; *P< 0.05 LPS ile
LPS+doksisiklin, Ki-kare testi. (n=3)
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3.4.2. p-IKB- a EKSPRESYONU

Etkili LPS ve doksisiklin konsantrasyonunu belirleme calismalarinda saptanan
konsantrasyonlar esas alinarak, 24 saat boyunca es zamanli LPS ve doksisiklin uygulanan
hicreler Uzerinde immunohistokimyasal boyama ydntemi uygulanmis ve p-lkB-a protein

ekspresyon duzeyleri skorlanmigtir.

Buna gore, 24 saat sure ile 0.5 ug/ml LPS indiksiyonunun p-IkB-a ekspresyon diizeyinde
istatistiksel olarak anlamh bir artis olusturdugu gdézlenmigtir. Tek basina 5 pg/ml
konsantrasyonda doksisiklin uygulamasinin istatistiksel olarak anlaml bir etki olusturmadigi,
LPS ile es zamanli doksisiklin uygulamasinin ise p-IkB-a ekspresyon diizeyini istatistiksel olarak

anlaml sekilde azalttigi belirlenmistir (Tablo 3.14; Sekil 3.18).
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Sekil 3.18: (A) Kontrol, (B) doksisiklin, (C) LPS ve (D) LPS + doksisiklinin
uygulandigi PC-3 hiicre gruplarinda p-lkB-a immiinopozitivitesi i¢in belirlenen
temsili goriintiler (20X).

Tablo 3.14: Kontrol, doksisiklin, LPS ve LPS + doksisiklinin uygulandigi PC-3 hiicre
gruplarinda p-lkB-a immiinopozitivitesine 6zgii skor degerleri.

p-1kB-a Kontrol Doksisiklin | LPS + Doksisiklin

Zayif Boyama 3 3 3"

Kuvvetli Boyama 0 0 0

n her bir gruptaki uygulama sayisini gostermektedir. *P< 0.05 kontrol ile LPS; *P< 0.05 LPS ile
LPS+doksisiklin, Ki-kare testi. (n=3)

126



3.4.3. IKK- B EKSPRESYONU

Uygun ve etkili LPS ve doksisiklin konsantrasyonunu belirleme ¢alismalarinda saptanan
konsantrasyonlar esas alinarak, 24 saat boyunca es zamanli LPS ve doksisiklin uygulanan
hicreler Uzerinde imminboyama ydntemi uygulanarak IKK-B protein ekspresyon dlzeyleri,

skorlanmisgtir.

Buna goére, 24 saat sure ile 0.5 yg/ml LPS indiksiyonunun IKK-B ekspresyon diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis olusturdugu belirlenmisti. Tek basina 5 ug/ml
konsantrasyonda doksisiklin uygulamasinin istatistiksel olarak anlamli bir etki olusturmadigi,
LPS ile es zamanli doksisiklin uygulamasinin ise IKK- ekspresyon dlizeyini istatistiksel olarak

anlaml sekilde azalttigi belirlenmistir (Tablo 3.15; Sekil 3.19).
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Sekil 3.19: (A) Kontrol, (B) doksisiklin, (C) LPS ve (D) LPS + doksisiklinin
uygulandigi PC-3 hiicre gruplarinda IKK-B immiinopozitivitesi igin
belirlenen temsili gorintiiler (20X).

Tablo 3.15: Kontrol, doksisiklin, LPS ve LPS ile doksisiklinin birlikte uygulandigi PC-3
hiicre gruplarinda IKK-B immiinopozitivitesine 6zgu skor degerleri.

IKK-B Kontrol Doksisiklin LPS + Doksisiklin

Zayif Boyama 3 3 3"

Kuvvetli Boyama 0 0 0

n her bir gruptaki uygulama sayisini gostermektedir. *P< 0.05 kontrol ile LPS; *P< 0.05 LPS ile
LPS+doksisiklin, Ki-kare testi. (n=3)
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3.4.4. MMP-9 EKSPRESYONU

Uygun ve etkili LPS ve doksisiklin konsantrasyonunu belirleme ¢alismalarinda saptanan
konsantrasyonlar esas alinarak, 24 saat boyunca es zamanli LPS ve doksisiklin uygulanan
hicreler Uzerinde imminboyama ydntemi uygulanarak MMP-9 protein ekspresyon duzeyleri,

skorlanmisgtir.

Buna gore, 24 saat sire ile 0.5 pg/ml LPS indiksiyonunun MMP-9 ekspresyon diizeyinde
istatistiksel olarak anlamh bir artis olusturdugu gdézlenmigtir. Tek basina 5 pg/ml
konsantrasyonda doksisiklin uygulamasinin istatistiksel olarak anlaml bir etki olusturmadigi,
LPS ile es zamanli doksisiklin uygulamasinin ise MMP-9 ekspresyon dlizeyini istatistiksel olarak

anlamli sekilde azalttigi saptanmistir (Tablo 3.16; Sekil 3.20).
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Sekil 3.20: (A) Kontrol, (B) doksisiklin, (C) LPS ve (D) LPS + doksisiklinin
uygulandigi PC-3 hiicre gruplarinda MMP-9 immiinopozitivitesi igin
belirlenen temsili géruntuler (20X).

Tablo 3.16: Kontrol, doksisiklin, LPS ve LPS + doksisiklinin uygulandigi PC-3 hiicre
gruplarinda MMP-9 immiinopozitivitesine 6zgii skor degerleri. n her bir gruptaki uygulama
sayisini gostermektedir. *P< 0.05 kontrol ile LPS; *P< 0.05 LPS ile LPS+doksisiklin, Ki-kare
testi. (n=3).

MMP-9 Kontrol Doksisiklin LPS + Doksisiklin

Zayif Boyama 3 3 3"

Kuvvetli Boyama 0 0 0

n her bir gruptaki uygulama sayisini gostermektedir. *P< 0.05 kontrol ile LPS; *P< 0.05 LPS ile
LPS+doksisiklin, Ki-kare testi. (n=3)
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3.4.5. MMP-8 EKSPRESYONU

Uygun ve etkili LPS ve doksisiklin konsantrasyonunu belirleme ¢alismalarinda saptanan
konsantrasyonlar esas alinarak, 24 saat boyunca es zamanli LPS ve doksisiklin uygulanan
hicreler Uzerinde imminboyama ydntemi uygulanarak MMP-8 protein ekspresyon duzeyleri,

skorlanmisgtir.

Buna gore, 24 saat sure ile 0.5 pg/ml LPS indiksiyonunun MMP-8 protein diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis olusturdugu belirlenmisti. Tek basina 5 ug/ml
konsantrasyonda doksisiklin uygulamasinin istatistiksel olarak anlaml bir etki olusturmadigi,
LPS ile es zamanli doksisiklin uygulamasinin ise MMP-8 ekspresyon dlizeyini istatistiksel olarak

anlaml sekilde azalttigi belirlenmistir (Tablo 3.17; Sekil 3.21).
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Sekil 3.21: (A) Kontrol, (B) doksisiklin, (C) LPS ve (D) LPS + doksisiklinin
uygulandigi

PC-3 hiicre gruplarinda MMP-8 immiinopozitivitesi igin
belirlenen temsili goruntiler (20X).

Tablo 3.17: Kontrol, doksisiklin, LPS ve LPS + doksisiklinin uygulandigi PC-3 hiicre
gruplarinda MMP-8 immiunopozitivitesine 06zgiu skor degerleri.
uygulama sayisini gostermektedir.

n her bir gruptaki
MMP-8 Kontrol Doksisiklin
Zayif Boyama 3 3
Kuvvetli Boyama

3+
0 0

LPS + Doksisiklin

0
n her bir gruptaki uygulama sayisini gostermektedir. *P< 0.05 kontrol ile LPS; *P< 0.05 LPS ile
LPS+doksisiklin, Ki-kare testi. (n=3)

132



BOLUM IV
4. TARTISMA VE SONUG

Calismamizda androjenden bagimsiz insan prostat kanseri kemik metastazi hicreleri
olan PC-3 hicre kultirinde LPS indiksiyonu sonrasi MMP ekspresyon ve aktivitesinin
dizenlenmesinde NF-kB sinyalizasyonunun roli ve MMP inhibitéri olarak yaygin kabul géren

doksisiklinin bu sinyal yolagi ile MMP’ler Gzerindeki inhibitor etkileri incelenmistir.

inflamasyonun énemli bilesenlerinden olan MMP’lerin kanser patojenezinin asamalari
olarak kabul edilen proliferasyon, invazyon ve metastaz asamalarindaki rolleri iyi bilinmektedir.
Bu nedenle g¢alismamizda glinumuzde onemli morbidite ve mortalite oranina sahip bir kanser
tird olan insan prostat kanserini iyi bicimde taklit eden PC-3 hicre hatti kullaniimigtir. PC-3
hicre hatti androjenden bagimsiz prostat kanseri kemik metastazini en iyi sekilde temsil etmesi
nedeniyle, prostat kanseri ¢alismalarinda kullanilan diger hiicre hatlari olan LNCaP (androjene
bagdimli prostat kanseri lenf nodu metastazi hiicre hatti), DU145 (androjenden bagimsiz prostat
kanseri beyin metastazi hicre hattl), MDA PCa 2b (androjene bagimli prostat kanseri kemik

metastazi hiicre hatti) gibi hiicre hatlarindan farklilik géstermektedir (77) .

4.1. NF-kB VE KANSER ILISKISI

NF-kB, hemen hemen bitin hayvan hicre tiplerinde bulunan, transkripsiyon faktéri
protein kompleksidir (174). NF-kB transkripsiyon faktorleri, hem apoptoz hem de nekroz
araciligiyla programlanmis hdcre dlumlerinin major regulatoru olarak bilinmektedir. Bu nedenle
NF-kB aktivitesinin pek ¢ok hicre sisteminin fizyolojik fonksiyonlari, homeostazi ve normal doku
gelisimi icin énemli bir ara¢ oldugu dusundlmektedir (60). Ancak, stres, sitokinler, serbest
radikaller, ultraviyole radyasyon, okside LDL, bakteriyel veya viral antijenler gibi uyaranlara
maruziyet ile NF-kB yolaginda anormal regulasyonlarin, nérodejenerasyondan kansere kadar

degisen pek cok hastaliga yol actigi belirlenmistir (142). Bu hastalik gruplarinda NF-kB



aktivitesinin  programlanmis hicre o6liminl reglle etmek vyerine, patolojik surecin
surdlirdlmesine ve uygulanan tedaviye direng gelisimine neden oldugu gdsterilmistir (60) .
GuUnlUmuzde anormal NF-kB regulasyonunun, hodgkin lenfoma, multipl miyelom, primer
mediastinal B-hlcre lenfomasi, tedaviye direncgli yaygin buyldk hicreli B-hlcre lenfomasi,
cocukluk cagi akut lenfoblastik I6semisi, gogus, prostat, over, akciger, kolon, bdbrek ve beyin
kanseri gibi pek cok solid ve hematopoetik kanser tiriyle iligkili oldugu kabul edilmektedir

(142).

Prostat kanseri hlicre hatlariyla yapilan pek ¢ok galisma, NF-kB aktivasyonunun anti-
apoptotik protein ekspresyonlarini artirdigini, uygulanan anti-timér tedavinin etkinligini
disurdugunl, béylece malign fenotipin gelisimine yardimci oldugunu gostermistir. Yine pek ¢ok
calisma normal prostat epitel hiicre hatlarinda NF-kB yolagini aktifleyen fosforile IKK-a/B (p-
IKK-a/B), fosforile IkB-a (p-IkB-a), NF-kB (p65, p50) gibi proteinlerin bazal diizeyde iken, prostat
kanseri hiicrelerinde yapisal olarak aktif halde olduklarini gostermistir (77, 169, 187) . Palayoor
ve arkadaslari, PC-3, DU-145, LNCaP gibi prostat kanseri hiicre hatlarinda NF-kB yoladina ait
proteinlerin ekspresyonunun hucrelerin androjene bagimli veya bagimsiz olmalarina gore
farkhlik gésterdigini belirtmislerdir. Bu ¢alismaya goére, androjenden bagimsiz PC-3 ve DU-145
hicrelerinde, NF-kB’nin DNA’'ya baglanma aktivitesinin ylksek, NF-kB aktivasyonuna aracilik
eden IKK-o’'nin aktif, NF-kB'nin yapisal inhibitéri olan IkB-a dizeylerinin ise dusuk oldugu
belirtiimistir. Androjene bagimli LNCaP’lerde ise NF-kB ve IKK-a’nin yapisal olarak bazal

dizeyde olmasina karsin, ¢esitli uyaranlarla aktiflesebilecedi belirtiimistir (169) .

NF-kB proliferasyon, anjiyojenez, metastaz, tumdr gelisimi, inflamasyon ve apoptozun
baskilanmasi ile ilgili genlerin transkripsiyonel aktivasyonlarini module edebilen bir sinyal
yolagidir. NF-kB'nin bloke edilmesi, timoér hucrelerinin proliferasyonunda azalmaya sebep

olmasi ve/veya bu hicreleri anti-timaor ajanlarin etkilerine daha duyarli hale getirmesi nedeniyle
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glinimuizde blyluk 6nem kazanmistir (142). Bunu destekler nitelikte Gilmore ve Herscovitch'in
yaptigi bir arastirmada NF-kB sinyalizasyonunun inhibisyonu icin kullanilan sekiz ylze yakin
farkll bilesik oldugu belirtilmigtir (80) . Bugiine kadar NF-kB sinyal yolagini inhibe eden ilaglarla
pek ¢ok calisma yapilmigtir. Bu ¢alismalardan birinde PC-3 ve DU-145 hicrelerinde yapisal
olarak bulunan, LNCaP’lerde ise induklenen NF-kB ve IKK-a aktivitelerinin anti-inflamatuvar bir

ila¢ olan ibuprofen ile inhibe edilebilecedi bildirilmistir (169) .

4.2. LPS’IN PROLIFERATIF ETKISI

inflamasyon, prostatinda bilylime gdzlenen hastalardan alinan patolojik doku
orneklerinde siklikla karsilagilan bir durumdur. Prostat buyumesi ile inflamasyon arasindaki
iliskiye 6zgl kesin mekanizma henlz tam olarak bilinmemekle birlikte, makrofajlarin veya
lenfositlerin aktivasyonu ve sitokinlerin ekspresyonunun bu stiregte énemli role sahip olabilecegi
diusunulmektedir. Makrofajlarda oldugu gibi, prostat epitel hiicrelerinin de inflamasyon sulrecini
tetikleyen proinflamatuvar sitokinleri saliverme 6zelligine sahip olmasi bu fikri desteklemektedir

(105).

LPS (Lipopolisakkarit), gram negatif bakteri hlicre duvarinin, glikolipit 6zellikteki yapisal
ve temel bileseni olan bir endotoksindir (66). LPS ayni zamanda makrofajlar i¢in en potent
aktivator olarak bilinmektedir (140). Pikogram diizeyindeki konsantrasyonlarinin dahi
makrofajlari aktive edebildigi gosterilmistir (66). LPS’in lipit A parcasi ile aktive olan
makrofajlarda sirasiyla dnce hiicresel aktivasyonun gercgeklestigi, ardindan sistemik toksisiteye
dénusen aktif pro-inflamatuvar molekdillerin saliveriimesinin uyarildigi bilinmektedir (66) . Bunlar
arasinda TNF-a, IL-1B, IL-6 gibi pro-inflamatuvar sitokinlerin ve ek olarak nitrik oksit,
prostaglandin E2 gibi diger inflamatuvar medyatérler ve MMP’lerin oldugu belirtiimistir (140) .
Kanser hicrelerinde ilaca karsi direng gelisiminde, proliferasyon, migrasyon ve invazyon gibi

sureclerde Toll benzeri reseptérlerin (TLR) rol oynadidi pek c¢ok calismada bildirilmistir.

135



Bunlardan ozellikle TLR4’Un prostat kanserinde ylksek oranda eksprese edildigi ve timor
hicresinin sag kalimi ile proliferasyonuna yardimci oldugu gésterilmistir (123,237). Bu
nedenle prostat kanserinin incelenmesinde, giglu bir inflamasyon ve proliferasyon tetikleyicisi
olarak goérev yapan ve TLR ligandi olan LPS'e olan ilgi artmistir. Saglikl prostat epitel
hicrelerinde ve prostat kanser hlcrelerinde yapilan pek ¢ok calisma LPS'in bu hicrelerde
proliferasyonu stimule ettigini de gdstermigtir (77,123,172). Iglesias-Gato ve arkadaslarinin
yaptigi calismada 1pg/ml konsantrasyondaki LPS’in PC-3 hicrelerinde olusturdugu proliferatif
yanit 5 glin boyunca izlenmis ve LPS’in 24. saatten itibaren bu hicrelerin proliferasyonunda
anlamli duzeyde indUkleyici etki gosterdigi belirlenmistir (105). Tum bu verilere ek olarak,
glinimlz arastirmalarinda erkek genitouriner sistemi enfeksiyonlarinin g¢ogunlukla prostat
kanserine de yol acabilen gram (-) bakterilerden kaynaklandiginin gosterilmesi ve LPS’in gram
(-) bakteri kaynakl bir ajan olmasi (123) nedeniyle, ¢calismamizda bu ajanin indikleyici olarak
kullaniimasina karar verilmistir. Bu amacla 24 saat sure ile farkl konsantrasyonlarda (0.1, 0.5, 5
pg/ml) LPS indiksiyonu sonucunda PC-3 hiicrelerinde gelisen proliferatif yanitlar tripan mavisi
hicre sayimi yontemi ile degerlendirilmis, 0.5ug/ml konsantrasyonda LPS kullaniminin 24 saat

icin en iyi proliferatif yaniti verdigi gézlenmisgtir.

4.3. LPS’IN MMP’LERE ETKISI

Farkh hucrelerde TNF-a, LPS, IL-1B8 gibi cesitli sitokinler ve TGF-B, HGF, EGF gibi
blylme faktoérleri aracihgiyla MMP aktivitesinin kontrol edilebildigi pek ¢ok arastirma grubu
tarafindan gosterilmigtir (140, 149, 188). Bu induksiyon ajanlarindan LPS ile farkh hucre
hatlarinda yapilmis ¢ok sayida ¢alisma oldugu goérulebilmektedir. Sigan mikroglia hiicre hattinda
(HAPI) yapilan bir calisma, LPS induksiyonunun MMP-1, MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonlarini
MRNA ve protein diizeyinde belirgin olarak artirdigini géstermistir (145) . Mikroglialara ait farkli
bir hiicre hattinda (BV-2) calisan diger bir arastirma grubu, LPS ile MMP-3’in mRNA ve protein
dizeyinde indlklenebildigini gobstermistir (32). Sigan mikroglia ve astrositlerinin  primer
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kultdrlerinde LPS indlksiyonu ile MMP-2 ve MMP-9 aktivasyonunda benzer sekilde belirgin artis
meydana geldigi gbézlenmistir (86). Jackson ve arkadaslarinin tam insan kani kullanarak
yaptigi bir calismada LPS indiksiyonunun Tip1 transizyonel B hicreleri ve T1 hucrelerinde
MMP-9 dizeylerini arttirdigi belirtiimistir (108). Siganlarin diz eklemlerinden alinan sinoviyal
membranlari Gzerinde in vitro olarak yapilan bir bagka calismada ise, LPS indiksiyonunun
MMP1a, MMP-1b, MMP-3, MMP-9, MMP-13, MMP-14, TIMP-1 ve TIMP-3 mRNA dizeylerinde
artma olusturdugu, MMP-2, TIMP-2 ve TIMP-4 dizeylerinde ise azalmaya neden oldugu
saptanmistir (104). Saglikh kisilerden alinan nétrofiller Gzerinde yapilan bir calismada LPS’in
MMP-7, MMP-8, MMP-9 ve TIMP-1 dlzeylerinde indukleyici role sahip oldugu gdsterilmistir
(201) . Bu caligmalardan farkli olarak, insan hepatoblastoma hucre hattinda (HepG2) LPS'in
MMP-2 ve TIMP-2 mRNA duzeyleri ile MMP-2/TIMP-2 oranini arttirirken jelatinaz aktivitesini
azalttig1 gosterilmistir (98) . Kemik iligi hicreleri ve mutasyona ugramis farelerden alinan B
hicrelerinde yapilan bir calismada ise, B hicrelerinde MMP-9'un spontan olarak uretildigi,
LPS’in pro-B, pre-B ve olgunlasmamis B hucrelerinde belirgin bir etki gdstermezken
olgunlasmis B hticrelerinde MMP-9 sekresyonunu stimile ettigi belirlenmistir (149). TUm bu
c¢alismalara dayanarak LPS'in az sayida farkh hicrede farkl yanitlara da sebep olabilmesine
karsin pek cok hicrenin MMP ekspresyon ve aktivitesi Uzerinde indukleyici roli oldugu
gorulmektedir. Prostat kanseri hicre hatlarinda LPS’'in MMP’leri indUkledigini gdsteren ¢ok
sayida calisma da bulunmaktadir. Bunlardan birinde, PC-3 ve LNCaP hicrelerinin farkh
konsantrasyonlarda ve farkli surelerde LPS indiksiyonunun benin prostat hiperplazisinde (BPH)
Ozellikle TLR-4-5-7-9’un, prostat kanserinde (PCA) ise 6zellikle TLR-1-2-3’Un ekspresyonlarinda
artis meydana getirdigi ifade edilmigtir. Bununla birlikte, incelemeye alinan BPH hastalarinda
kismen MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonu gdzlenirken, PCA’li hastalarin tamaminda MMP-2 ve
MMP-9 ekspresyonu oldugu saptanmistir (122). Bu ¢alismanin aksine Klein ve arkadaslari

LNCaP hucreleri Uzerinde LPS (5ug/ml, 48sa) induksiyonunun matrisilin grubu MMP’lerin
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ekspresyonunu degistirmedigini savunmuslardir (120). Bu bulgular, LPS ile indiklenen MMP
yanitlarinin  farkli dokulardan kaynaklanan hucreler kadar kanserli prostat dokusundan
kaynaklanan hicrelerin androjene bagimli olup olmamasina gére de degisiklik gdsterebilecegini
distundurmustir. Calismamizda PC-3 hicrelerinde indiksiyon olusturmak icin belirledigimiz
LPS'in (0.5ug/ml, 24sa) jelatinaz grubu MMP’lerin (MMP-2, -9) ekspresyon ve aktivitelerini
arttirdigi jelatin zimografi analizleri ile gosterilmistir. Bu sonuglar tripan mavisi ile sayim yontemi
sonucunda belirledigimiz LPS indlksiyonunun konsantrasyon ve suresinin MMP induksiyonu
olusturmak ve prostat kanseri stirecini incelemek icin de uygun oldugunu gdstermistir. Bununla
birlikte ¢ogu kanser hicresinde goéruldigid gibi bizim c¢alismamizda kullandigimiz PC-3
hicrelerinde de LPS ile indiksiyonu sonucunda jelatinaz aktivitelerinin ekspresyonlara kiyasla
daha belirgin sekilde arttigi gézlenmistir. Jelatin zimografi incelemelerimiz de her iki jelatinazin
ekspresyonlarindan ¢ok, aktivitelerinin arttigini géstermistir. Jelatinazlar arasinda ise daha énce
Huang ve arkadaslarinin da belirttigi gibi PC-3 hticrelerinde 6zellikle MMP-9’daki artisin MMP-
2'ye kiyasla daha fazla oldugu saptanmistir (101). Gergekten de ayni hicre hattinda LPS
induksiyonu ile yaptigimiz arastirmamizda MMP-9 ekspresyon ve aktivitesi anlamli dlzeyde
artarken, MMP-2 aktivitesinin disuk oranda artis gdsterdigi ve ekspresyonunun ise degismedigi
belirlenmigtir. Yine yaptigimiz incelemeler sonucunda LPS'in kanser veya prostat hicrelerinde
MMP-8 ve MMP-10 duzeylerinde olusturdugu etkileri inceleyen herhangi bir c¢alismanin
bulunmadigi saptanmistir. Bu kapsamda incelemelerimiz sonucunda bir kanser ve prostat hiicre
hatti olan PC-3 hicrelerinde LPS'in MMP-8 ve MMP-10 ekspresyonlarinda artisa yol agtigi ilk

kez tarafimizdan gosterilmistir.

4.4, LPS’IN NF-kB YOLAGINA ETKILERI

LPS ile stimulasyonun, NF-kB yolaginin yani sira, mitojenle aktive olan protein kinaz
yolagi (MAPK; ERK1 ve 2, JNK ve p38) dahil pek ¢ok hicre i¢i sinyal yoladi araciliyiyla da

gerceklesebilecedi belirtiimektedir. Kesin olmamakla birlikte bu sinyal yolaklarinin NF-kB
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(p50/65) ve AP-1(c-Fos/c-Jun) gibi gesitli transkripsiyon faktorlerini aktif hale getirebilecedi de
gosterilmistir (90) . Farkli hiicre hatlarinda LPS'in dogrudan ya da diger yolaklar araciligiyla
dolayli olarak NF-kB sinyal yolagi tzerinde olusturdugu disunilen etkilerini degerlendiren ¢ok
sayida calisma yapilmistir. insan mezensimal kok hiicreleri tizerinde LPS stimiilasyonu ile
NF-kB yolagi arasindaki iliskiyi degerlendiren bir caligmada, bu hicrelerdeki NF-kB aktivitesinde
LPS ile anlamli derecede artis olusturulabilecegi tespit edilmis, benzer sekilde farkh kok hicre
calismalarinda da NF-kB’nin proliferasyon, farklilasma ve migrasyon sireclerinde rol alabilecegi
ayni calismada ifade edilmistir (40). BPH ve PCA olusumu ve gelisiminden inflamasyonlu
prostat duz kas hucrelerinin sorumlu olabilecegini belirten Leimgruber ve arkadaglar, LPS (0.1,
1, 10ug/ml) ile indiklenen normal sican primer prostat diz kas hicrelerinde 10. dakikadan
itibaren NF-kB ve TLR4 ekspresyonlarinin arttigini ancak CD14 (LPS sinyal yolaginin ko-
reseptori) dizeyinde herhangi bir degdisiklik olusmadigini bildirmislerdir. Ayni arastirmada artan
NF-kB ekspresyonunun 30. ve 120.dakikalarda zamana baglh olarak azaldigi belirtilmistir
(129). Bu arastirmanin sonuglari LPS ile indiklenen prostat hicrelerinin NF-kB ekspresyon
yanitlarinin canli tartine, hicrenin kdkenine ve hucrelerin saglikli ya da kanser olusuna gore
degisebilecegini géstermektedir. Prostat kanseri akciger metastazi epitel hicre hatti olan MAT-
LU hicreleri ile yapilan diger bir galismada ise LPS (1ug/ml, 24sa) indiksiyonu ile hicrelerdeki
TLR4 ve CD14 mRNA duzeyleriyle paralel olarak NF-kB nikleer translokasyonunun arttigi
bildirilmigtir (78). Saglikh insan prostat epitel hicre hatti RWPE-1’lerde g¢alisan Kim ve
arkadaslari, LPS (10pug/ml, 1sa) ile uyarimin p-lkB-a ekspresyonunda artma, IkB-a
ekspresyonunda ise azalma olusturdugunu gdézlemlemis, LPS’in bu hicrelerde NF-kB
aktivasyonunu uyarabilecedi sonucuna varmiglardir (117). RWPE-1 hicrelerinde c¢alisan
Kundu ve arkadaglari, LPS’in NF-kB ekspresyonu Uzerindeki bu indukleyici etkisinin
konsantrasyon ve zamana bagl olarak degisebilecegini belirtmislerdir. ilgili calismada, 10 ve

100ng/ml konsantrasyonlarda LPS induksiyonu ile NF-kB aktivitesinin 24. saatte maksimum
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sekilde arttigi, daha sonra azaldidi ve bu azalmanin 120. saate kadar devam ettigi belirtiimistir.
1ng/ml gibi dusuk konsantrasyonlarda ise LPS indiksiyonunun NF-kB'nin aktivasyonunu
zamana bagli olarak 120. saate kadar artirdi§1 da ifade edilmistir (123). Bu ¢alismalardan elde
edilen sonuclara paralel olarak, epitel kaynakl prostat kanser hicre hatti olan PC-3
hicrelerinde yaptigimiz ¢galismamizda da 24 saat sureli LPS indiksiyonunun NF-kB ve p-lIkB-a
ekspresyonlarini arttirdigi gézlenmis ancak Kim ve arkadaslarinin ¢calismalarindan farkl sekilde
IkB-a ekspresyonunun degismedigi saptanmistir. Calismamizda kullandigimiz  1kB-a
antikorunun total 1kB-a dizeyini belirlemeye yonelik bir antikor olmasi nedeniyle, belirledigimiz
total 1kB-a dizeyinin p-1kB-a ve IkB-a ekspresyonlarinin toplamini temsil ettigi ve 24 saat gibi
uzun bir slrede p-IkB-a dizeyi artarken, IkB-a dizeyinin azalmis olabilecegi, bu nedenle de
total diuzeyin degismedigi dusunudlmustir. Bununla birlikte LPS indlksiyonu sonucunda 24.
saatte NF-kB, p-lkB-a ve IKK-B dizeylerinin hem western blot ydntemi ile hem de
immunohistokimyasal olarak artmis sekilde gorilmesi, NF-kB yolaginin hala aktif durumda
oldugunu ve uyaranlara cevap verebildigini géstermektedir. Bir baska calismada ise LPS ile
uyarilmis THP-1 makrofaj hicreleri tarafindan salinan proinflamatuvar sitokinlerin bulundugu
ortama maruz kalan androjene bagimli prostat kanseri epitel hiicre hatti LNCaP’lerin NF-kB
ekspresyonlarinda artma oldugu saptanmigtir. Buna karsin LNCaP’lere 3 saat boyunca ayni
konsantrasyonda dogrudan LPS uygulamasinin ise NF-kB ekspresyonunu degistirmedigi
g6zlenmistir (231). Bu sonuglar NF-kB gibi androjene bagimli prostat hicrelerinde LPS
indiksiyonun diger indikleyici faktérler olmaksizin  NF-kB ekspresyonunu dogrudan
etkilemeyebilecegini gostermistir. Androjenden bagimsiz prostat kanseri hucreleri olan DU145
ve JCA1 hdcrelerinin kullanildigi bir galismada ise 1.5 pg/ml LPS ve 7.5ng/ml TNF ile NF-kB
sinyalizasyonun uyarilabildigi belirtiimigtir (76). Bu bulgular androjenden badimsiz prostat
kanser hucrelerinde NF-kB sinyalizasyonunun LPS ile indiklenebilecegini dusundirmustur. Bu

calismalarin disinda tek basina LPS uygulamasinin PC-3 hiicrelerindeki NF-kB ekspresyonlari
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Uzerindeki etkilerini degerlendiren farkli ¢alismalar da yapilmistir. Bunlardan lglesias-Gato ve
arkadaglarinin galismasinda, diger androjenden bagimsiz hicrelerde oldugu gibi PC-3
hicrelerinde de LPS ile NF-kB aktivasyonunun uyarilabildigi gérilmus ve bu etkinin LPS’in TLR-
4’leri dolayli ya da dolaysiz olarak etkilemesinden kaynaklanabilece@i belirtiimigtir (105).
Benzer sekilde DU145 ve PC-3'lerde yapilan bir diger calismada LPS (1pg/ml, 30dak)
indiksiyonu ile NF-kB aktivasyonunun arttigi saptanmistir. Ayni calismada inhibitor etkili retijerik
asit b isimli madde ile 24-48 saate kadar p65 ve p-lkB-a'nin mRNA ve protein ekspresyon
dizeylerinde azalmanin izlenebildigi gosterilmistir (135). Zhang ve arkadaslarinin PC-3
hlcrelerinde yaptigi ¢alismada ise LPS (10ng/ml, 24sa) ile TLR4 aktivasyonunun NF-kB’nin
nukleer translokasyonunu ve TNF uretimini artirdi§1 saptanmis, ek olarak bu hticrelerde LPS ile
indiksiyonun NF-kB sinyal yolaginin 6ncesinde yer alan PI3K ve AKT ekspresyonlarini da
artirdigi belirlenmistir (237). LPS'in TLR4 aracii NF-kB sinyal yolagini kullanarak kronik
bakteriyel prostatit ile gelisen prostat karsinojenezinde dnemli rol oynadigini gosteren bir diger
calismada, PC-3 hiicrelerinde selenyum uygulamasi sonrasi LPS (10ug/ml, 3sa) indiksiyonu
yapilmistir. Sonug olarak, selenyum'un LPS ile stimile edilen PC-3 hiicrelerinde p65'in niikleusa
translokasyonunu inhibe ederek koruyucu etki gdsterebilecedi belirtiimistir (172). PC-3
hlcrelerinde yapilan tim bu ¢alismalara paralel sekilde kendi ¢calismamizda da 24 saat sureyle
0.5pg/ml konsantrasyonda kullanilan LPS’in NF-kB, p-lIkB-a ve IKK-B ekspresyonlari Uzerinde
indUkleyici etki gdsterdigi tarafimizca belirlenmistir. Bu sebeple daha énce yapilmis ¢alismalarin
sonuglarindan faydalanarak belirledigimiz LPS'e ait indlksiyon slresi ve konsantrasyonunun,

NF-kB sinyalizasyonunu uyarmak i¢in uygun oldugu anlagiimigtir.

4.5. LPS’IN NF-kB ARACILI MMP’LERE ETKILERI

LPS'in MMP'ler Gzerindeki indikleyici etkisine iliskin ¢ok sayida galismaya rastlamak
mudmkinken, LPS aracili MMP yanitlarina NF-kB sinyalizasyonunun aracilik ettigini gésteren

kisitll sayida ¢alisma bulunmaktadir. RAW264.7 ve THP1 makrofaj hiicre hatlarinda yapilan bir

141



calismada LPS indiksiyonu sonucu saliverilen IL-8, MCP-1, IL-1B ve TNF-a gibi sitokinlerin
MMP-9 aktivasyonuna yol ac¢tigi bildirilmistir. Bu c¢alismada LPS indiksiyonunun IkB-a
fosforilasyonunu, NF-kB’nin nikleusa translokasyonunu, buna paralel olarak MMP-9
ekspresyon ve aktivasyonunu artirdigi, IkB-a dizeyini ise azalttigi ifade edilmistir (118).
Calismamizda inceledigimiz PC-3 hucrelerinde ise LPS induksiyonu sonrasi MMP-9 ekspresyon
ve aktivitesi ile MMP-2 aktivitesinin arttigi jelatin zimografi analizleri ile gosterilmistir. Ancak
jelatin zimografi analizlerimizde proMMP-2 bantlari, aktif MMP-2 bantlarina kiyasla ¢cok zayif
olarak gorulebilmistir. Yapilan western blot analizlerimizde ise LPS indiksiyonu sonrasi MMP-9
ekspresyonunun arttigr, MMP-2 ekspresyonunun ise degismedigi belirgin sekilde gdzlenmigtir.
Ayni MMP-2 antikoruyla western blot yontemini kullanan Attiga ve arkadaglari da fibroblast
hicre kaltur ortami ile induklenen DU-145 hicrelerinde 0Ozellikle proMMP-2 dizeyindeki
degisimleri belirgin olarak gorebildigi halde aktif MMP-2 dizeyindeki degisimleri net olarak
izleyememistir (7). Bu sonuglar kullandigimiz antikorunun androjenden bagdimsiz prostat
kanseri hicrelerde MMP-2 aktivitesinden ¢ok proMMP-2 ekspresyonunu belirlemeye uygun
oldugunu distndurmastir. Ayrica calismamizda PC-3 hicrelerinde LPS induksiyonu sonrasi p-
IkB-a duzeyinin artmasina kargin, total IkB-a ekspresyon dizeyinin degismedigi gosterilmistir.
Yukarida da belirtildigi gibi total IkB-a dizeyinde azalmanin gergeklesmemesi, LPS indiksiyonu
ile olusan p-1kB-a ve IkB-a ekspresyonlarindaki degisimlerin farkli yonde olmasi sonucunda total

IkB-a dizeyinin degismemesi ile agiklanmigtir.

LPS ile indiklenen NF-kB sinyalizasyonunun aracilik ettigi jelatinaz ekspresyon ve
aktivitelerindeki degisimi farkli hicre ve dokularda inceleyen g¢alismalardan yukarida
bahsedilmistir. Buna kargin, LPS indiksiyonu sonrasi NF-kB aracili MMP-8 ve MMP-10
ekspresyonlarindaki degisimleri inceleyen ancak sinirh sayida c¢alismaya rastlanmistir.
Bunlardan pankreas hicreleri ve makrofajlarla yapilan pankreatitle ilgili bir calismada LPS ile

induksiyon sonucunda p65'e bagimli sekilde gelisen MMP-10 aktivitesinin arttigi belirtiimistir
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(216). Bu bilgiyi destekler nitelikte Reel ve arkadaslarinin insan monosit ve makrofaj
hicrelerinde yaptigi bir calismada LPS indiksiyonunun COX enzimlerinden bagimsiz sekilde
MMP ekspresyon ve aktivitelerini artirdi§i gosterilmis, olusan MMP-1, MMP-10 ve MMP-14
ekspresyon artislarinda ERK1/2, JNK-MAPK ile IKKB/NF-kB yolaklarinin etkisinin olabilecegi
bildirilmistir (184). Insan nétrofil hiicreleri ile yapilmis bir calismada ise LPS indiksiyonunun
MMP-7, MMP-8, MMP-9 ve TIMP-1 diizeylerinde meydana getirdigi artis NF-kB ve AP-1
transkripsiyon faktorleri ile iligkilendirilmistir (201). Diger calismalarin sonuclariyla uyumiu
olarak, bizim ¢alismamizda da 24 saat boyunca 0.5ug/ml LPS ile indiklenmis PC-3 hiicrelerinde
MMP-9 ekspresyon ve aktivitesi ile MMP-8 ve MMP-10 ekspresyonlarindaki artisa paralel olarak
NF-kB ve p-lkB-a ekspresyonlarinin da arttigi belirlenmistir. Ayrica 24 saatlik LPS indiksiyonu
sonrasinda NF-kB’nin nikleusa ftransloke halde olduju da imminohistokimyasal olarak
tarafimizdan gosterilmistir. Bazi ¢alismalarin LPS indiksiyonuna bagh olarak olusan MMP
ekspresyonlarindaki artisi, AKT/IKK-B aracii NF-kB yolagiyla iligkilendirdigi goéralmustir
(52,85, 141). Bunlardan birinde, RAW264.7 makrofaj hiicrelerinde LPS’'in MMP-9'u stimile
ettigi ve bu stimilasyondan buyuk oranda PI3K/Akt/IKKa/NF-kB kaskadinin sorumlu oldugu
belirtiimistir (150). Bu kaskadin MMP aktivasyonundaki rolinlt ilk kez aciklayan Lu ve
arkadaslari caligsmalarinda proteozom inhibitdrleri araciligiyla NF-kB yolaginin, PI3K inhibitorleri
araciigiyla da PI3K/AKT yolaginin MMP-9 regulasyonu igin énemini gdstermislerdir. Sonug
olarak da bu hicrelerde LPS'in NF-kB yolagi araciligiyla MMP-9 aktivasyonu olusturdugunu
belirtmiglerdir (141). NF-kB sinyalizasyonu aracili MMP up-regulasyonunun MAPK aktivasyonu
araciligiyla gelistigini savunan calismalar da mevcuttur. Bunlardan RAW264.7 hicrelerinde
yapllmis ¢alismalarda, LPS indiksiyonun MAPK yolagi aktivasyonunu, NF-kB’nin p65 alt
Unitesinin translokasyonunu, NF-kB DNA baglanma ve reporter gen aktivitesini uyararak MMP-9
ekspresyonunu artirdigi ifade edilmistir (33,140). BV-2 mikroglia ve RAW264.7 makrofaj

hicrelerinde de LPS ile indiklenme sonucunda artan NF-kB translokasyonu ve baglanma
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aktivitesine bagli olarak MMP aktivasyonunun in vitro ve in vivo olarak arttigi gosterilmistir (27) .
Bagka bir calismada THP-1 makrofaj hicrelerinde LPS indiksiyonunun NF-kB ve MMP
aktivitelerini arttirdigini  gésteren benzer sonuglara rastlanmistir (128). insan nétrofil
hicrelerinde yapilan baska bir calismada da LPS indiksiyonu ile uyarilan MAPK yolagi
araciigiyla NF-kB ve AP-1 transkripsiyon faktorlerinin  MMP dretimini  dUzenledigi, bu
transkripsiyon faktorlerinin inhibisyonu ile MMP'lerin baskilanabildigi bildirilmistir (201). Bu
calismalardan farkli olarak NF-kB'nin siRNA transfeksiyonu sonucunda bloke edildigi karaciger
hicre hatlarinda LPS indiksiyonunun anti-apoptotik Bcl-2 proteini ve karaciger tip-1 kollajen
mRNA'sin1 azaltirken, MMP-2 aktivitesini uyardigi ve hulcrelerin apoptoza yonelirken MMP
Uretimini arttirdigini bildiren bir galismaya da rastlanmistir (41) . Bu ¢alismada NF-kB yolaginin
blokaji ile apoptozun indiklenmesine karsin MMP-2 ekspresyonunda gelisen bu artis hiicre

farkhhigindan kaynaklanan istisnai bir durum olarak gézikmektedir.

Prostat kanser hlcrelerinde NF-kB aracili MMP aktivasyonunu incelemis c¢alismalara
bakildiginda, PC-3 ve DU145 gibi androjenden bagimsiz prostat kanseri hiicrelerinde TNF-a ve
PMA gibi farkli indUkleyici ajanlarin kullanildigi sinirl sayida arastirmaya rastlanmistir. Bahsi
gecen calismalarda s6z konusu indukleyicilerin NF-kB ve AP-1 araciligiyla 6zellikle MMP-9
aktivasyonuna ve bodylece metastaz, anjiyojenez ve invazyon gelisimine yol actigi belirtiimistir
(152,203,221). LPS ile induklenen PC-3 hucrelerinde yaptigimiz galismamizda, NF-kB sinyal
yolaginin aktivasyonu araciligiyla MMP-2 ve MMP-9 aktivitesine ek olarak MMP-8, MMP-9 ve
MMP-10 ekspresyonlarinda artis olustugu ilk kez tarafimizdan bildirilmistir. Bu ydniyle
¢alismamizin bulgulari, PC-3 androjenden badimsiz prostat kanseri hicrelerinde LPS’le
induklenen MMP aktivasyonuna NF-kB yolaginin aracilik edebilecegini gostermektedir. Bununla
birlikte daha dnce yapilan pek ¢ok calismada NF-kB'nin 6zellikle MMP-9 (zerindeki promotér
bolgesinin varligindan sik¢a s6z edilirken, MMP-2'nin NF-kB aracili uyarima cevap vermedigini

gOsteren calismalarin mevcut oldugu goértlmektedir (101). Ancak jelatinazlar disindaki diger
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MMP'lerde NF-kB promotor bdlgesinin varligi/yoklugu veya bu MMP’lerin aktivasyonunun NF-kB
araciligiyla gerceklesip gerceklesmedigini beliten herhangi bir calisma saptanamamistir.
Calismamizda LPS indiksiyonu sonucunda NF-kB sinyalizasyon yolagdi aktivasyonuna paralel
olarak MMP-8, MMP-9 ve MMP-10 ekspresyonlari artarken MMP-2 ekspresyonunda ise belirgin
bir degisme olmadi§i gdsterilmistir. Bu veriler jelatinaz grubu MMP’lere ek olarak MMP-8 ve
MMP-10'un da NF-kB promotdr bdlgelerinin bulunabilecegini ve buna bagl olarak bu MMP’lerin
ekspresyonlarinin NF-kB araciligiyla transkripsiyon duzeyinde dizenlenmis olabilecegini

dusundurmektedir.

4.6. DOKSISIKLININ PROLIFERASYONA ETKISI

Doksisiklin, metal iyonlarini selatlayabilen, tetrasiklin ttrevi bir ilagtir. Genis spektrumlu
bir antibiyotik olma 6zelligi ile taninan bu ilacin s6z konusu 6zelliginin yani sira MMP sentez ve
aktivitesi, IL-1 sentezi, aktif B hicrelerinin fonksiyonlari, aktif makrofajlarin olusturdugu LPS
aracili nitrik oksit sentezi, kilture edilmis kondrosit hlcrelerindeki kollajen sentezi gibi gok
sayida hucresel fonksiyon U(zerinde inhibitor etki gosterdigi de anlasiimistir. Bu nedenle
doksisiklin arastirmacilarin ilgi odagi haline gelmis bir ajandir (206). Mitokondriyal sureglerin
antibiyotiklerce selektif olarak inhibe edilebileceginin fark edilmesinden sonra, karsinojenezin
uyarildigi timodrlerdeki blylmenin de antibiyotiklerce inhibe edebilecegini gdsteren pek cok
calisma yapiimistir. Bu calismalarin sonucunda tetrasiklinlerin sitotoksik aktiviteye de sahip
olabilecegi dusunulmuistur. Doksisiklin gibi tetrasiklinlerin bazi timor modellerinde anti-timor
aktivite goOsterdigi, ancak zayif in vivo etkileri ve morbidite gdstermeleri nedeniyle kanser
tedavisinde uzun sureli kullanimlarini kisitlayabilecegi dusunudlmistir (139). Dolayisi ile bu
ajanlarin timore olan ézgunlikleri Gnem kazanmistir. Bu amagla, farkli hucrelerin tetrasiklinlere
olan farkli selektif gecirgenliklerine bagl olarak olusan 6zgin sitostatik aktiviteleri aragtirmalarla
test edilmistir. Yapilan arastirmalardan birinde doksisiklinin si¢canlarda ilaca gecirgen T hicre

I6semilerinin hucre proliferasyonunu inhibe ederken, gecirgen olmayan eritroid ve B lenf
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hicrelerinde ise etkisiz olmasi, ilacin 6zgunligunid goéstermesi bakimindan umut verici olarak
goralmuistir (222). Ayrica, tetrasiklinlerin bu sitostatik etkilerini fibroblast ve sarkom
hicrelerinde de gdstermesi (193) ilacin antikanser etkileriyle ilgili calismalari arttirmistir. Gugla
bir MMP inhibitoru olmasinin yaninda uzun yari 6murld, ucuz ve potent bir ilag olmasi nedeniyle
doksisiklinin, PC-3 prostat kanseri hicrelerinde yaptigimiz galismamizda kullanimi uygun
goOrulmistir. Bununla birlikte doksisiklinin NF-kB sinyalizasyonu Uzerindeki inhibitér etkilerini
inceleyen az sayida calismanin olmasi da ilacin bu yonilyle degerlendiriimesinin uygun
olacagini dusindirmustir. Sitotoksik etkilerin degerlendirildigi farkli ¢calismalarda, tetrasiklin ve
turevlerinden (doksisiklin ve minosiklin) o6zellikle doksisiklinin digerlerine kiyasla insan
adenokarsinom hicrelerindeki sag kalimi daha fazla inhibe etme yetenegine sahip olarak
gOsterilmesi de (58) calismamizda tetrasiklinler arasindan doksisiklinin segilmesinde etkili
olmustur. Doksisiklinin de Uyesi oldugu tetrasiklinlerin sitotoksik etkilerinin mekanizmasini
aciklamak Uzere yapilan ¢alismalar sonucunda, bu etkilerinin hicre dongusitnin G1 fazini bloke
etmelerine bagh olarak gelisen proliferasyonun durdurma yeteneklerinden (193),
proinflamatuvar mediatorlerin ekspresyonlarinin diizenlenmesinde énemli role sahip olan NF-kB
ve p38 MAPK vyolaklarini inhibe etmesinden (16) kaynaklanmis olabilecegi belirtilmistir. NF-
kB'nin bu etkisini p53'Un transkripsiyonel dizeyde indiklenmesini ve protein dizeyinde
stabilizasyonunu saglayarak goésterdigini bildiren bir ¢alisma da bulunmaktadir (181). Séz
konusu calismada pankreatik hiicre hatti MDAPanc-28 U(zerinde, doksisiklinin anti-kanser
etkisinin p53'in negatif regulatéri HdmM2 duzeyini azaltmasindan ve buna bagl olarak p53’Un
yart omrindn uzamasindan dolayl oldugu savunulmustur (181). Farkh mekanizmalarin
Onerildigi bu calismalardan yola c¢ikilarak doksisiklinin NF-kB sinyalizasyonunu inhibe etmek
suretiyle MMP aracih proliferasyonu engellemis olabilecegi fikri galismamizda inceleme konusu

olmustur.
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Kanser hilicre hatlarinda yapilan c¢alismalar, doksisiklinin karsinojenezin pek ¢ok
asamasini inhibe edici 6zellikte oldugunu gdéstermistir. Rubins ve arkadaslari doksisiklinin
malign mezotelyal proliferasyonu inhibe edebildigini savunmusg (190), Onoda ve arkadaslari ise
kolorektal hiicre hatlarindaki invazyonun doksisiklin ile inhibe edildigini géstermistir (165).
Ayrica bagka bir calismada doksisiklinin meme kanserinde gelisen proliferasyonu, kemik
metastazini, jelatinaz aktivitelerini azalttigi da gosterilmigtir (71,193). Farkh kanser turleri ile
calisan Fife ve arkadaglar da insan gogus kanseri hucreleri (MDA-MB-435), insan prostat
adenokarsinom hicreleri (LNCaP) ve insan osteosarkom hiicrelerinde (U20S) yaptiklari
calismalarda doksisiklinin hlcre proliferasyonunu, jelatinaz ekspresyon ve aktivitesini, matrijel
invazyonunu inhibe ettigini ve DNA fragmantasyonu ile apoptozu indikledigini géstermislerdir
(72) . Doksisiklinin 6zellikle prostat hicrelerinin proliferasyonuna etkisini degerlendiren diger
calismalar da farkh hiicre tipleriyle ayni dogrultuda sonugclar vermistir. insan renal ve prostat
karsinom hicrelerinde yapilan ¢alismalarda, tetrasiklinlerin sitostatik etkiye sahip oldugu, hatta
uzun sureli tedavi sonrasinda da sitotoksik etki gosterdikleri belirtiimistir (186, 193) . Baska bir
calismada prostat ve renal karsinom hucrelerinde doksisiklin ile yapilan sitotoksik tedavi
sonrasinda olusan DNA fragmantasyonunun apoptoz gdéstergesi oldugu belirtilmistir
(70,72,193). Fife ve arkadaslarinin LNCaP hucreleri ile yaptigi calismada, tripan mauvisi ile
sayim yontemi kullaniimig, 5 ve 10 pg/ml konsantrasyonlardaki doksisiklinin proliferasyonu
inhibe ettigi belirtilmistir. Ayrica doksisiklinin (10pug/ml) jelatinazlari inhibe ettigi jelatin zimografi
yontemi ile gosterilmistir (72). Bu sonuglara paralel olarak ¢alismamizda inceledigimiz PC-3
hicrelerinde de 5 ve 10 ug/ml konsantrasyonlardaki doksisiklinin proliferasyonu inhibe ettigi
tarafimizdan gdsterilmistir. Doksisiklinin proliferasyonu inhibe edici 6zelliginin in vitro deneylerle
gosterilmesinden sonra, arastirmacilar bu deneylere ek olarak insan kaynakli timor hcreleri
aktarilmis hayvan modellerinde ¢alismaya baslamistir. Chen ve arkadaslarinin transgenik PC-3

hucreleri Uzerinde yaptigi ¢calismada doksisiklinin (1ug/ml, 1-2gin) proliferasyonu inhibe edici
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Ozellikteki plasminojen aktivator inhibitori-1’in (PAI-1) ekspresyonunu uyararak endotelyal
apoptozu artirdi§i, bdylece anjiyojenez ve timorojenezi inhibe ettigi savunulmustur. Ayni
calismada farelerde in vivo olarak doksisiklin kullaniminin PAI-1 ekspresyonunu uyararak timor
gelisimini inhibe ettigi de gosterilmistir (31). Bu calismalara paralel sekilde Lokeshwar ve
arkadaglarinin ¢alismasinda prostat kanserine karsi kullanilan doksisiklinin ve antibiyotik 6zelligi
olmayan, kimyasal olarak modifiye edilmis tetrasiklinlerin (CMT’ler) in vitro olarak prostat hiicre
proliferasyonunu, timér hicrelerinin invazyon potansiyelini azaltti§i; sican metastatik prostat
timorlerinde ise timor blylime ve metastazini inhibe ettigi gosterilmistir. Ek olarak tetrasiklin
tirevlerinden kaynaklanan bu etkilerin hicre doéngusinin GO0/G1 fazinda durdurulmasi
nedeniyle ortaya ¢iktigi belirtiimistir. Ayrica yapilan klinik ¢alismalarda, oral olarak kullanilabilen
ve toksik olmayan CMT-3 gibi tetrasiklinlerin prostat ve dijer metastatik kanser tirlerinin
tedavisinde kullanilabilme potansiyeline sahip oldugu belirtilmistir (139). Sonug olarak, pek ¢ok
in vitro ve in vivo calismada kullanilan tetrasiklin tlirevlerinin mezotelyom, osteosarkom ve
g6gUs kanserlerinde oldugu gibi prostat kanseri hiicrelerinde de sitotoksik etkiler gosterebildigi
belirlenmistir. Onceki calismalara paralel sekilde calismamizda PC-3 hiicrelerinde tripan mavisi
hicre sayim yontemi kullanilarak doksisiklin ile hiicre sayilarinin azaldiginin belirlenmesi, jelatin
zimografi analizlerinde de proliferasyondan sorumlu jelatinaz ekspresyon ve aktivitelerinin

azaldiginin gosterilmesi doksisiklinin antiproliferatif etkisini ortaya koymustur.

4.7. DOKSISIKLININ MMP’LERE ETKISI

GUnumuzde, tetrasiklin ve turevlerinin gugli MMP inhibitéri 6zellige sahip olduklari ve
antibiyotik etkileri diginda birgok hucresel foksiyonu etkileyen ¢ok yonlu ilaglar olduklar
bilinmektedir (81,193). iki binli yillarin baslarina kadar yapilan ¢alismalarda doksisiklinin MMP
inhibitora etkisinin mekanizmasi henuz kesin olarak aydinlatilamasa da bu etkisine iligkin bazi
olasi mekanizmalar ileri sUrllmustar. Doksisiklinin  MMP inhibitéri etkisini, MMP’lerin

+2s

yapisindaki Zn*? veya Ca'®a baglanarak enzimin aktif bolgesini bloke etmesiyle, aktivasyon
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esnasinda proenzimi pargalanmaya yatkin hale getiren yapisal degisikliklere neden olmasiyla,
MMP’lerin mRNA transkripsiyonunu inhibe etmesiyle, ekstraselller aktivasyon esnasinda pro-
MMP zimojenini yikima ugratmasi ya da bu mekanizmalardan birkagiyla iliskili olarak gosterdigi
disunulmastir (72,81). Ginimuizde ise doksisiklinin anti-mikrobiyal etkisinden farkli olarak
MMP inhibitora etkisini bazi hicre tiplerinde MMP aktivitesini inhibe etmek veya MMP
aktivasyonu esnasinda enzimi yikmak suretiyle dogrudan gosterdigi disunulmektedir. Bunlara
ek olarak, doksisiklinin MMP transkripsiyonunu azaltmak, pro-jelatinaz ve pro-kollajenazlarin
aktivasyonunu saglayan reaktif oksijen tirlerini ortadan kaldirmak suretiyle dolayli sekilde
inhibisyon yaptigi da ileri slriilen gérisler arasindadir (28). Onceki bilgilerin 1s1ginda,
calismamizda da PC-3 hiucrelerinde doksisiklinin MMP inhibitéri etkisinin altinda yatan
mekanizmanin arastiriimasi hedeflenmistir. Bu amacla bir transkripsiyon faktéri olarak bilinen
ve kanser sirecinin pek ¢ok basamaginda goérev alan NF-kB sinyal yolaginin MMP'ler

Uzerindeki transkripsiyonel etkileri ve roll incelenmisgtir.

Tetrasiklinlerin MMP inhibitdrt rolinG incelemek Uzere yapilan ¢alismalarda bu ilaglarin
damarlarda intimal kalinlagsmayi azalttigi (14, 107) aortik anevrizmada (42, 215), periodontal
hastalikta (17) ve artritte matriks yikimini azalttigi (87, 209), timor hicre invazyonunu, tumor
metastazini (72,197) ve tumdr anjiyojenezini inhibe ettigi (214) gosterilmistir. Pek ¢ok hucre
tipinde MMP inhibitdéri yetenekleri bakimindan kiyaslanan tetrasiklin, doksisiklin ve
minosiklinden Ozellikle jelatinaz inhibitor aktivitesi en gugli olan doksisiklinin gogu calismada
tercih edildigi belirtiimistir (193). Fife ve arkadaslarinin tetrasiklin analoglariyla yaptigi bir
calismada bu ajanlarin anti-anjiyojenik aktiviteye sahip oldugu ve in vitro olarak 10uM ve Uzeri
doksisiklin konsantrasyonlarinin MMP’leri irreversibl olarak inhibe ettigi gosterilmistir (71).
Hanemaaijer ve arkadaslarinin romatoid sinoviyal fibroblastlar ve insan endotel hicrelerinde
yaptidi diger bir calismada, bu hucrelerde TNF ve PMA induksiyonlari ile MMP-8 mRNA ve

protein dizeylerinde artis olustugu bildirilmistir. Ayni ¢alismada 50uM doksisiklinin tip2 kollajen
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yikimini tamamen inhibe ettigi gosterilmistir. Bu sonuclar doksisiklinin spesifik olarak MMP-8
ekspresyon ve aktivitesini inhibe etmesi ile iliskilendirilmistir (94). Cho ve arkadaslari da
mikroglial BV-2 hicrelerinde yaptiklari bir calismada LPS’le indikleme sonrasinda doksisiklinin
MMP-3 mRNA ve protein dlzeylerinde azalma olusturdugunu gézlemlemistir (32). C8161
malign melanom hucrelerinde yapilan bir diger galismada ise tetrasiklin ttrevi bir MMP inhibitora
olan COL-3’'Un jelatinazlari inhibe ettigi aciklanmistir (186). Doksisiklinin MMP inhibitori
Ozelligini prostat kanseri hicrelerinde de goésterdigi sinirh sayida calismada bildirilmistir.
Lokeshwar ve arkadaslarinin PC-3, DU145 ve MAT-LyLu hucreleri ile yaptigi calismalarda
Ozellikle doksisiklin ve CMT-3'Un proliferasyon gibi karsinojenik 6zelliklerle birlikte jelatinaz tipi
MMP aktivasyonunu da inhibe ettigi gosterilmistir (137) . Bu ¢alismalara ek olarak, farkh kanser
hicrelerinde c¢esitli indlksiyon ajanlari ile indiksiyon yapildigini gésteren ve bu hicrelerde
doksisiklinin  MMP inhibitoru etkisini inceleyen c¢alismalar da bulunmaktadir. Roomi ve
arkadaslarinin yaptigi calismada sadece MMP-2 eksprese eden akciger kanseri (A-549) ve
MMP-2 ile MMP-9'un her ikisini de eksprese eden malign mezotelyom (MSTO-211H) hicre
hatlarinda, doksisiklinin jelatinaz duzeylerini inhibe ettigi gosterilmistir. Ayni calismada
doksisiklinin PMA indUksiyonu sonrasi her iki jelatinaz aktivasyonunu konsantrasyonla orantil
bir sekilde inhibe ettigi gdsterilmistir (188). Ayni grubun ovaryum (Hela, DoTc2-4510) ve
serviks kanseri (SK-OV-3) hicre hatlan Uzerinde yaptidi bir bagka ¢alismada, LPS'in servikal
kanser hlcre hatlarindaki jelatinaz ekspresyonlarini artirdigi gortlirken, ovaryum kanser hicre
hattini etkilemedigi belirtiimistir. Ancak PMA ile induklendiginde her iki hicre hattinda jelatinaz
ekspresyonlarinin arttigl ve doksisiklin ile inhibe edildigi belirtiimigtir (189). Bu ¢alismalardan
yola cikilarak, prostat kanser hicrelerinde LPS induksiyonu sonrasi doksisiklinin MMP inhibitora
etkisini inceleyen herhangi bir ¢alismaya rastlanamamistir. Bu yonlyle ¢alismamiz ilk olma
Ozelligi tasimaktadir. Ayrica, ¢calismamiz herhangi bir kanser hlicre hattinda LPS indiksiyonu ile

induklenen MMP yanitlarinin doksisiklin ile inhibisyonunu incelemesi yonuyle de bir ilk teskil
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etmektedir. Daha 6nceki calismalardan farkh olarak Cazalis ve arkadaslarinin insan tam kan
ornekleriyle yaptiklari bir ¢alismada LPS ile indiklenmis MMP-8 ve MMP-9 dizeylerinde
doksisiklin veya diger tetrasiklin tirevleri ile bir degisim olmadigini savunmuslardir (22). Buna
karsin, Gu ve arkadaslari insan monositleri ile yaptiklari ¢alismada LPS ile indiklenen MMP-8
ve MMP-9 ekspresyon artiglarinin doksisiklin ve CMT-3 ile inhibe edilebilecedini bildirmiglerdir
(89) . Gu ve grubunun calismasina benzer sekilde PC-3 hiicrelerinde LPS indiksiyonu sonrasi
gelisen MMP ekspresyon ve aktivite artisi Uzerine doksisiklinin etkilerinin degerlendirildigi
calismamizda, doksisiklinin MMP-8 ekspresyonu ile MMP-9 ekspresyon ve aktivitesinde
inhibisyon olustugu gdézlenmistir. MMP-2 ekspresyonunun ise ¢alistigimiz PC-3 hicre hattinda
oldukca dislk dizeyde oldugu goérilmuis ve doksisiklinin bu ekspresyon tzerinde anlamli bir
etki olusturmadi§i saptanmistir. Baska arastirmacilar tarafindan yapilan c¢alismalar
incelendiginde farkli hiicre hatlarinda LPS ile induklenen MMP-8 ve MMP-9 ekspresyonlarina ek
olarak induklenmis MMP-2 ekspresyonu uzerinde doksisiklinin inhibisyon yetenedinin
aciklanmaya calisildigi gorilse de (23) doksisiklinin MMP-10 ekspresyonu Uzerindeki etkisini
gOsteren bir galismaya rastlanmamistir. Yaptigimiz analizler, PC-3 hucrelerinde doksisiklinin
LPS ile indiklenen MMP-10 ekspresyonu Uzerinde tam inhibisyon olusturmasa da bu proteinin

ekspresyonunu inhibe etme egilimi gdsterdigini ortaya koymustur.

4.8. DOKSISIKLININ NF-kB YOLAGINA ETKILERI

Doksisiklin (16) ve minosiklin basta olmak Uzere diger tetrasiklin turevlerinin (4, 161)
hicre kiltirinde NF-kB yolagi tzerindeki etkisini inceleyen ¢alismalar oldukga sinirli sayidadir.
Bunlardan birinde timor supresor gen olan PTEN'in akcider kanseri hucrelerinin invazyonu
Uzerindeki inhibitdr etkilerini inceleyen Akca ve arkadaslari, PTEN’in prostat kanserinde de
PIBK-AKT-NF-kB kaskadini etkileyerek kanser invazyonunu inhibe edebilecegini bildirmiglerdir
(4). Akca ve arkadaglarinin bulgulari, c¢alismamizda da PC-3 hucrelerinde doksisiklin

uygulamasinin NF-kB sinyal yolagi Uzerinde olusturdugu inhibisyonun, PTEN dizeylerini
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arttirmasindan kaynaklanabilecegini disundirmustir. Minosiklinin LPS ile indlklenen aktif
mikroglialardaki NF-kB ve MAPK aktivasyonlarini inceleyen Nikodemova ve arkadaglari,
indiksiyon yapilmis BV-2 ve primer mikroglia hicrelerinde minosiklin uygulanmasi ile 1kB-a
yikiminda azalma meydana geldigini aciklamiglardir (161). Bu caligmaya benzer sekilde,
¢alismamizda da PC-3 hlcrelerinde, LPS indiksiyonunun total IkB-a ekspresyonunda degisiklik
olusturmazken p-lkB-a ekspresyonunu artirdii, buna karsin doksisiklinin total IkB-a
ekspresyonunu degistirmezken, p-lkB-a ekspresyonunu azalttigi gdésterilmistir. Bu sonug
doksisiklinin PC-3 hiicrelerinde LPS ile indiklenen NF-kB sinyal yolagini inhibe edebildigini
g6stermektedir. Onceki galismalar incelendiginde, LPS ile indiiklenmis herhangi bir kanser
hicresinde doksisiklinin NF-kB sinyalizasyon yolagi Uzerindeki inhibitor etkilerini inceleyen
baska bir calismaya rastlanamamistir. Bu yonuyle calismamizin bulgulart kanser hucre
kultiriinde LPS ile indiksiyon sonrasi doksisiklinin NF-kB yolagi Uzerindeki olasi inhibitor
etkisini inceleyen ilk calisma olma 6zelligini tasimaktadir. Bununla birlikte kanser veya prostat
hicresi olmasa da LPS ile uyarima kargi uygulanan doksisiklinin NF-kB sinyal yolagi tzerindeki
etkisini incelemesi bakimindan Bernardino ve arkadaslarinin yaptigi calisma oldukga ilgi
cekicidir. Tetrasiklinlerin bakteri kdkenli Lyme hastaliginda olugsan inflamasyon uzerindeki
inhibitdr etkisini inceleyen bu g¢alismada, insan monosit hiicre hatti THP-1'in, maymundan alinan
astrosit ve mikroglialarin, bakteriden alinmig lipoprotein dig yluzey proteini A ile induksiyonu
sonrasi doksisiklin (5 ve 10ug/ml, 24sa) ve minosiklinin etkileri incelenmistir. Bu ajanlarin
konsantrasyona bagimli sekilde NF-kB ve IKK-a gen duzeylerinde azalma meydana getirdigi,
ayrica |kB-a'nin fosforilasyonunu ve NF-kB’'nin nikleusa translokasyonunu inhibe ettigi
bildiriimistir (16). Bu ¢calismayla uyumlu olarak galismamizda PC-3 hucrelerinde doksisiklinin
(5pg/ml, 24sa) IKK-B ekspresyonunu azaltma egilimi gosterdigi, p-lkB-a ve NF-kB
ekspresyonlarini ise anlamli derecede inhibe ettigi ilk kez gosterilmistir. Bu yoénu ile galismamiz
herhangi bir prostat doku yada hucresinde doksisiklinin NF-kB yolagi Uzerindeki inhibitor etkisini

inceleyen ilk calismadir.
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4.9. DOKSISIKLININ NF-kB ARACILI MMP’LERE ETKILERI

Doksisiklinin  NF-kB sinyalizasyonunu etkileyerek MMP’ler lzerinde inhibitor etki
gosterdigini bildiren ¢ok sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bunlardan doksisiklinin anevrizma
olusan abdominal aort érneklerindeki etkilerini dederlendiren klinik bir galismada yuksek dozda
(50, 100, 300 mg/gln) doksisiklin ile 2 haftalik tedavi sonrasi MMP-9 ve NF-kB dlzeylerindeki
degigimler incelenmistir. Bu calismada doksisiklin uygulamasi ile MMP-9 ekspresyon ve
aktivitesinin azaldigi saptanirken, NF-kB’nin ekspresyon dizeylerinde ise belirgin bir degisim
g6zlenmedigi bildirilmistir (134). Choi ve arkadaslarinin insan dermal fibroblast hicreleri
Uzerinde yaptigi bir diger calismada ise TNF-a indiksiyonu ile &zellikle pro-MMP-2'de
olusturulan ekspresyon artisinin doksisiklin tarafindan inhibe edilebildigi ve NF-kB sinyal
yolaginin bu hicrelerde MMP'lerin indiiksiyonundan sorumlu oldugu belirtiimistir (34). Ancak
bu calismada indiklenmis hiicrelerde doksisiklinin NF-kB sinyal yolagi Gzerindeki olasi inhibitor
etkisi incelenmemistir. Makrolid turevi antibiyotikler olan eritromisin ve roksitromisinin 1 saatlik
on uygulama sonrasi LPS ile indiklenmis noétrofillerde MMP-9 ekspresyonu Uzerine olan
etkilerini in vitro olarak degerlendiren bir baska calisma, yine bir antibiyotik tlrevi olan
doksisiklinin etkilerini degerlendirmek igin calismamiza yol gésterici olabilir. ilgili calismada
roksitromisinin LPS ile indiklenen MMP-9 ekspresyonu Uzerinde belirgin bir inhibisyon
olusturdugu, TIMP-1 Uzerinde ise etki gdstermedigi saptanmistir. Bununla birlikte roksitromisinin
LPS ile indiklenmis NF-kB ve AP-1 ekspresyonlarini hem mRNA hem de protein dizeyinde
inhibe ettigi belirtiimisti. Bu sonuglardan yola c¢ikilarak roksitromisinin NF-kB ve AP-1
inhibisyonu yaparak MMP-9'u mRNA duzeyinde baskiladigi bildirilmigtir (113). Calismamiza
benzer sekilde insan monosit hicrelerinde yapilan Gu ve arkadaslarinin g¢alismasinda
doksisiklin ve CMT-3'Un NF-kB yolagini inhibe etmek suretiyle MMP'lerde inhibisyon
olusturabilecegi belirtiimistir. Bu ¢alismada LPS (50ng/ml) indiksiyonu sonucunda artan sitokin

ve MMP Uretiminin NF-kB fosforilasyonu araciliyiyla meydana gelmis olabilecegi, NF-kB
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fosforilasyonunun ise doksisiklin (2 ve 5uM) ve CMT-3 (2 ve 5uM) ile inhibe edilebildigi
bildiriimistir (89). Onceki calismalara bakildiginda prostat veya herhangi bir kanser tiriinde
doksisiklinin NF-kB yolagi ve bu yolak aracili MMP aktivasyonu Uzerindeki inhibitér etkilerini
inceleyen bir ¢calismaya rastlanmamigtir. Bu yonuyle ¢alismamizin bulgulari 6zgindir ve PC-3
prostat kanseri hucrelerinde doksisiklinin NF-kB sinyalizasyonunu ve MMP aktivitesini inhibe

ederek antikanser etki gosterebilecegini disuindirmektedir.
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BOLUM V

5. SONUG VE ONERILER

Calismamizda androjenden bagimsiz insan prostat kanseri kemik metastazi PC-3 hucre
hattinda MMP ekspresyon ve aktivitelerinin dizenlenmesinde NF-kB sinyalizasyonunun olasi
roli ve doksisiklinin bu sinyal yolagi ile MMP’ler Gzerindeki inhibitor etkileri incelenmistir. Bu
amagcla PC-3 hucreler LPS ile indiklenmis, ardindan bu indiksiyonun NF-kB sinyalizasyonu ile
MMP ekspresyon ve aktiviteleri Uzerindeki dizenleyici roli ve MMP inhibitéri olarak yaygin
kabul géren doksisiklinin etkileri jelatin zimografi, western blot ve immunohistokimya yontemleri

ile degerlendirilmistir.

Sonug¢ olarak, PC-3 insan prostat kanseri hucrelerinde LPS induksiyonu ile NF-kB sinyal
yolaginin, bu vyolak araciigiyla MMP ekspresyon ve aktivesinin, dolayisiyla hicre
proliferasyonunun uyarilabilecegi ilk kez tarafimizdan gdsterilmigtir. Ayrica, LPS indiksiyonu
yapilmis prostat kanseri hicrelerinde MMP'lerin ve proliferasyonunun doksisiklin ile inhibe

edilebildiginin gosterilmesi yonunden de ¢alismamiz bir ilk teskil etmektedir.

Daha dnce farkl hucreler kullanilarak yapilmis ¢alismalarda, LPS induksiyonu araciligiyla
NF-kB sinyalizasyonunun uyarildiyi ve bu sinyalizasyona baglh olarak 6zellikle jelatinaz tipi
olmak Gzere birgcok MMP'nin ekspresyon ve aktivitesinde artis meydana geldigi gosterilmistir. Bu
mekanizmanin androjenden bagimsiz prostat kanser hulcrelerinde de gerceklesebildigi
calismamizda ilk kez ortaya konmustur. Bu bakimdan arastirmamiz LPS ile NF-kB
sinyalizasyonu aracili MMP aktivitesindeki artisi prostat ve prostat kanser hicre hatlarinda ilk

kez gosteren ¢alisma olmustur.

Bununla birlikte farkh kanser hicrelerinde LPS induksiyonu sonucunda NF-kB aracili

MMP-9 ekspresyon ve aktivitesinin uyarilabilecegini gbsteren diger calismalara paralel sekilde,



calismamiz bir kanser hicresinde LPS indiksiyonunun NF-kB aracili jelatinaz aktiviteleri ile
birlikte MMP-8 ve MMP-10 ekspresyonlarini da uyarabilecegini bildiren ilk c¢alisma olma

Ozelligine sahiptir.

Diger yandan, LPS ile indiklenmis farkli hicre hatlarinda MMP-2 aktivitesi ile birlikte
MMP-8 ve MMP-9 ekspresyonlarinin doksisiklin ile inhibisyonu daha énceki ¢alismalarla uyumlu
sekilde yaptigimiz incelemelerde de gdsterilmistir. Ancak arastirmamiz LPS ile indiklenen
MMP-10 ekspresyonu Uzerinde doksisiklinin etkilerini degerlendiren ilk calismadir. Bulgularimiz
stromelisin grubundan MMP-10 ekspresyonunun doksisiklin ile anlamli dizeyde inhibe edilmese

de inhibe edilme egiliminde oldugunu gdstermistir.

Doksisiklinin MMP ekspresyon ve aktivitelerini inhibe etme yeteneginin NF-kB sinyal
yolaginin inhibisyonu araciligiyla gerceklesebilecedi daha dnceki arastirmalarda goésterilmistir.
Ancak calismamiza benzer sekilde LPS ile indiklenmis NF-kB sinyal yolagi aktivasyonunun
doksisiklin ile baskilanmasiyla ilgili bugine dek c¢ok kisith sayida calismanin yapildidi
saptanmistir. Bununla birlikte doksisiklinin NF-kB sinyal yolagi tGzerindeki inhibitor etkisine iliskin

elde ettigimiz sonuclar kanser ve prostat hticrelerinde ilk kez tarafimizca bildirilmigtir.

Calismamizin sonuglari, PC-3 insan prostat kanser hicrelerinde LPS ile indiklenen MMP
ekspresyon ve aktivasyonunun dizenlenmesinde NF-kB sinyalizasyonunun énemli role sahip
olabilecegini, doksisiklinin bu sinyal yolagini ve MMP aktivitesini inhibe ederek antikanser etki
gosterebilecedini dusundurmektedir. Arastirmamizda elde ettigimiz bulgular doksisiklinin dnemli
bir inflamasyon markir ailesi olan MMP'lerin yer aldigi proliferasyon, tumor gelisimi, invazyon,
metastaz ve anjiyojenez gibi pek ¢ok surecteki inhibitor rolinin ve mekanizmasinin daha iyi
aydinlatiimasina katkida bulunabilir. Doksisiklinin olusturdugu MMP inhibitéri etkinin NF-kB
sinyal yolaginin inhibisyonu araciligiyla meydana gelebilecedi yonundeki bulgularimizin diger

calismalarla da desteklenmesi, bu yolagin kanser patojenezindeki kompleks rollerinin
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anlasiimasina katkida bulunabilir. Ayrica bulgularimiz kanserin yani sira NF-kB araciligiyla
meydana gelen pek c¢ok inflamatuvar ve proliferatif hastaligin énlenmesi ve tedavisi igin yeni

terapotik hedeflerin ve tedavi stratejilerinin gelistiriimesinde umut verici ve yol gosterici olabilir.
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BOLUM VI

6. OZET

Prostat kanseri, 6zellikle modern toplumlardaki erkeklerde 6nemli bir morbidite ve
mortalite nedeni olan ancak mekanizmasi tam olarak aydinlatilamayan bir kanser turaddar.
Matriks metalloproteinaz enzimlerinin (MMP’ler) asiri matriks yikimina yol acarak kanser
gelisiminde 6nemli rol oynadiklari bilinmektedir. Prostat kanseri arastirmalari MMP'lerin
inflamasyon, malign hticre proliferasyonu, metastaz ve anjiyojenez gibi pek ¢cok patolojik suregte
rol oynadigini gdstermistir. Onemli bir transkripsiyon faktor(i olan nikleer faktér kappa B'nin
(NF-kB) cesitli kanser tirlerinde olusan anormal aktivitesinin MMP aktivasyonuna ve sonucta
malign hicre proliferasyonu ve invazyonuna yol acgtigi bildiriimistir. Calismamizda, insan prostat
kanseri PC-3 hlcre hattinda MMP ekspresyon ve aktivitesinin dizenlenmesinde NF-kB
sinyalizasyonunun rolu ve doksisiklinin inhibitor etkileri incelenmistir. PC-3 hucreler LPS ile
indUklenmis, daha sonra bu indiksiyonun ve doksisiklinin NF-kB sinyalizasyonu ile MMP’ler
Uzerindeki etkileri, jelatin zimografi, western blotlama ve imminohistokimya yontemleri ile
degerlendirilmistir. LPS indlksiyonu PC-3 hiicrelerinde proliferasyona neden olmus, doksisiklin
hicre proliferasyonundaki bu artisi inhibe etmigtir. Bunun yani sira, LPS induksiyonu jelatinaz
ekspresyon ve aktivitelerinde, MMP-8, MMP-10, NF-kB(p65), p-1kB-a, IKK-B ekspresyonlarinda
ve ayrica p65'in nilkleusa translokasyonunda artisa neden olmustur. Doksisiklin LPS ile
induklenen jelatinaz ekspresyon ve aktiviteleri ile MMP-8, NF-kB(p65), p-IkB-a ekspresyonlarini
ve ayni zamanda p65’in nikleusa translokasyonunu inhibe etmistir. Ayrica doksisiklin IKK- ve
MMP-10 ekpresyon artiglarini inhibe etmemesine karsin, inhibe etme egilimi géstermistir. Diger
yandan, MMP-2 ve IkB-a ekspresyon duzeyleri LPS ya da doksisiklin ile degismemistir.
Calismamizin sonuglari, PC-3 hicrelerinde LPS ile indiklenen MMP ekspresyon ve

aktivasyonunun dizenlenmesinde NF-kB sinyalizasyonunun o6nemli role sahip olabilecegine
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isaret etmektedir. Doksisiklin NF-kB sinyalizasyonunu ve dolayisiyla MMP'leri inhibe edebilir.

Doksisiklin, yararl etkileri ile prostat kanseri tedavisine yeni bir terapoétik yaklagim saglayabilir.
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7. ABSTRACT

Prostate cancer is a kind of cancer which causes considerable morbidity and mortality in
men in modern societies, but its mechanism is not fully elucidated. Matrix metalloproteinase
enzymes (MMPs) are known to play important role in cancer progression by inducing excess
matrix degradation. Prostate cancer studies have shown that MMPs play crucial role in most of
pathological processes such as inflammation, malign cell proliferation, metastasis and
angiogenesis. Abnormal activity of nuclear factor kappa B (NF-kB) which is an important
transcription factor, in some kind of cancers was reported to cause MMP activation, and
proliferation and invasion of malign cell. In our study, the role of NF-kB signaling in the
regulation of MMP expression and activity, and the inhibitory effects of doxycycline were
investigated in PC-3 human prostate cancer cell line. PC-3 cells were induced by LPS, and then
the effects of this induction and doxycycline on NF-kB signalling and MMPs were evaluated by
using gelatin zymography, western blotting and immunohistocemistry. LPS induction caused
increased cell proliferation and doxycycline inhibited this increment in PC-3 cells. Besides, LPS
induction led to increased expression and activities of gelatinases and increased expressions of
MMP-8, MMP-10, NF-kB(p65), p-lkB-a, IKK-B and also increased translocation of p65 to
nucleus. Doxycycline inhibited LPS-induced gelatinase expression and activities, and
expressions of MMP-8, NF-kB(p65), p-IKB-a and also translocation of p65 to nucleus.
Furthermore, although doxycycline did not inhibit increased IKK-B and MMP-10 expressions, it
tended to inhibit these expressions. On the other hand, MMP-2 and IkB-a expression levels did
not change by either LPS or doxycycline. Our findings indicate that NF-kB signaling may have
an important role in the regulation of LPS-induced MMP expression and activation in PC-3 cells.
Doxycycline may inhibit NF-kB signaling and thereby MMPs. Doxycycline may offer a novel

therapeutic approach to prostate cancer therapy because of its useful effects.
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