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OZET

FARKLI PROSTAT KANSERI HUCRE  HATLARINDA
EPIBRASSINOLIDLE TETIKLENEN APOPTOTIK SURECTE
POLIAMINLERIN ROLLERININ ARASTIRILMASI

Diinyada prostat kanseri, erkeklerde kansere bagli 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada
yer almaktadir. Prostat bezi tiim insan viicudunda en fazla poliamin konsantrasyonunun
bulundugu dokudur. Poliaminler (PA’lar) prostat kanserinde kan dolagiminda artan
miktarlarda bulunmakta ve bu nedenle prostat kanseri gelisiminde biyobelirte¢ olarak
belirtilmektedirler. PA’lar, amin tiirevli organik bilesenler olup, hiicre ¢ogalmasi ve
biiylimesindeki rolleri ile bilinmektedirler. Bu nedenle tiimor hiicrelerinde poliamin
miktarinin azaltilmasi son zamanlarda terapotik yaklagimlardan biri olmustur. Bircok
kemoterapotik maddenin poliamin katabolizmasim tetikledigi ve reaktif oksijen tiirlerinin
yan lirlin olarak ac¢iga ¢ikmasini sagladigi, aym1 zamanda hiicre i¢i poliamin seviyelerini
diisiirdiigli. ve apoptoza neden oldugu cesitli timor modellerinde gosterilmistir.
Epibrassinolid (EBR), bitki biiyiime diizenleyicileri olan brassinostreroidlerinlerin
biyolojik olarak aktif bir iiyesi olup, son yillarda tiimor olusturmayan hiicrelere etki
etmeksizin, farkli kanser hiicrelerinde apoptozu tetikleyen bir madde olarak
belirlenmistir. Bununla birlikte molekiiler mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir.

Bu ¢alisma kapsaminda EBR’nin apoptotik etkisi androjen reseptor (AR) pozitif LNCaP
ve AR negatif DU145 prostat kanseri hiicre hatlarinda, hiicre canliliginin tayini,
mitokondri membran potansiyeli kaybi, DNA kiriklar1 olusumu parametreleri ile
incelenmis, ayn1 zamanda kaspaz ve Bcl-2 protein aileleri iiyelerindeki ifade degisimleri
immunoblotlama yontemi kullanilarak belirlenmistir. EBR uygulamasi ile hiicre
dongiisiindeki degisimler akim sitometrisi ve immunoblotlama yontemleri ile
belirlenmistir. Poliamin biyosentez ve katabolik enzimlerinde EBR ile tetiklenen
degisimler immunblotlama ve es zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
yontemleri ile ortaya koyulmustur. Bunun yam sira, EBR ile tetiklenen apoptotik siirecte
poliaminlerin ve androjen reseptOriiniin rolleri ise katabolik enzimlere ve androjen
reseptoriine 6zgli siRNA’lar ile gen sessizlestirmesi gerceklestirildikten sonra hiicre
canlilig1 tayini ve DNA kiriklarinin ELIZA yo6ntemi ile incelenmesi sonucu ortaya
koyulmustur.

EBR uygulamas1 her iki hiicre hattinda da hiicre canliliginda kayba, mitokondri ile
iliskili, kaspaz-bagimli apoptozun tetiklenmesine neden olmustur. Ayn1 zamanda prostat
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kanseri hiicrelerinde, EBR hiicre dongiisiinii diizenleyen proteinlerin anlatimlarinda
degisiklikler yaratarak hiicre dongiisiiniin durmasina neden olmustur. Bunun yam sira,
LNCaP hiicrelerinin, DU145 hiicrelerine oranla EBR’ye karsi daha duyarli olduklari
saptanmistir. Bu farkli etkinin nedeni EBR’nin PA biyosentetik ve katabolik enzimlerinin
EBR ile etkilesimi kapsaminda arastirilmig ve LNCaP hiicrelerinde poliamin metabolik
enzimlerinin anlaimlarindaki degisimlerin EBR ile tetiklenen apoptozda 6nemli oldugu
saptanmistir. Poliamin katabolik enzimlerinin aktivitesini hedef alan inhibitor varliginda
veya s0z konusu enzimlerin anlatimlarinin gecici olarak susturulmasi ile LNCaP
hiicrelerinde EBR ile tetiklenen apoptozun engellendigi saptanmistir. EBR’nin steroid
tiirevli bir molekiil olmas1 dolayis1 ile AR ile olan iliskisi, her iki hiicre hattinin AR
bakimindan farkli genomik ozelliginden yararlanilarak, AR susturulmasi yontemi ile
incelenmis ve AR’nin EBR ile tetiklenen apoptozda fonksiyonel oldugu saptanmistir.
Tiim bu sonuglar, EBR’nin terapotik etkinliginin belirlenmesinde bilgi verme ve diger
molekiiler yolaklarla olan iligkinin aydinlatilmasinda bir baslangic niteligi tasimaktadir.
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SUMMARY

INVESTIGATION OF THE ROLES OF POLYAMINES IN
EPIBRASINOLIDE-INDUCED APOPTOSIS IN VARIOUS
PROSTATE CANCER CELL LINES

Prostate cancer is the second leading cause of cancer-related death among men, in the
worldwide. Prostate gland has the highest polyamine concentrations of any tissue in
human body. Their levels were found increased in blood flow during prostate cancer,
therefore they have been indicated as biomarkers for prostate cancer development.
Polyamines (PAs), amine-derived organic compounds, are known for their role in cell
proliferation and growth. Therefore reducing polyamine contents in tumor cells is one of
the recent theurapeutic approaches. Recently many chemotherapeutic agents have been
demonstrated to induce polyamine catabolism with the generation of reactive oxygen
species (ROS) as by-products, deplete intracellular PA levels and cause apoptosis in
different tumor models. Epibrassinolide (EBR) a biologically active member of the
brassinosteroids, plant growth regulator family, has been recently indicated as an
apoptotic inducer in various cancer cells without affecting non-tumor cell growth.
However, the precise molecular mechanism of EBR is not entirely understood.

In this study, the apoptotic effect of EBR was investigated in androgen receptor (AR)
positive LNCaP and AR negative DU145 prostate cancer cell lines by relative cell
viability, mitochondria membrane potential loss determinations and the formation of
DNA fragmentation. In addition, the changes in the expression profiles of caspases and
Bcl-2 family members were detected by immunoblotting method. The cell cycle profile
changes in response to EBR treatment were investigated by fluorescence-activated cell
sorter and immunoblotting methods. The polyamine biosynthetic catabolic enzymes
alterations following EBR treatment were determined by immunoblotting quantitative
real-time polymerase chain reaction methods. Additionally, the roles of polyamines and
AR in EBR-induced apoptosis were shown by cell viability determination and DNA
fragmentation profiles by ELISA method after the gene silencing procedure using
specific siRNAs.

We aimed to determine the potential apoptotic effect of EBR related with PA metabolism
in androgen-dependent LNCaP, androgen-independent DU145 prostate cancer cells in
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this study. EBR treatment induced cell viability loss, mitochondria-mediated and caspase-
dependent apoptosis in both prostate cancer cell lines. EBR also affected the expression
levels of cell cycle regulatory proteins and caused cell cycle arrest in prostate cancer
cells. However, LNCaP cells were found more sensitive to EBR than DU145 cells. The
reason of the different responses against EBR was investigated by targeting polyamine
biosynthetic and catabolic enzymes. We concluded that the changes of protein expression
levels of polyamine metabolic enzymes are critical in EBR-induced apoptosis in LNCaP
cells.

We determined that in the presence of polyamine catabolic enzymes inhibitor or siRNAs,
the apoptotic response against EBR was prevented in LNCaP prostate cancer cells. Since
EBR is a steroid-derived molecule, its ability to induce apoptosis in relation with the
androgen receptor was investigated due to the different genomic characterization of two
cell lines in terms of active AR status. AR silencing method showed that AR is functional
in EBR-induced apoptosis in LNCaP prostate cancer cell line. All these results
highlighted the therapeutic efficiency of EBR as well as constituted an introduction to
enlight the relation of EBR with other molecular pathways.
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1. GIRIS

Prostat kanseri (PKa) diinyada kirk yas {iizeri erkeklerde en cok rastlanan kanser
tiirlerinden birisidir. PKa gelisiminin ana nedenlerinden biri prostat bezinin biiylimesi
ve gelismesi icin gerekli olan hormonlar olan androjenlerdir. Androjenler, hiicre ici
reseptorleri ile etkilesime girerek hiicre cogalmasimi tetiklemektedirler [1]. Bu uyarinin
devamli bir sekilde alinmasi prostat hiicrelerinde kanser gelisimi tetiklemektedir.
Androjenler diginda 1wk, diyet ve enfeksiyonlar PKa gelisimini tetikleyen
faktorlerdendir. Bu faktorlerin disinda Ozellikle metastatik PKa vakalarinda
androjenlerden  bagimsiz  gelisim  gozlenmektedir.  Androjen reseptoriindeki
mutasyonlar, steroid tiirevli baska hormonlarla veya biiyiime faktorleri ile hiicre
cogalmasinin tetiklenmesi, androjenlerden bagimsiz PKa gelisimini saglamaktadir [2].
Metastik PKa vakalarinda 6liim oram yiiksektir [3]. Bu nedenle tedaviye yonelik olarak
yeni hedefler bulunmaya ve bu hedeflerin molekiiler mekanizmasi aydinlatilmaya

calisilmaktadir.

Hiicrelerin metabolik diizenlenmesinde islevsel rolleri olan amin tiirevleri poliaminler
(PA’lar) [putresin (Put), spermidin (Spd), spermin (Spm)], bir¢cok kanser tiiriinde artan
biyosentezleri ile kanser tetikleyicisi olarak gosterilmislerdir [4]. DNA’nin
stabilizasyonu, hiicre devrinin kontrolii ve hiicre bdliinmesi gibi 6nemli hiicre
olaylarinda gorev alan PA’larin kanser belirteci olma potansiyeli tasidiklar1 ortaya
konulmustur. [5]. PA biyosentez enzimi olan ornitin dekarboksilaz (ODC) bir proto-
onkogen olan c-myc ile birlikte ¢alisarak normal hiicrelerin transformasyonunda rol
oynamakta ve kanserli hiicrelerde PA biyosentezini artirmaktadir [6]. Aym1 zamanda
kanser hiicrelerinde artan biyosentez aktivitesi ile beraber katabolik enzimlerin de
aktivitesinde azalma ve iiretilen PA’larin hiicre i¢inde yikilimi ya da hiicre disina
atiliminin engellendigi tespit edilmistir. Normal kosullar altinda PA biyosentezi ve

katabolizmas1 hiicre homoestasim1 saglamak iizere dengededir, fazla PA iiretimi



engellenerek sabit tutulmaktadir, aksi durum hiicrelerin siirekli olarak hiicre devrinde
kalmalarin tetikler. PA biyosentezine ket vuran maddeler, PA seviyelerinin diismesine
neden olduklar1 gibi aym zamanda kanser hiicrelerinde apoptotik mekanizmay1 da
tetiklemektedir. Son yillarda PA’larn hedef alan antikanser stratejileri arasinda katabolik
yolakta gorev alan enzimlerin aktivitelerinin artirilmasi yer almaktadir [7, 8]. PA
katabolizmas1 3 farkli enzimle kontrol edilmektedir. Spermidin, spermin asetil
transferaz (SSAT), PA’lan asetilleyerek, poliamin oksidaz (PAQO), asetile poliaminleri
oksitleyerek, spermin oksidaz (SMO) ise Spm’yi dogrudan oksitleyerek bir onceki
formlarina donistiiriir ya da hiicre disina atilimlarini saglayarak etkili olmaktadir.
Katabolik yolaktaki enzimlerin aktivasyonlart sirasinda hiicre i¢in yiiksek derecede
toksisite meydana getiren hidrojen peroksit ve aldehit tiirevleri gibi yan iiriinler aciga
cikmaktadir. Hidrojen peroksitin reaktif oksijen tiirlerinin yiiksek PA katabolizma
diizeyleri ile uyumluluk gosteren DNA-hasarli degisimlerde ©nemli rol oynadigi
bilinmektedir. Hiicre icinde artan katabolik aktiviteyle birlikte azalan PA miktarinin
hiicrelerde boliinmeye ket vurdugu ve aciga ¢ikan hidrojen peroksit gibi toksik ajanlarla
apoptozun tesvik edildigi gosterilmistir [9, 10]. Son yillarda PA katabolik
enzimlerinden SMO’nun hidrojen peroksit iiretiminde ©nemli rol oynadigi One
siiriilmiistiir [11]. PA katabolik enzimlerinin aktivasyonunu hedef alan ajanlar arasinda
klinikte kullanilan platin tiirevli ilaglarin ya da PA analoglarinin bulundugu
gozlemlenmistir [7, 12]. Kanserli dokular saglikli dokulara oranla daha fazla miktarda
PA icerirler ve bu nedenle PA biyosentezi inhibitorleri, tiimor biiyiimesini ve metastazi
engelleme acisindan kayda deger bir potansiyele sahiptir [13]. Bu nedenle, son yillarda
cesitli kanser tiplerinde poliamin metabolizmasinin terapdtik bir hedef olabilirligi
arastirlmaya baslanmistir. Ozellikle PKa nin ilerlemesi ile ilgili iliskilendirilen PA’lar,

insan viicudunda en fazla prostat bezinde bulunmaktadirlar [14].

Gelistirilen kemoterapotik ajanlarda rastlanan en biiyiilk sorun hiicrelerin ilaca
cevapsizlik ya da diren¢ mekanizmasi gelistirmeleridir. Bu baglamda artan 6liim
oranlari da bulguyu destekler niteliktedir. Hiicre i¢indeki molekiiler hedefleri iyi
belirlenmis yeni ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Ilk defa Malikova ve dig. [15]

tarafindan anti-kanser olarak tanimlanan epibrassinolid (EBR) bu ajanlara bir érnektir.



EBR, bitki biiyiime diizenleyicileri olan brassinosteroid ailesinin bir iiyesidir.
Brassinosteroidlerin bitki metabolizmalarindaki rolleri halen arastirilmaktadir. Baslica
etkileri arasinda hormonal dengenin saglanmasi, niikleik asit ve protein sentezinin
aktive edilmesi, enzim aktivitesinin diizenlenmesi, biiylimenin indiiklenmesi,
meyvelerin biiyiiklerinin ve sayisinin artirilmasi, stres ve hastalik gibi istenmeyen
cevresel faktorlere karst bagisiklik olusturulmasi bulunmaktadir [16]. Dogal
brassinosteroidlerin bitkilere disardan uygulanmasinin antioksidan etki yarattigi,
siiperoksit dismutaz, katalaz gibi antioksidan enzimleri artirdig ortaya konulmustur [17,
18]. Bitkilerde heterodimer bir reseptor olarak bulunan ve hiicre membraninda lokalize
olmus brassinosteroid reseptorii, brassinosteroid baglanmasini ardisik serin/treonin
domenlerinden fosforile olarak aktif hale gecmektedir. Bu mekanizma ile cesitli
transkripsiyon faktorleri aktive olmakta, hiicre boliinmesi ve biiyiimesi gibi
brassinosteroid cevap genlerinin anlatimlarinin tetiklenmesini saglamaktadir [16].
Steroid yapidaki brassinosteroidler hayvanlarda bulunan steroid tiirevli hormonlara
yapisal olarak benzemektedir. Insanlarda steroid yapidaki hormonlar embriyonik
gelisim ve sekonder esey karakterlerinin gelisiminden sorumludur [19]. Ayn1 zamanda
steroid tiirevi Ostrojen ve androjenler sirasiyla meme kanseri ve PKa gelisiminden de
sorumludurlar [20]. Bitki ve hayvan steroidlerinin bu ortak noktasindan yola cikarak
EBR, ilk defa kanser hiicrelerine Malikova ve dig. [15] tarafindan denenmis ve cesitli
kanser hiicre hatlarinda hiicre canliliginda azalmaya neden oldugu 6zellikle hormonlara
bagimli kanser tiirlerinde etkin olmakla beraber hormonlardan bagimsiz gelisen kanser
tiirlerinde de etkili oldugu belirlenmistir [21]. EBR’nin steroid olma 6zelligi ve kanserli
hiicrelerdeki steroid hormon reseptorlerinin kendilerine 6zgii ligandlar haricinde baska
steroidleri de baglayabilme 6zelliklerinden yola ¢ikarak hiicre 6liimiinde sitoplazmada
lokalize olan steroid reseptorlerin etkisi olup olmadigi bilinmemektedir. Bu nedenle
EBR’nin  kanser hiicrelerindeki etkisinin ~ molekiiler =~ mekanizmas1  halen

aragtirilmaktadir.

Bu bilgiler 15181inda bu calismanin esas amaci, aktif androjen reseptorii (AR) anlatimi
bulunan LNCaP ve bulunmayan DU145 PKa hiicrelerinde EBR tarafindan tetiklenen

apoptotik yolagin mekanizmasinin aydinlatilmasidir. Bdylelikle EBR nin hem hormona



duyarli hem de bagimsiz olarak gelisen hiicre hatlar iizerinde potansiyel etkisinin ve
terapotik potansiyelinin ortaya c¢ikarilmasi hedeflenmistir. EBR’nin hiicre dongiisiinii
bloke edici etkisinin yaninda, DNA hasar1 veya hiicre ¢cogalmasim tetikleyen mitojenik
uyarilar gibi etkenlere onlem olarak p53 proteininin [21], EBR tarafindan tetiklenen
apoptozdaki roliiniin de arastirilmasi da amag¢lanmistir. Apoptotik siirecin ayn1 zamanda
PA biyosentez ve katabolizma enzimleri ile iliskisi bu calisma kapsaminda literatiirde
ilk kez ortaya konacaktir. EBR ile tetiklenen apoptotik siirecte PA’lar ve PA
metabolizmasi ile iligskinin daha 6nce bilinmemesi ve ilk kez bu tez ile ortaya konulacak
olmasi, EBR’nin molekiiler diizeyde etki mekanizmasinin aydinlatilmasina katki
saglayacaktir. Bu calismanin, EBR’nin PKa hiicrelerinde hangi molekiiler
mekanizmalar1 hedef aldig1 ve terapide kullanilabilirligi hakkinda bir¢ok on veriyi

ortaya koyacag diistintilmiistiir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. PROSTAT BEZi

Prostat, erkek iireme sisteminde mesane ve iiretra arasinda bulunan ekzokrin bir bezdir.
Prostat bezi kollagen, elastin ve yogun diiz kas yapisindan olugsmus bir kapsiil ile
cevrilidir (Sekil 2.1) [22]. Prostat bezinin gorevi alkali 6zellikteki seminal sivinin (pH

7,9) depolanmasi ve spermler ile birlikte salinmasinin saglanmasidir.

Mesane

Rektum

Anis

- Testis * prostat

" Skrotum

Tunika vajinalis

Sekil 2. 1. Erkek genital sistemi. Kumar ve Majumder [22].

Seminal sivi basit sekerler, cinko, kalsiyum, sitrat iyonlari, proteolitik enzimler,
prostatik asit fosfataz ve prostata Ozgii antijen (prostat spesifik antijen, PSA)
icermektedir. Prostat sivisinin alkali 6zelligi spermin genetik materyalinin korunmast
ve yumurtanin basarili bir sekilde dollenmesi i¢in 6nem teskil etmektedir. Semenin
alkalitesi, vajinal sistemin asiditesinin (pH 3,5-4,0) noétrallestirilmesinde 6nemli rol
oynamaktadir. Ayn1 zamanda, pH 6,0-6,5’ta hareket yetenegi kazanan spermin délleme
yeteneginin artirilmasina da yardimei olmaktadir. Prostat bezi anatomik olarak 4 farkl
bolgede incelenmektedir (Sekil 2.2) [22]. Her bolgenin stromal ve epitel hiicre
kompozisyonu birbirinden farklidir (Tablo 2.1) [23, 24].
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Tablo 2. 1. Prostat bezinin anatomik 6zellikleri

Tanmm

Normal prostat bezinin %70’ini olusturur. Prostat bezinin
posterioriidiir ve distal iiretray1 sarar. Prostat kanserlerinin cogu

bu bolgeden gelisir.

Normal prostat bezinin %25’ini olusturur Ejakiilasyon kanallarini
saran bolgedir. Prostat kanserlerinin az bir kism1 bu bolgeden

koken alir. Fakat bu bolgede gelisen kanserler daha agresiftirler.

Ergenlikte prostat hacminin %5’ini olusturur. Prostat

kanserlerinin diger bir kismi1 bu bélgeden koken alir.

Prostat agirliginin %5’ini olusturur. Kas ve fibr6z dokudan

olusmustur.

Fibromuskiiler
Stroma

Seminal vesikuller

Bosaltim kanali

Tranzisyon Bolgesi . 4
' VeruMontanum
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Sekil 2. 2. Prostat bezinin yapisi. Kumar ve Majumder [22].

Bezi olusturan epitel hiicreler glikoprotein yapida molekiiller olan prostatik asit fosfataz

ve PSA gibi maddelerin ekzokrin salgilanmasini gergeklestirmektedirler [25]. Bazi

epitel kokenli néroendokrin hiicreler ise kromogranin A ve B, somatostatin, kalsitonin

gibi molekiilleri salgilamaktadirlar [26]. Erkeklerde, prostat bezinde yasla beraber



benign veya malign patolojik durumlar meydana gelebilmektedir. Benign prostat
hiperplazisi (BPH), yash erkeklerde siklikla saptanan ve tedavi edilebilen bir hastalik
olup prostatin bilyiimesi olarak tanimlanmaktadir [27]. Prostat bezinde gelisen malignite

ise prostat adenokarsinomudur.

2.2. PROSTAT KANSERIi

PKa, prostat bezini olusturan epitel hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasi ile karakterize
edilir. PKa erkeklerde siklikla goriilmekte ve kanserden oOliimler arasinda, gelismis
tilkelerde, ikinci sirada bulunmaktadir [3, 28]. PKa’ya kars1 gelistirilen tam1 yontemleri

ve tedavileri gelistirilmesine karsin diinyada her y1l teshis sayist artmaktadir.

2.2.1. Prostat Kanseri Gelisimini Etkileyen Faktorler

PKa goriilme siklig1 yasla birlikte artmaktadir, 50 yas tizeri erkeklerde goriilme sikligt
bu yasin altindaki populasyona oranla daha fazladir [3]. PKa’y1 tetikleyen faktorler
arasinda 1k, kalitsal aile gec¢misi, diyet, enfeksiyoz ajanlar, cevresel faktorler yer

almaktadir.

Yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda, degisik etnik gruplarda PKa goriilme sikliginin
farklilik gosterdigi, goriilme ve oliim oranimin Japon irkinda diisiik, bununla birlikte
beyaz irka oranla siyah irkta daha sik oldugu belirlenmistir [29]. Buna ek olarak, aile
saglik ge¢misinin de etkisi bulunmaktadir. PKa hastas1 birinci dereceden yakini olan
erkeklerde PKa goriilme sikliginin normal populasyona gore arttigi bilinmektedir. Tiim
PKa vakalarinin % 9'unda kalitsal nedenler rol oynamaktadir. 1. kromozomun q kolunda
bulunan kalitsal prostat kanseri 1 (HPCI) geni ve X kromozomu {izerinde bulunan bir
diger kalitsal prostat kanseri geni (HPCX) otozomal dominant olarak bir sonraki dole
gecer ve PKa gelisiminde etkendir [30]. Aym1 zamanda BRCAI ve BRCA2 genlerindeki

mutasyonlarin PKa gelisimini tetikledigi ileri siirtilmiistiir [31].

PKa faktorlerinden bir digeri ise beslenme seklidir. Fazla yagli besinlerin tiikketimi ile

PKa gelisimi arasinda baglanti oldugu saptanmistir. Bunun ana nedeni olarak da yiiksek



yag icerikli besin tiiketiminin androjen ve Ostrojenlerin salinimini attirmasi olarak ileri

siiriilmiistiir [32].

Beslenmenin yani sira, enfeksiyoz ajanlarin da PKa olusumunu tetikledigi saptanmustir.
Ozellikle cinsel yolla bulasan hastaliklar PKa ile iliskili bulunmustur. Frengi gibi cinsel
yolla bulasan hastaliklarin PKa riskinin arttig1 gézlenmistir [33]. Viral enfeksiyonlardan
human papillomavirus ve insan bagisiklik yetmezlik viriisii (HIV) ile enfekte olanlar
kigilerde PKa riski saptanmistir [34]. Bu enfeksiyoz ajanlarin, prostatta kronik

inflamasyona neden oldugu ve PKa’y1 tetikledigi diisiiniilmektedir.

PKa gelisimi icin belirtilen bu faktorlerin hiicrelerde tetikledikleri molekiiler
mekanizmalar tam olarak anlasilamamistir. PKa gelisiminin temel nedeni ve ilk
basamagi, protat bezinin bilyliylip gelismesi i¢in gerekli olan androjenlerin, hiicrelerde
tetikledigi asir1 cogalma olarak gosterilmektedir. PKa vakalarinin ¢cogunun androjenlere
bagh olarak salimm yapan epitel hiicrelerden gelistigi goze alindiginda, AR sinyal
mekanizmas1 PKa gelisimi ve ilerlemesi i¢in ¢ok eski yillardan beri olasi etken olarak
ileri siirlilmiistiir [35]. Bunun yam sira, erkek iireme sistemindeki testisler tarafindan
diigiik miktarlarda iiretilen Ostrojenlerin de, androjenlerin indiikledigi prostat hiicre

bilytimesini tegvik edebildigi gosterilmistir [36].

2.2.2. Prostat Kanseri Olusumunun Molekiiler Mekanizmalari

2.2.1.1. Androjenlere Bagimli Prostat Kanseri Geligimi

Androjen reseptorii sinyali prostat bezinin hem gelisimini hem de kanser olusumunu
tetikleyen ortak elemandir. PKa’ya kars1 gelistirilen ilk tedavi yontemi androjen
yoksunlugunun saglanmasi seklindedir. Normal kosullarda prostat epitel hiicreleri
arasindaki hiicre cogalmasi ve apoptotik hiicre 6liimii androjen metabolizmasi sayesinde
dengede tutulmaktadir. PKa durumunda ise, bu denge bozulmakta, hiicre ¢ogalmasi
artmakta ve kanserli hiicrelerin sag kalimi androjenler sayesinde gerceklesmektedir

[37].



Erkek iireme sistemi hormonlart olan androjenlerin iiretimi hipotalamus tarafindan
kontrol edilmektedir. Kandaki testosteron seviyesi diistiiglinde hipotalamus tarafindan
salgilanan gonadotropin salgilayict hormon (GnRH) hipofiz bezini uyararak hipofiz
bezinden liiteinizan hormonun (LH) salimimini tetiklemektedir. Uretimin inhibe
edilmesi ise negatif geribildirim mekanizmasi ile yani testosteronun artmasi ile
meydana gelmektedir. LH testislerdeki Leydig hiicrelerinde steroidlerden testosteron
yapimimi uyarmaktadir. Testosteron erkek lireme sisteminin gelisimini sagladigi gibi,
sekonder esey karakterlerinin gelisimi ve siirekliligi i¢in de gerekli bir hormondur. Kan
dolagiminda bulunan testosteron ve prostat hiicrelerindeki daha aktif formu olan Sa-

dihidrotestosteron (DHT) steroid hormon ailesinin iiyeleridirler.

Testosteron, kolesterolden koken alan bir steroidtir. Kolestroliin testosterona ¢evrilmesi
bircok biyosentetik reaksiyon basamagim icermektedir. Mitokondri dis zarinda
konumlanan kolesterol, steroidogenik akut diizenleyici protein ve P450 enziminin
yardimi ile (kolestroliin son yan zincirinin kesilmesi), mitokondri i¢ zarina transfer
edilmektedir. Bu degisim sayesinde kolesterol pregnenolona doniistiiriilmiis olur.
Pregnenolon daha sonra sirasiyla 3B-hidroksisteroid dehidrogenaz, 17 a-hidroksilaz, 17
B-hidroksisteroid dehidrogenaz tip 3, 3B-hidroksisteroid dehidrogenaz gibi enzimlerle
progesteron, hidroksiprogesteron, androstenedion ve testosterona doniistiiriiliir. Prostati
olusturan hiicrelerde testosteron daha aktif formu olan DHT ye Sa-rediiktaz enzimi ile
cevrilmektedir. Testosteronun konjugati olan androstenediol negatif geribildirim
mekanizmasinda testosteron iiretiminin inhibe edilmesinde rol oynarken, bir diger

konjugati androsteron idrar ile viicut disina atilmaktadir [24].

AR, ligandi testosteron veya DHT ile aktive olan bir transkripsiyon faktoriidiir [38].
Hiicre cogalmasi ve farklilasmasinda gorev olan pek ¢ok genin anlatimindan
sorumludur. AR niiklear reseptor siiper ailesinin de bir iiyesidir. Bu protein ailesi
glikokortikoid, Ostrojen, progesteron ve mineralokortikoid reseptorlerini de icine

almaktadir.
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AR kodlayan gen X kromozomunun q kolu iizerinde 11. ve 12. bolgelerde
bulunmaktadir. 9 kilobaz uzunlugundaki AR geni 8 ekzon icermektedir [39]. AR geninin
N-terminal ucunda iki transkripsiyon aktivasyon domeni tamimlanmistir. Bunlardan
birincisi AR’nin transaktivasyon kabiliyetinden sorumludur [40]. Ikinci domen ise
DNA’ya baglanma domenidir. Ekzon {i¢iin sonunda bulunan bir diger domen ise
AR’nin baska proteinlerle etkilesime girebilen bolgesini kodlar. Genin, C-terminal
ucunda ise ligand baglama bolgesini kodlayan domen bulunmaktadir [41]. AR
proteininde ise yine fonksiyonel protein domenleri ligand baglama, DNA’ya baglanma
ve diger proteinlerle etkilesim bolgeleridir. Ligandi bulunmadigt zaman AR
sitoplazmada lokalize olmaktadir. Burada saperon proteinlere [genellikle 1s1 sok
proteinlerine (HSPlere)] yiiksek ilgi ile baghdir. Ligand varliginda ise AR-saperon
kompleksinin kompozisyonu ve konformasyonu degiserek, AR serbestlenmekte ve
liganda baglanmaktadir. Bu serbestlenme ve ardindan liganda baglanma AR’nin
nukleusa taginmasi ile son bulmaktadir [41, 42]. Nukleusta dimerize olan reseptor
ligand kompleksi hedef gendeki AR cevap elementlerine baglanmakta ve bu genlerin
anlatimin1  baslatmaktadir (Sekil 2.3). Androjenler c¢ok sayida hedef genin
transkripsiyonunu baslatabilir. Bunlara 6rnek olarak prostat sepsifik antijen (PSA),
prostatik asit fosfataz, bir¢cok biiyiime faktorii, hiicre dongiisii ve apoptozu yoneten

genler verilebilir [43-45] .

Normal durumda testosteron, prostat epitel hiicrelerinden yagda ¢oziinen kiigiik bir
molekiil olmas1 sebebiyle basit difiizyonla girdikten sonra, sitoplazmada So-rediiktaz
enzimi ile DHTye cevrilmektedir. DHT daha sonra AR ile baglanarak, AR’nin
fosforlanmasini ve nukleusa go¢ etmesini tetiklemektedir. Erken evre PKa’da androjen
metabolizmasinda meydana gelen anormallikler nedeniyle siirekli androjen sinyali

prostat epitel hiicrelerininin boliinmesini ve kanser olusumunu tetiklemektedir.
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Sekil 2. 3. Androjen reseptoriine bagimli prostat kanserinin molekiiler mekanizmasi

Androjen metabolizmasindaki degisimlerle tetiklenen PKa’da, kanser gelisimi Sa-
rediiktaz enzimi inhibitorleri ile baskilanmaktadir. Klinikte kullanilan So-rediiktaz
enzimi inhibitorlerinden finasterid ve dutasteridin PKa’y1 6nleme basaris1 % 20 olarak
gosterilmektedir [46, 47]. Kullanilan bu inhibit6rlerle DHT seviyelerinin sadece % 50
oraninda azaldig1 tespit edilmistir [48]. Bunun nedeni olarak, prostat epitel hiicrelerinin
aktivitesi sonucu DHT seviyelerinin diismedigi gosterilmistir [38]. Ayn1 zamanda
steroidogenezden sorumlu pek c¢ok enzimin de kanser gelisimi sirasinda ifade
diizeylerinin arttii ve androjenlerin yeniden sentez edilmelerini uyardiklar
gosterilmistir [49, 50]. AR bagimli PKa gelisimine reseptoriin fazla anlatimi1 da neden
olmaktadir. Androjen uzaklastirma tedavisi almis hastalarin yaklasik % 80’inde AR
geni kopyasinin fazla sayida oldugu saptanmistir [S1]. Bunun nedeni AR geninin fazla

anlatimi ya da genin regiilator bolgelerindeki mutasyonlar olarak tanimlanmistir. Aynm
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zamanda, AR hipersensitivitesi de PKa gelisimini tetiklemektedir. AR’de meydana
gelen mutasyonlar sonucunda reseptor ¢ok diisilk dozlarda androjenlere karsi cevap
olusturabilmektedir, diger bir ifade ile hiicrelerin androjenlere cevap verme esigi ¢ok

diisiiktiir.

2.2.1.1. Androjenlerden Bagimsiz Prostat Kanseri Geligimi

Erken evre PKa tedavisi olarak androjen metabolizmasinin inhibe edilmesini takiben,
nikks eden ya da tedavi edilmemis agresif tiimorlerde anti-androjen tedaviye karsin
timor gelisimi devam etmektedir. Endokrin kontrol mekanizmasindan kagarak
androjenlerden bagimsiz olarak gelisen PKa’da, AR ve AR regiilatorlerinde meydana
gelen mutasyonlarin rol oynadigi gosterilmistir. Brian Feldman ve David Feldman [52]

androjen bagimsiz PKa olusumu nedenlerini su sekilde siralamiglardir:

a. Biiylime faktorleri ile AR aktivasyonu

b. Diger steroid hormonlarla AR aktivasyonu
c. AR sinyalinin saf dis1 birakilmasi

d. AR koregiilatorlerindeki mutasyonlar

e. Prostat epitel hiicrelerinde androjen bagimsiz boliinen hiicrelerin varlig

a. Biiyiime faktorleri ve non-steroidal molekiiller ile AR aktivasyonu

Insulin benzeri bilyiime faktorii-1 (IGF-1), keratinosit biiyiime faktorii (KGF) ve
epidermal biiyiime faktorii (EGF)’'in AR’yi androjenlerden bagimsiz olarak aktive
edebildikleri gosterilmistir [S3]. Boylelikle androjenlerden bagimsiz olarak AR hedef
genlerinin anlatimi gergeklesebilmektedir. Tirozin kinaz reseptorlerinin ligandlart olan
IGF-1, KGF veya EGF, hiicre icinde kompleks sinyal kaskadlarinin baslamasindan
sorumlu molekiillerdir. AR sinyal yolag: {izerine olan etkilerinin dogrudan mi1 yoksa
dolayli m1 oldugu ise kesin olarak belirlenememistir; bununla birlikte PKa’da fazla

anlatimlar tespit edilmistir.

IGF-1 bu faktorler arasinda en iyi AR indiikleyici olarak bilinmektedir. LNCaP
hiicrelerinde PSA iiretimini ve salinimini 5 kat artirdig: tespit edilmistir [53]. Ayrica AR

antagonisti olarak tanimlanan kasodeksin (bikalutamidin), IGF-1 ile baslatilan AR



13

aktivasyonunu rekabet ederek bloke ettigi gosterilmis ve biiyiime faktorlerinin AR
ligand baglama domenlerini hedef aldigi ileri siiriilmiistiir [53]. Boylelikle
androjenlerden bagimsiz gelisen PKa’da AR’nin tirozin kinazlarla etkilesime girerek

etki gosterdigi sonucuna varilmistir.

Daha once meme ve ovaryum kanserlerinde de nuklear reseptor sinyal yolaklarinin
tirozin kinaz reseptorleri ile iliskili oldugu gosterilmistir [54]. Ozellikle meme ve
ovaryum kanserlerinin % 20-30’unda insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii-2
(Human Epidermal Growth Factor Receptor 2, HER-2/neu) adi verilen EGF reseptor
ailesinin bir iiyesi olan molekiiliin fazla anlatim yaptigi tespit edilmistirr. HER-
2/new’nun Ostrojenik ligand yoklugunda Ostrojen reseptoriinii (ER) aktive ettigi ve
kanseri tetikledigi bilinmektedir [55, 56]. Benzer sekilde PKa vakalarinda HER-2/neu
fazla anlatim1 saptanmis ve bu molekiiliin androjenlerden bagimsiz olarak AR’nin
fosforlanmasina yol agarak AR sinyal yolagini indiikledigi ortaya konulmustur [57].
Bununla birlikte, IGF-1 sinyalini kesebilen kasodeks isimli ilacin HER-2/neu tarafindan
baslatilan AR aktivasyonunu inhibe edemedigi gosterilmistir. Bu veri de HER-2/neu
sinyalinin AR ligand baglama domenini hedef almadigini isaret etmektedir [S57]. Bu
yiizden tedavi amacgh olarak HER-2/neu reseptoriinii bloke eden monoklonal antikor
transtuzumab (herceptin) gelistirilmis ve basarili sonuglar alinmistir [58]. Yeh ve dig.
[59] HER-2/neu’nun AR’yi mitojenle aktiflestirilmis protein kinaz (MAPK) yolag: ile
fosforlayarak aktif hale getirdigi gostermistir. MAPK bir protein serin/teronin kinazdir
ve hiicre disindan gelen uyaranlara karsi gen anlatimi, mitoz, farklilagsma, cogalma,

hiicre sag kalimi, apoptoz gibi bircok hiicresel aktiviteyi kontrol etmektedir.

MAPK yolagr disinda diger baska onemli sinyal yolaklarinda gorevli proteinlerin de
AR’yi androjenlerden bagimsiz olarak aktive edebilecegi gosterilmistir. Bu
molekiillerden biri, tiimor baskilayici protein olan fosfataz ve tensin homolog (PTEN)
olarak belirlenmigtir. PTEN mutasyonlarinin glioblastoma, meme ve prostat
kanserlerinde rolii oldugu bilinmektedir [60]. PTEN, fosfotidilinositol-3 fosfat
(PI3K)’dan 3 fosfat1 uzaklastiran lipid fosfatazdir [61]. PI3K, AKT veya protein kinaz

B ad1 verilen serin-treonin kinazlar1 aktive edebilen bir ikinci mesajcidir. AKT yolagi
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kanser gelisiminde ¢ok onem tasimaktadir, ciinkii hiicre i¢cinde anti-apoptotik aktivite
gosteren proteinlerin anlatimini tetiklemektedir (Sekil 2.4). Aym zamanda Bad,
prokaspaz-9 gibi pro-apoptotik proteinleri de fosforlayarak inaktif hale getirmektedir
(Sekil 4) [62]. Normal hiicrelerde PTEN, AKT’yi bloke etmekle gorevlidir, boylece
hiicreler apoptoza gidebilirler. Timor hiicrelerinde ise PTEN fonksiyonunun
kaybolmast sonucunda, AKT sinyal yolag1 aktif olacagindan apoptotik sinyal
baskilanmakta ve kontrolsiiz hiicre ¢cogalmasi meydana gelmektedir. AKT ayn1 zamanda
hiicre dongiisiiniin dogal inhibitorii p27 proteininin de anlatimini baskilayan bir molekiil
olarak tamimlanmistir. AKT yolaginin PKa olusumundaki rolii ise 2000 yilinda Graff ve
dig. [63] tarafindan ortaya konulmustur. AKT aktivitesi androjene bagimsiz biiyiiyen
PKa hiicre hatlarinda, androjene bagimli olan hiicre hatlarina gore daha fazla olarak
saptanmistir. Ayni1 zamanda androjene bagimli biiyiiyen hiicrelerde AKT fazla anlatimi
oldugu durumda ise hiicrelerin daha hizli boliiniip ¢cogaldiklar ve p27 ifade diizeylerinin
azaldig tespit edilmistir. Wen ve dig. [64], AKT nin HER-2/neu tarafindan tetiklenen
AR aktivasyonunda rol oynayabilecegini ortaya koymuslardir. HER-2/neu’nun PI3K’yi
fosforlamasi, PI3K’nin AKT’yi fosforlamasini tetiklemektedir. Fosforlanarak aktif hale
gelen AKT’nin ise AR’yi 213. ve 791. serinlerden fosforlayarak aktive etmesi ile

andojenden bagimsiz AR aktivasyonu olabilecegi gosterilmistir [64].

Bir diger androjene bagimsiz olarak AR’yi aktive eden 6nemli non-steroidal molekiil
interlokin-6 (IL-6) olarak belirlenmistir. Hiicre ¢ogalmasi ve programli hiicre 6liimiinde
etkisi olan IL-6 prostat kanserli hastalarin serumlarinda yiiksek dozda bulunmustur [65].
Androjenlerden yoksun ortamda IL-6 varliinin PSA mRNA diizeyini iki kat artirdig
gosterilmistir [66].
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Sekil 2. 4. Biiyiime hormonlari ile prostat kanseri gelisiminin mekanizmasi

b. Diger steroid hormonlarla AR aktivasyonu

AR’de meydana gelen somatik mutasyonlar PKa’nin ileri evrelerinde goriilmektedir [67,
68]. PKa hiicrelerinde 2 adet AR nokta mutasyonu saptanmistir; bunlardan biri siklikla
PKa modeli olarak kullanilan LNCaP PKa hiicre hattinda da bulunan 877 pozisyondaki
treoninin alanine doniistiigii (T877A) mutasyondur [69]. AR mutasyonlar1 genellikle
reseptoriin ligand spesifitesini degistirmektedirler; boylelikle reseptor testosteron veya
DHT yerine Ostrojen, progesteron gibi baska nuklear hormonlar, kortikosteroidler
(kortizol, kortizon), ve antiandrojenler gibi non-androjenik faktorleri baglayip aktive
olabilmektedir [70]. Ornek olarak, T877A mutasyonu androjene bagimsiz PKa
vakalarinda goriilmiis ve bu mutasyonun oOzellikle flutamid gibi androjen
antagonistlerine karsi cevapsizliga neden oldugu gosterilmistir [71]. T877A mutasyonu
diginda AR ligand baglama bolgesini kodlayan L701H, V715M ve H874Y gibi baska

mutasyonlar da tespit edilmistir. Bu mutasyonlar sirasiyla, AR’nin glikokortikoidlere
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baglanmasini, progesterona baglanmasimi ve flutamid gibi anti-androjenlerle aktive

olmasini sagladig1 saptanmistir [72, 73].

¢. AR sinyalinin saf dis1 birakilmasi

AR’de meydana gelen mutasyonlar ya da steroid ozelliginde olmayan molekiillerle
aktive olmasi disginda, AR’nin saf dis1 birakilip baska faktorler tarafindan da PKa
olusumunun tetiklenmesi olasidir. Daha 6nce de bahsedildigi gibi, androjenlere bagiml
gelisen PKa’da androjenlerin eksikligi tiimor hiicrelerinin apoptozu ile sonlanmaktadir.
Bu nedenle AR’nin PKa gelisiminde rol oynamadigi durum, hiicre ¢ogalmasinin ve
apoptozun engellenmesinin baska faktorler tarafindan diizenlenmesi ile sdz konusu
olmaktadir. Tiimor hiicrelerinin sag kalimini saglayan ve apoptotik sinyali baskilayan en
onemli molekiillerin basinda Bcl-2 proteini gelmektedir (Sekil 2.5). Normal sartlarda,
prostat epitel hiicreleri Bcl-2 anlatim1 gergeklestirmezler [74]; bununla beraber,
premalignant olan prostatik intraepiteliyal neoplazi (PIN) hiicrelerinde Bcl-2 anlatimi
yapilmaya baglanmaktadir. Furuya ve dig. [75] PKa hiicrelerinin Bcl-2 fazla anlatimi
yaptiklarint tespit etmislerdir. Bunun yanisira, Bcl-2’nin antisens oligonukleotidler
tarafindan bloke edilmesinin androjen bagimsiz PKa ksenograft modelinde timor
capinin kiiciilmesini sagladigi ortaya konulmustur [76]. Bu verilerden yola ¢ikarak Bcl-
2’nin, androjenlere ve AR’ye bagli kanser gelisimini saf dis1 biraktifi sonucuna
varilmaktadir. Bcl-2’nin yamisira pek ¢cok onkogen ve tiimor baskilayicilarin androjen
bagimsiz PKa’y1 tetikledigi belirtilmistir. Bunlarin basinda Ras, c-myc, retinoblastoma
(Rb) ve p53 mutasyonlar1 gelmektedir. Ras proteini kiiciik GTPaz’dir. Aktive oldugu
zaman, hedefi olan diger protein ve transkripsiyon faktorlerini indiikleyerek cogalma,
biiylime, farklilasma gibi hiicre olaylarin1 koordine eden genlerin anlatimim
baslatmaktadir. Dolayisiyla, Ras geninde meydana gelen mutasyonlarla kontrolsiiz

hiicre ¢cogalmas1 artmaktadir [77].

PKa gelisimini tetikleyen bir bagka onkogen ise c-myc’tir; c-myc, DNA replikasyonu ve
Go/G; hiicre dongiisii gecisini kontrol eden bir proteindir [78]. PKa vakalarinda kanserin
derecesine bagli olmakla birlikte siklikla rastlanan bir onkogendir [79, 80]. Bir diger

PKa faktorii olan Rb, hiicre dongiisiinde hiicrelerin G/S evresinden geg¢isini kontrol
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eder. Eger hiicrede hasar géormiis DNA bulunuyorsa Rb, hiicre dongiisiiniin S fazina
gecmesini saglayan E2F transkripsiyon faktoriine baglanarak onu bloke etmekte ve
hiicre dongiisii durmaktadir [81]. Cocukluk ¢agi kanseri olan retinoblastoma nedeni olan
Rb mutasyonlarina baska kanser tiirlerinde de rastlanilmistir. PKa icin Bookstein ve dig.
[82, 83] 3 farkl hiicre hattinda ¢alismislar ve bu hiicre hatlarindan androjen reseptorii
anlaitmi  yapmayan DUI145’te Rb’ye bagli hiicre c¢ogalmasinin arttigim tespit

etmislerdir.

PKa gelisimini tetikleyen bir diger molekiil olan p53, normal sartlarda hiicre dongiisiinii
negatif yonde etkileyen bir protein olarak tanimlanmistir. DNA hasar olustugu zaman
hiicre siklusunu durdurarak DNA tamiri i¢cin zaman kazandirmakta, eger DNA tamiri
miimkiin degil ise apoptozu tetiklemektedir [84]. p53 inaktivasyonu PKa dahil olmak

tizere insan kanserlerinin ¢ogunda (meme, kolon, akciger gibi) tanimlanmustir.
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Sekil 2. 5. Farkli faktorlere bagli prostat kanseri gelisimi
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d. AR Koregiilatorlerindeki mutasyonlar

AR tarafindan hedef genlerin anlatimimin baglatilabilmesi icin koregiilatorlere ihtiyag
duyulmaktadir [85]. En iyi bilinen ve ilk izole edilip tanmimlanan AR koregiilatorii
nuklear reseptor koaktivator 1 (NCOA1)’dir [86]. Bunun disinda, AR ile dogrudan
baglantiya girerek AR’nin transkripsiyonel aktivitesini arrtiran genel transkripsiyon
faktorii 2F polipeptit 2 (GTF2F2), AR’yi post-transkripsiyonel olarak modifiye edip
aym zamanda kromatinle dogrudan iliskide olabilen histon asetil transferazlar veya
HDAC1 gibi histon deasetil transferazlar, B-katenin, Foxal, Octl gibi spesifik
transkripsiton faktorleri AR koregiilatorleri olarak bilinmektedirler [85, 87, 88]. AR
koregiilatorlerinin  yiiksek aktivitesinin PKa gelisimini tetikledigi gosterilmistir;
ozellikle NCOAI1, androjen reseptor aktivatorii 70 (ARA70), ARASS, BAG1 (Bcl-2
assosiye gen) gibi koregiilatorlerin fazla anlatimlarinin PKa ile uyumluluk gosterdigi

saptanmistir [89-91].

e. Prostat hiicrelerinde androjen bagimsiz boliinen hiicrelerin varhg:

Androjen bagimsiz PKa gelisimi nedeni olarak Isaacs [92], normal prostat dokusunda
androjenlerden bagimsiz ¢ogalabilen bir alt hiicre populasyonunun oldugunu ileri
siirmiistiir. Prostat bezindeki kok hiicreler olarak farz edilen bazal hiicrelerin
androjenlerden bagimsiz cogalabildikleri ve androjen eksikligi tedavisine cevap
vermedikleri bilinmektedir [93]. Isaacs’a gore [92], eger prostat epitel kok hiicresi
transforme olarak salinma yapabilen normal bir prostat epitel hiicresine doniisiiyorsa,
oncelikle androjenlerin varlifinda, andojen bagimli olarak gelisimlerini devam
ettireceklerdir. PKa durumunda ise androjen eksikligi ile bu hiicreler elimine
olacaklardir; fakat androjen bagimli olmayan epitel kok hiicrelerden gelisen prostat
epitel hiicreleri bu tedaviye cevap vermeyeceklerdir. Boylelikle androjen bagimsiz PKa
gelisimi s6z konusu olacaktir. Isaac’in hipotezini destekleyen en onemli bulgu prostat
kok hiicresi sayilan bazal hiicrelerin, ileri evre PKa hiicreleri gibi androjen bagimsiz
oldugunun 1998 yilinda Bui ve dig. [94] ile 1999 yilinda Craft ve dig. [95] tarafindan
gosterilmistir. Craft ve dig. [95] yaptiklar1 ¢alismada, ileri evre PKa tiimorlerinde 1/105

oraninda androjen bagimsiz hiicre bulundugunu tespit etmislerdir; buradan yola ¢ikarak
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PKa tiimorlerinin androjenlere cevap acgisindan heterojen bir hiicre populasyonu

olusturduklar1 sonucuna varmislardir.

2.3. PROSTAT KANSERI EVRELERI

PKa’nin yaygiligi evrelendirme sistemi ile tanimlanir. Siklikla 3 evrelendirme sistemi

kullanilir.

a. A-B-C-D Sistemi: PKa’'nin ilk evresi olan A evresinde, prostatin az sayida hiicresi
kanserlidir ve bu hiicreler sadece prostat icerisinde yer almaktadirlar. Kanserli hiicre
populasyonunun daha da artmasi ile tanimlanan evre B evresidir. Fakat yine prostat
dokusu disina ¢ikan kanser hiicresi bulunmamaktadir. Zamanla, kanser prostatin daha
biiytik kismimi isgal etmekte ve ileri evrelerde kanser cevre dokulara yayilim
gostermektedir. Bu evre C evresi olarak tanimlanmaktadir. D evresi ise kanserin lenf
bezlerine, diger organlara ve kemiklere metastaz yaptig1 evre olarak adlandirilmaktadir

(Sekil 2.6) [96].

Mesane
Ureter
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EVREA
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Sekil 2. 6. Prostat kanseri evreleri (A-B-C-D Sistemi [97])

b. TNM Sistemi: TNM sisteminde, T tiimor boyutunu, N lenf bezi tutulumunu, ve M ise
diger organlara sicramay1 belirlemektedir. Bu sistemle biitiin olas1 yayilma durumlart

tanimlanabilmektedir (Tablo 2.2) [98].
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Tablo 2. 2. Prostat Kanseri TNM Evreleme Sistemi. Ngyuen ve Campbell [98].

T Primer Tiimor

TX | Tespit edilemeyen primer tiimor

TO Primer tiimor kanit1 yok

T1 Tiimor klinik olarak saptanamiyor

Tla | Timor dokunun %5’inden azinda Evre Al

T1b | Timor dokunun %5’inden fazlasinda Evre A1l

Tlc | Tiimor ancak igne biyopsisi ile belirlenebiliyor Evre BO

T2 Tiimor prostat disina ¢citkmamis

T2a | Timor tek bir lobun yarisinda Evre B1

T2b | Tiimor tek bir lobun yarisindan fazla yer kapliyor

T2¢ | Tiimor her iki lobuda kapliyor Evre B2

T3 Tiimor kapsiilden prostat disina ¢ikiyor

T3a | Tek tarafli kapsiil dis1 yayilim Evre C1

T3b | Cift tarafli kapsiil dis1 yayilim

T3¢ | Tiimor seminal vezikiillere yayiliyor Evre C2

T4 Tiimor seminal vezikiiller disindaki dokulara yayiliyor

N- Bolgesel Lenf Diigiimler

NX | Bolgesel lenf diigiimleri degerlendirilemiyor

NO Bolgesel lenf diigiimlerinde metastaz yok Evre D1

N1 Tek bir nodiil ve ¢cap1 <2 cm

N2 Tek bir nodiill > 2cm <5 cm

N3 Tek veya birden fazla 5 cm den biiyiik nodiil

M- Metastaz

MX | Uzak metastaz degerlendirilemiyor

M1 Uzak metastaz var

M1a | Bolgesel lenf nodlar1 disinda tutulum var Evre D2

M1b | Kemiklerde metastaz var

Mlc | Kemik metastazi olsun/ olmasin bagka bolgelerde metastaz var
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c. Gleason Skoru: PKa hiicrelerinin iireme ve yayilim hizi hakkinda bilgi sahibi
edinmeyi saglayan ve kanser hiicrelerinin degisim dereceleri hakkinda bilgi veren
sisteme "Gleason skorlama sistemi" denilmektedir. Biyopsi ile tiimorden alinan
parcanin histolojik goriintiisiiniin normal hiicre histolojik goriiniimiinden ne oranda
saptift  belirlenerek bir derece verilmektedir. Gleason skorunda 10 derece
bulunmaktadir. Gleason skoru 2 ile 4 arasi olan tiimorler normal hiicrelere cok benzeyen
ve yavag biiyiiyen hiicrelerden olusmaktadir. Buna karsilik Gleason skoru 10 olan
tiimorler asirt cogalma kapasitesine sahip tiimorler olarak siniflandirilmaktadirlar [99].
Diisiik Gleason skorunda daha az agresif hiicreler s6z konusu iken, yiiksek Gleason
skoru teshis edildiginde, prostat disina yayilim ihtimalinin yiiksek oldugu bilinmektedir

[100]. Buna gore degerlendirme su sekilde yapilir:

Gleason Skor 2-4: lyi differansiye (iyi nitelikte farklilasma gosteren) kanser hiicreleri
Gleason Skor 5-6: Orta differansiye kanser hiicreleri

Gleason Skor 7-10: Kotii differansiye kanser hiicreleri

2.4. PROSTAT KANSERI TEDAVi YONTEMLERI

PKa tedavisi kanserin evresi, hastanin yasi ve genel saglik durumu ile degisik tedavi
seceneklerinin yan etkileri goz Oniinde bulundurularak belirlenmektedir. PKa’nin
evresine gore cerrahi miidahale, hormonal tedavi, i1ginlama ya da kemoterapi gibi
secenekler uygulanmaktadir. Erken evrelerde, kanser prostat bezi i¢inde simirli iken
uygulanabilecek tedavi secenekleri arasinda radikal prostatektomi bulunaktadir; bu
islem prostatin ameliyat ile ¢ikartilmasidir. Bir diger tedavi secenegi ise radyasyon
tedavisidir; bu yontemde, PKa’y1 olusturan kanserli hiicreleri radyoaktif 1smimlar

aracilig ile ortadan kaldirilmasini hedeflemektedir.

Eger kanser ileri evrelere ulagmis ise kanserin biiyiimesini yavaslatmayr veya
durdurmay1 amaglayan tedavi secenekleri 6n plana ¢ikmaktadir; bu seceneklerden ilki
hormonal tedavidir. PKa gelisiminde rol oynayan androjenlerin iiretimini bloke edici
ajanlarin uygulanmas1 yani androjen eksikligi ilk seceneklerden birini olusturmaktadir.

Hormonal tedavi iki sekilde uygulanabilmektedir:
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1. Kismi hormonal tedavi: Bu tedavi yontemi ile testislerde testosteron iiretimi
durdurulmaktadir. Boylelikle androjene bagimli gelisen PKa engellenmis olmaktadir.
Testosteron tiretimi 2 sekilde engellenmektedir:

a) Orsiektomi: Orsiektomi testislerin ameliyat ile alinmasi islemidir. Testosteron iireten
en 6nemli kaynak viicuttan uzaklastirildig1 i¢in tiimoriin biiytimesi yavaglamaktadir.

b) Medikal kastrasyon: Testislerin testosteron iiretimi ameliyat yapilmaksizin
testosteron iiretimini baskilayici ajanlarla tiretiminin durdurulmasidir. Bu ajanlara 6rnek
olarak luteinlestirici hormon salgilama hormonu analoglarn (LHRH analoglari) 6rnek

verilebilmektedir [101].

2. Komple hormonal tedavi: Hem orsiektomi, hem de medikal kastrasyon (LHRH
analoglar1 enjeksiyonu) uygulamasi testosteron seviyelerini diisiirmektedir. Ancak, bu
tedavi ile viicuttaki tiim testosteron etkisi tam olarak engellenememektedir. Bobrek iistii
bezi kaynakli testosteron az miktarlarda salgilanmaktadir. Bu nedenle, viicuttaki tiim
testosteron  seviyelerini indirgeyecek ajanlar kullanilmaktadir. Bu ajanlara
"antiandrojenler” denir. Bu ilaglar kan dolasimindaki testosteronun prostat hiicrelerine
ulagmalarin engellemektedirler. Medikal veya cerrahi kastrasyonun antiandrojen ilaglar
ile kombine edilmesine komple hormonal tedavi denir. Komple hormonal tedavi
viicuttaki testosteronun etkisini tam olarak ortadan kaldirmakta ve tiimoriin bityiimesini

yavaslatmaktadir.

2.4.1. Prostat Kanseri ve Kemoterapi

PKa’ya kars1 ilk olarak 1989 yilinda bir glikokortikoid olan prednizon Tannock ve dig.
[102] tarafindan Onerilmistir. Fakat prednizonun PKa’ya karsi kesin bir ¢oziim
olmadiginin anlagilmasi iizerine, 2004 yilindan itibaren taksan tiirevi olan docetaksel
tedavisi iizerne yogunlasilmistir [103, 104]. Docetaksel anti-mitotik 6zellikte, porsuk
agac1 Taxus brevifolia’dan izole edilen paklitaxel isimli molekiiliin yar1 sentetik
analogudur. Bunun yan1 sira docetaksel yiiksek yan etkileri olan bir ajandir; bununla
birlikte docetaksele cevap vermeyen hastalar icin kemoterapi rejimine estramustin,
talimomid gibi bagka ilaglarla kombine terapi modelleri gelistirilmis, fakat yiiksek yan

etkilerden dolay1 kesin sonuglar alinamamistir. 2005 yilinda ise platin tiirevli satraplatin
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kullanilmigs ve faz calismalari devam etmektedir. Fakat yine kemik iliginin
baskilanmasi, kan degerlerinin degisimi ve nefrotoksisite gibi doz azaltmaya neden olan

yan etkiler satraplatin ile gozlenmektedir [105].

Son yillarda ise genel ve tiim organlan etkileyebilen kemoterapi anlayisindan cok
hedefe yonelik tedaviler giindemdedir. Bu tedavi yontemi genelde kanser etkeni olan
molekiil {izerine yonlendirilmis antikor sistemleri iizerinden islemektedir. Bu tedavi
rejimi ile yiiksek diizeyde secicilik ve olumlu toksisite profilleri saglanmaktadir. PKa
tedavisi icin klinikte kullanilan hedefe yonelik monoklonal antikor tedavileri genellikle
anjiyogenezi (kanser hiicrelerinin etraflarina  gelisebilmek i¢in yeni damar
olusturmalar1) hedef almaktadir. Kanser hiicreleri salgiladiklar1 vaskular endoteliyal
biiylime faktorleri (VEGF) gibi ajanlarla yeni damar olusumunu tetikleyebilirler.
Bevacizumab adli ajan VEGF’e kars1 gelistirilmis bir monoklonal antikordur [106].
Ayrica, sunitinib gibi tirozin kinaz reseptoriinii hedef alan antikorlar da kulanilmaktadir
[107]. Hedefe yonelik tedaviler genellikle yine docetaksel, predinizon gibi ajanlarla ikili
terapi seklinde verilmektedirler [108, 109]. Prostat tiimériinii olusturan androjenlere
cevap bakimindan heterojenite gosteren hiicre populasyonlarin1 hedef alan ve yan

etkileri az olan bir ajan icin halen calismalar devam etmektedir.

2.5. POLIAMINLER

PA’lar, biitiin prokaryotik ve okaryotik canlilarda bulunan polikatyonik molekiillerdir.
Ilk defa 1968 yilinda Antoni van Leeuwenhoek tarafindan [110] insan semeninde
kristaller olarak tanimlanmis ve daha sonra bu kristallerin PA’larin bir iiyesi olan Spm
fosfat oldugu belirlenmistir. PA’lar dogada hayli yaygin olarak rastlanan ve
mikromolar-milimolar konsantrasyonlarda bir¢cok hiicresel fonksiyonun
gerceklesmesinden sorumlu molekiiller olarak tanimlanmiglardir. Memelilerdeki
metabolizma yolaklar1 siklikla c¢alisilmis olup, bitki, bakteri ve protozoalarda
metabolizma farkliliklan tespit edilmistir. Baz1 prokaryotlarda dogal PA’lar olan Put ve
Spd’nin sentezlendigi gdzlemlenmis ve bazi termofilik bakterilerde ise diger bir dogal
PA olan Spm’nin, daha fazla amin gruplan iceren uzun molekiillere rastlanilmistir.

Parazitik organizmalarda ise konak hiicrelerinde bulunmayan farkli metabolik enzimler
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bulunmaktadir. Bu durum anti-parazitik ajanlarin gelistirilebilmesine olanak saglamistir

[111].

PA’larin insan hiicrelerinde DNA, RNA ve protein sentezi gibi onemli olaylar
diizenledigi anlasildiktan sonra metabolizmalarim1 hedef alan cesitli analoglar ya da
inhibitorler tasarlanarak potansiyel terapotik yanlari hem in vitro hem de in vivo
ortamlarda arastirilmaya baslanmistir. PA igeriginin hiicre icinde azaltilmast ile hiicresel
fonksiyonlarda bozulmaya ve bazi durumlarda ise sitotoksik etkiye neden olduklar

belirlenmistir [112, 113].

2.5.1. Poliaminlerin Yap1 ve Ozellikleri

Biyolojik rolleri tamimlanmig sik kargilagilan PA’lar diamin olan Put (1,4-
diaminobutane), triamin olan Spd (1,8-diamino-4-azaoktan) ve tetramin olan Spm
(1,12-diamino-4,9-diazadodekan)’dir (Sekil 2.7). Bununla birlikte tanimlanmis otuza
yakin PA bulunmaktadir [114]. Yiiksek derecede pozitif yiik icermeleri bu molekiillerin

biyolojik fonksiyonlar1 agisindan 6nem tagimaktadir.

PA’lar lineer alifatik molekiillerdir. Kimyasal yapilar1 bir amino grup ile baslamakta
(H2N-), bu grubu metilen zinciri (-CH,-) takip etmektedir. Metilen grubunu takiben
ikincil bir amino grubu (-NH-) gelmekte ve molekiil bagka bir amino grubu ile son
bulmaktadir (-NH?). Suda coziinebilen PA’larin, fizyolojik pH’da tiim amino gruplari
pozitif yiikliidiirler.

NH
Hsz 2

Putresin

HzN/\/\Hf\/\/NHz
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H
HzN/\/\ﬁ AN NH,
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Sekil 2. 7. Poliaminlerin kimyasal yapilari
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PA’lar bitki ve boceklerde bircok bilesenin yapisinda bulunmaktadirlar. Bitkilerde
siklikla alkaloidlerin yapisinda, boceklerde ise toksin ve zehirlerin yapisinda yer
aldiklar1 1990’11 yillardan beri bilinmektedir [115, 116]. Bakterilerde de PA’larin varligi
gosterilmistir. Ozellikle Escherichia coli’de glutatyon molekiiliiniin yapisinda Spd

tirevli PA’larin varhigi gosterilmistir [117].

Memelilerde, PA’larin hiicre i¢i dengesi siki bir sekilde kontrol edilmektedir. PA
miktarinin azalmasinin hiicre béliinmesini durdurdugu veya tam tersi PA miktarinin
artmasinin da toksik etkilere neden oldugu gosterilmistir [118]. PA’lar pozitif yiiklii
olmalar1 dolayis1 ile negatif yiikkli molekiillere ve niikleik asitlere baglanma
egilimindedirler. PA’larin hiicre icinde pek cok ©nemli olayda gorev yaptiklar
gosterilmistir. Hiicre boliinmesi, apoptoz, protein-DNA etkilesimi, embriyonik gelisim,
hiicre dongiisii, hiicre zarmin stabilizasyonu, DNA, RNA stabilizasyonu gibi énemli

hiicresel iglemler bu gorevlere 6rnek olarak verilebilir [118-120].

2.5.2. Poliamin Biyosentezi

PA biyosentez ve katabolizmasi hiicre homeostasi agisindan 6nemli oldugundan dolay1,
tim oOkaryotlarda siki bir sekilde diizenlenmektedir. PA metabolizmasinda gorevli
enzimler hiicrenin saglikli bir sekilde yasamina devam edebilmesi icin hiicrenin PA
ihtiyac1 dogrultusunda, PA’lar1 sentezlemek, yikmak ya da birbirlerine doniistiirmede
gorevlidirler. PA metabolizmasinin iki biyosentez yolagi bulunmaktadir. Bunlardan ilki
ODC yolagi, ikincisi ise S-adenozilmetionin dekarboksilaz (SAMDC) yolagidir (Sekil
2.8). 11k biyosentez yolaginda substrat olarak ornitin kullanilmaktadir. Put, Spd ve Spm
ortak 6ncii maddeleri olan ornitin amino asidi, iire siklusunda arjinin amino asidinin
arjinaz enzimi aktivitesi ile meydana gelmektedir. Ornitin insanlarda fazla azotun
ortadan kaldirilmasinda gorevli iire siklusunun Onemli bir bilesenidir. SAMDC
yolaginda ise substrat olarak S-adenozilmetionin (AdoMet) kullanilmaktadir. Spd ve
Spm sirasiyla Put’tan Spd sentaz enzimi ile Spd’ye, Spd’den Spm sentaz enzimi ile
Spm’ye doniistiiriilmektedir. Her iki enzim de aminopropiltransferazdir. Spd sentaz ve
Spm sentaz dekarboksile AdoMet’ten bir aminopropil grubunu sirasiyla Put’a veya

Spd’ye aktarmaktadirlar.
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Sekil 2. 8. Poliamin biyosentez yolaklari.

2.5.2.1. Ornitin Dekarboksilaz Yolagi

PA biyosentezinin ilk evresi ornitinin Put’e ODC enzimi katalizorliigiinde
dekarboksilasyonudur. ODC bu evrede PA biyosentezinin kontrol noktasini
olusturmaktadir; bu nedenle ODC’nin sentezi ve yikimi da siki bir sekilde
denetlenmektedir. Yarilanma Omrii tiirler aras1 farklilik gostermekle beraber 10-60
dakika arasindadir. Enzim homodimer olarak aktif hale gegmekte ve kofaktor olarak da

pridoksal L-fosfati kullanmaktadir [121].

ODC’nin hiicre biiyiimesi, farklilagmasi, transformasyon ve apoptoz gibi bir ¢ok olayda
gorevli oldugu belirlenmistir. Ozellikle PA’larin azalmasinin hiicre béliinmesine ket
vurdugunun ortaya konulmasi ile beraber, bu siireci kontrol eden mekanizmalarin ODC
ile iligkisi aragtirdmistir. Balasundaram ve Tyagi [122], ODC’nin enzimatik
aktivitesinin bifazik bir sekilde hiicre dongiisiiniin G; ve G/M fazlarinda artis
saptamiglardir. ODC aktivitesinin inhibe edildigi durumda ise hiicre biiyiimesi ve

transformasyonunun gerileyerek hiicrelerin G; fazinda kalmalarim indiikledigi
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bulunmustur [123, 124]. Aym1 zamanda ODC aktivitesinin indirgenmesi hiicre ici PA
seviyelerinin diismesine, kromatin ve hiicre iskeleti yapilarinda bozulmalara, DNA
replikasyonu, transkripsiyon, translasyon gibi onemli hiicresel olaylarin aksamasina
neden oldugu gosterilmistir [125-127]. PA seviyelerinin ODC inhibisyonu ile azalmasi
aym zamanda oksidatif stres ve apoptozla son bulmaktadir. ODC aktivitesinin inhibe
edilmesinin tam tersi olarak, fazla anlatiminin bulundugu hiicrelerde de apoptotik
mekanizmanin tetiklendigi bildirilmistir [6]. Buradan yola c¢ikarak ODC’nin PA
metabolizmasinda ve hiicre homeostasinda 6nemli bir yer teskil ettigi agiktir. ODC’nin
ozellikle transforme olmus ve boliinme kontroliinii kaybetmis tiimor hiicrelerindeki
fazla anlatminin gozlemlenmesi, c¢esitli ODC inhibitorlerinin  gelistirilmesini
saglamistir [128, 129]. Bu inhibitorlerden en ¢ok arastirtlan ODC’yi geri doniisiimsiiz
olarak inhibe etme Ozelligi olan olan D, L-alfa-difluorometilornitin (DFMO)’dir.
DEMO), ilk defa 1980’li yillarda sentez edilmis, kanser ve enfeksiydz hastaliklar gibi
hiperproliferatif hastaliklarin tedavisi amaci ile sunulmustur [130]. Pek ¢ok kanser tiirii
DFMO’nun kemoterapdtik etkisi i¢in in vitro ve in vivo ortamlarda test edilmistir.
CaCo-2 kolon kanseri hiicre hattinda DFMO’nun ¢esitli karsinojenlere maruz kalan fare
derisinde olusan epidermal papillomalarin DFMO ile geriledigi gosterilmistir [131,
132].

Bununla birlikte DFMO’nun kanserli olmayan normal memeli hiicre ve dokularina
toksik etkileri ortaya konulmustur. Normal dokulara zarar vermeyen dozlariin terapotik
etkisinin bulunmadigi, etken olabilmesi icin yiiksek dozlarda uygulanmasi gerektigi
fakat bu dozlarin normal dokularda toksik etki yarattig1 saptanmistir [133]; bu sebeple
DFMO’ya olan ilgi kaybolmustur. Fakat 1993 yilinda ODC ve c-Myc onkogeni
arasindaki iligkinin ortaya konulmasi ile DFMO tekrar kanser arastirmalarinda giindeme
gelmistir [134]. ODC’nin c-Myc onkogeninin transkripsiyonel bir hedefi oldugu
anlagilmig [135, 136], aym1 zamanda ODC’nin de c-Myc’in anlatiminmi artirdigi
gosterilmistir [137]. Son yillarda DFMO ile ilgili yapilan arastirmalar, uzun zaman
siiresince diisiilk dozlarda DFMO uygulamasinin epitel kokenli hiicrelerde hiicresel PA
miktarmn diislirdiigii ve ciddi yan etkilerin goriilmedigi sonucuna varilmistir. Kolon,

Ozafagus, meme ve prostat kanserlerinde DFMO’nun etkisi halen arastirilmaktadir.
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Yapilan ¢alismalar genelde DFMO ile ¢esitli kemoterapétik ajanlarin kombine edilmesi
izerinedir. Kanser tedavisinde kombine terapi i¢in Onerilen diger bir ajan da steroid
kokenli olmayan anti-inflamatuar ajanlardir (NSAID) [138, 139]. NSAID’lerin,
PA’larin hiicre disina atilmasini PA katabolizmasini hedef alarak gerceklestirdikleri

gosterilmistir [140].

ODC, belirtildigi gibi hiicrelere biiyiimeyi uyaran hormon, biiyiime faktorleri,
mitojenler ve tiimor indiikleyicilerle aktive olabilen bir protein olarak tanimlanmustir.
ODC’nin fazla anlattminin hiicre transformasyonunu tetikledigi ve bir protoonkogen
olabilecegi de ileri siiriilmiistiir [141]. Bu yiizden ODC anlatimi da hiicre icinde iyi
diizenlenmistir. Bu diizenlenme hem PA geribildirim mekanizmasi ile olmakta, hem de
post-transkripsiyonel olarak gerceklesmektedir. PA’lar, translasyonel ve post-
translasyonel diizeyde ODC’nin geribildirim mekanizmasi ile yapimimi kontrol
etmektedirler. Yiiksek PA diizeyi ODC aktivitesini engellemekte, tam tersi olarak diisiik
PA diizeyi ise ODC aktivitesini artirmaktadir [142]. Post-transkripsiyonel diizenlenme
ise ODC mRNA’simin son kisminda bulunan GC bakimindan zengin 5’ translasyonu
gerceklesmeyen bolgenin (5 UTR), ODC’nin translasyonunu negatif yonde
etkileyebilecegi hipotonik stres kosullar1 altinda gosterilmistir [143]. ODC aktivitesi
aym zamanda hiicre i¢cinde ODC antizim (OAZ) ve antizim inhibitor (AZI) isimli iki

onemli enzim ile ¢ok siki bir sekilde diizenlenmektedir.

ODC fazla anlaiminin ve yiiksek ODC aktivitesinin neoplastik transformasyonu
tetikleyerek kanser olusumuna neden olmast ODC’yi hedef olan inhibitorlerin
gelistirilmesini saglamistir. Bunun yam sira ODC’nin hiicre i¢inde nasil diizenlendigi
bircok arastiricinin dikkatini cekmistir [144]. Bir onceki kisimda bahsedilen PA
geribildirim mekanizmasi ve post-transkripsiyonel diizenlenme disinda ODC’nin
aktivitesinin OAZ tarafindan diizenlendigi ortaya konulmustur [145]. OAZ, ODC
mRNA’sinda acik okuma alani 1 (open reading frame 1, ORF1) ve ORF2 fiizyonu
arasinda bir cerceve kaymasi ile translasyonu gerceklesen ve yiiksek PA seviyesi ile

transkripsiyonu tetiklenen bir proteindir (Sekil 2.9).
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OAZ’1in dogrudan ODC’ye baglandigi ve olusan OAZ-ODC kompleksinin 26S
proteazom adi verilen ve proteinlerin peptid baglarim1 kirarak degrade olmalarini
saglayan proteozom tarafindan yikildig1 gosterilmistir (Sekil 2.9) [146]. ODC’nin 26S
proteozoma OAZ ile baglanmasi sonrast nasil yonlendigi arastirilmis ve bu
yonlenmenin ubikuitinasyon adi verilen ve yikilacak olan proteinlerin proteozoma
yonlenebilmesi i¢in takilan ubikuitin regiilator proteininin disinda oldugu bulunmustur.
Diger bir ifade ile, ODC yikimi i¢in ubikuitinlenme s6z konusu degildir [147]. Bunun
yerine ODC ile kovalent olmayan bir bag yaparak baglanan OAZ, ODC’yi 26S
proteozoma dogrudan yonlendirmektedir. Proteozomun ODC’yi yikabilmesi igin,
ODC’nin karboksil ucunda COOH terminal bolgesinin varliginin gerekli oldugu da

Coffino ve dig. [148] tarafindan gosterilmistir.

OAZ’1n aktivitesi de bir bagka protein tarafindan kontrol edilmektedir. Antizim
inhibitorii (AZI) olarak adlandirilan ve 1982 yilinda Fujita ve dig. [149] tarafindan
kesfedilen protein, dolayli olarak da ODC’nin diizenlenmesinde rol almaktadir. AZI'nin
AZ’ye olan ilgisi, ODC’nin AZ’ye olan ilgisinden daha fazla olarak tespit edilmis ve bu
sayede AZI'nin AZ-ODC kompleksini bozarak direkt olarak AZ’ye baglandigi ve
ODC’nin serbestlenerek proteozomal yikima ugramadigi gosterilmistir (Sekil 2.9) [150,
151]. AZI ve ODC proteinlerinin amino asit dizilerinin yiiksek homoloji gosterdigi,
aralarindaki farkin ise AZI'nin ODC gibi dekarboksilasyon saglayan aktif bolgesinin

olmamasi olarak aciklanmistir [152].

AZI'nmin AZ’yi ve dolayisiyla ODC aktivitesini diizenliyor olmas1 bu proteinin hiicresel
PA diizeyi ve hiicre biiyiimesinde rolii olabilecegini ortaya koymustur [153]. Ayrica

AZI’'nin prostat, mide, deri kanserlerinde fazla anlatimi gosterilmistir [154-156].
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Sekil 2. 9. Ornitin dekarboksilazin, ornitin dekarboksilaz antizim ve antizim inhibitorii ile
diizenlenmesi. Pegg [147]

2.3.3.2. S-Adenozil metiyonin Dekarboksilaz Yolagt

PA’lar iire siklusunda gorevli ornitinden ODC enzimi katalizorliigiinde elde edilebildigi
gibi, AdoMet’i kullanilarak da elde edilebilmektedir., SAMDC’nin AdoMet’i
dekarboksilleyerek, dekarboksile AdoMet (dcAdoMet) formuna doniistirmekte ve bu
reaksiyon sonucunda karbondioksit (CO,) acgiga ¢ikmaktadir. dcAdoMet, Spd sentaz ve
Spm sentaz enzimleri icin substrat olusturmakta ve meydana gelen reaksiyonlarda
dcAdoMet aminopropil gruplarin1 kaybederek Spd ve Spm’ye doniistiiriilmektedir.
SAMDC insanda 38 kiloDalton (kDa)’luk inaktif proenzim olarak sentezlenip, otolitik
kesime ugrayarak aktif hale gelmektedir. Enzim aktivitesi transkripsiyonel, post-
transkripsiyonel, translasyonel ve proenzim olarak iiretilmesi dolayisi ile siki bir sekilde
diizenlenmektedir. SAMDC aktivitesi hiicre tipine, biiyiime oranina ve hiicre i¢ci PA

diizeyine gore degisiklik gostermektedir [157].
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SAMDC inhibitorlerinden metilglioksal-bis(guanilhidrazon) (MGBG) 1990’1 yillarda
ozellikle melanoma, akciger, meme, PKa tiirlerinde potansiyel anti-kanser ajan olarak
ozellikle in vitro caligmalarla desteklenmis [158, 159] fakat hiicresel PA’larin
tiretilmesinde daha ¢cok ODC yolaginin kullanildiginin anlasilmasindan sonra anti-

kanser terapi odakli olarak ODC inhibitérii DFMO daha ¢ok dikkat ¢cekmistir.

2.3.4. Poliamin Katabolizmasi

PA katabolizmasi, PA homeostasinin kontrol edilmesi ve terapétik ilaclara etkin cevap
olusturulmasi gorevlerine sahiptir. Ozellikle anti-kanser ilaclara karsi olusan cevapta
oynadigi rollerle ila¢ tasarimi agisindan Onemli bir hedef haline gelmistir. PA
katabolizmas1 iki asamadan olusan bir siirectir. Bu siirecin ilk basamagi bir
asetiltransferaz enzimi olan SSAT ile diizenlenirken, ikinci basamak ise bir oksidasyon
enzimi olan PAO enzimi ile diizenlenmektedir (Sekil 2.10). Ikinci basamakta PAO
enziminden bagska SMO enzimi, Spm’nin okside edilmesinde gorev almaktir (Sekil
2.10). PA katabolik enzimleri gorevlerini yerine getirirken agiga reaktif okjien tiirleri ve

baska toksik yan {riinler a¢iga ¢ikmaktadir.
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Sekil 2. 10. Poliamin katabolizma yolagi.
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2.3.4.1. Spermidin-Spermin Asetil Transferaz

PA biyosentez yolaginin geri doniisiimsiiz olarak islemekte oldugu ortaya konulmus
fakat Spd ve Spm’in Put’e geri doniisiimiiniin SSAT ile miimkiin oldugu gosterilmistir
[9]. SSAT, Spd ve Spm’in N! pozisyonuna asetil koenzim A’dan aldig1 asetil grubunu
transfer etmekle gorevlidir. Bu sekilde asetile PA’lar olugsmaktadir. Asetile poliaminler
hiicreden dogrudan olarak atilabilir, ya da PAO igin substrat olusturabilirler. SSAT
anlatim diizeyinin Ozellikle toksik ajanlar, biiytime faktorleri, PA’lar tarafindan
tetiklendigi gosterilmistir [9]. Insanda SSAT proteini X kromozomu iizerinde bulunan
SATI ve SAT2 ile kodlanmaktadir. SAT/’in kodladigi SSAT alti ekzon tarafindan
kodlanan 20 kDa’luk SSAT proteinini kodlamaktadir [160]. SA72’nin kodladigi SSAT2

ise poliamin katabolizmasinda 6nemli rol oynamamaktadir [161].

SSAT anlatiminin, PA’lar taklit eden dietilnorspermin (DENSpm), bis(etil)norspermin
(BENSpm) gibi PA analoglar ile arttig1 gosterilmistir [162]. PA analoglar ile meme,
melanoma ve akciger kanserlerinde SSAT transkripsiyonunun arttifn gosterilmistir
[163-165]. Coleman ve dig. [166], SSAT aktivitesindeki bu artigsin nedeni olarak PA ve
PA analoglarinin, enzimi stabilize ederek yan Omriinii uzattiklarn ve aymi zamanda
ubikuitinasyonunu  engelleyerek proteozomal yikimdan koruduklann seklinde
aciklamiglardir. Ayrica, SSAT anlatiminin ¢esitli transkripsiyon faktorlerinin kontrolii
altinda oldugu gosterilmistir. Bu transkripsiyon faktorleri SSAT geninin promotor
bolgesinde S>’TATGACTAA3’ dizisine baglanmaktadirlar [167]. Bu dizi PA cevap
elementi (PRE) olarak da isimlendirilmektedir. PA analoglarinin, NF-E2 ile iligkili
transkripsiyon faktorii-2 (Nrf-2) ve bir kofaktér olan PA-degistirici faktor 1 (PMF-1)
ad1 verilen faktor ile SSAT anlatiminm tetikleyebildikleri gosterilmistir [168]. SSAT
anlatiminin Nrf-2 disinda, nuklear faktdr kappa B (NFxB) ve peroksizom proliferatorle
aktive olan reseptor (PPARy) gibi bagka transkripsiyon faktorleri tarafindan da
anlattminin tetiklenebildigi ortaya konulmustur. SSAT anlatim1 ve aktivitesinin PA ve
PA analoglarnt disinda cesitli kemoterapétik ajanlarla da tetiklenmektedir. Bu ajanlar
arasinda sulindac gibi NSAID’ler, 5-fluorurasil (5-FU), platin tiirevli kemoterapotikler
bulunmaktadir. Bu ajanlardan sulindak, PPAR v ile; aspirinin ise NFkB transkripsiyon

faktorii aracilign ile kolon kanseri hiicrelerinde SSAT anlatimim tetikledigi
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gosterilmistir [169, 170]. 5-FU’nun ise HCT116 kolon kanseri hiicrelerinde SSAT
anlattmin1 artirarak apoptozu tetikledigi bildirilmistir [171]. SSAT anlatim1 ve
aktivitesindeki artisin hiicre biiyiimesi ile ters orantili oldugu ve apoptotik hiicre
Olumiinii tetikledigi gosterilmistir. Chen ve dig. [12] SK-MEL-28 melanoma hiicreleri
ile yaptiklann caligmada PA analoglar1 uygulamasimi takiben SSAT anlatiminin

artmasinin, apoptozun erken evre diizenlenmeleri i¢in gerekli oldugunu gostermislerdir.

Tiim bu sonuglar PA metabolizmasini hedef alan PA analoglan disinda kalan cesitli
kemoterapotik ajanlarin, hedef aldiklar1 molekiiler mekanizma haricinde, PA
katabolizmasim1 da devreye sokarak, etkilerinin artmasina neden olduklarim
gostermektedir. Ozellikle kanser terapisinde klasik kemoterapotik ajanlarla, PA
metabolizmasin1 hedef alan ajanlarin kombine edilmesi umut verici sonuglar ortaya

cikarmaktadir.

2.3.4.2. Poliamin Oksidaz

[k defa 1977 yilinda Holtta tarafindan sican karacigerinden saflastirilan PAO, SSAT
tarafindan asetile edilen Spd ve Spm’yi oksitleyen bir enzimdir [172]. Bir diger ifade
SSAT Spd ve Spm’yi asetilleyerek, asetile PA’lari PAO igin substrat haline
getirmektedir. PAO asetile Spd’i oksitleyerek Put’e, ya da asetile Spm’yi oksitleyerek
Spd’e doniisiimii katalizler. Bu islem sirasinda N-asetil-3-aminopropanal ve hidrojen
peroksit (H,O,) acgiga ¢ikmaktadir [173]. Wu ve dig., [174] insanda PAO enzimini 511
amino asitten olusan bir protein olarak tanimlamislardir. PAO’nun asetile PA’larin yan
sira. DENSpm, sikloheptilmetil-diazaundekan (CHENSpm) gibi PA analoglarim1 da
okside edebildigi gosterilmistir [175, 176]. Wang ve dig., [177] PAO fazla anlatimi
yapan AS549 akciger kanseri hiicreleri ile yaptiklar1 calismada, hiicrelerin PA
analoglarina kars1 direncli hale geldiklerini ortaya koymuslardir. 1985 yilinda Bey ve
dig., [178] PAO’nun aktivitesini anlayabilmek icin Nl, N*-bis (butadenil)-1,4-
diaminobutan (MDL 72,527) isimli inhibitorii ilk kez tanimlamiglardir. MDL 72,527
ayn1 zamanda bir diger PA oksidaz olan SMO’yu da inhibe edebilmektedir [179].
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2.3.4.3. Spermin Oksidaz

SMO, PA katabolizma enzimleri arasinda en son kesfedilen enzimdir. Spm’nin Spd’e
doniistiiriilmesini katalizlemektedir. Bu reaksiyon sonucunda 3-aminopropanal ve H,O»
aciga cikmaktadir. SMO insanda 20. kromozom iizerinde bulunmaktadir. 555 amino
asitlik 61 kDa agirliginda SMO proteinini kodlamaktadir [180]. Akciger kanseri
hiicrelerinde, bir ¢cok PA analogunun SMO anlatimini, SMO transkripsiyonunu ve
mRNA yar1 Omriinii iki kat artirarak tetikledigi gozlemlenmistir [181]. Devereux ve dig.
[179], Spm’nin SMO ile okside edilmesi sonucu aciga ¢ikan H,O, ile apoptozun
indiiklendigini ileri siirmiislerdir. PAO’dan farkli olarak SMO’nun, PA analoglarini

hiicre i¢inde okside ederek etkilerini azaltmadig ortaya konulmustur [180].

2.3.5. Poliamin Tasinmasi

PA’larin memeli hiicrelerinde halen tam olarak nasil bir mekanizma ile hiicre icine
alindiklar1 bilinmemekle beraber cesitli organizmalarda yapilan galismalar mevcuttur.
Bir parazit olan Leishmania major’da bir PA permeaz kesfedilmistir [182]. Bununla
beraber diamin ve PA transport aktivitesi memelilerde, her doku ve hiicre tipinde tespit
edilmistir [183]. Genellikle yiiksek miktarda PA’nin hiicre i¢ine alinmasi aktif hiicre
cogalmasi ve tiimorijenik transformasyon ile uyumluluk gostermektedir. Memeli PA
taginmasinin, mitozun tesvik edilmesi ile ve ODC ile birlikte arttig1 gosterilmistir [184].

PA’lar insanlarda farkli yollarla hiicrelere alinir. Bu yollar:

1- Diyet
2- Gastrointestinal mikroflora

3- Dokular arasi tagima

Giinliik diyetle insanlar besinlerden yeterli derecede PA almaktadirlar. Farkli besinlerin
PA icerikleri cesitli ¢aligmalarla belirlenmistir [185]. Bagirsaktan pasif difiizyonla
alinan PA’lar biitiin dokulara ulagabilmekte ve dokular arasinda da tasinabilmektedirler.
1987 yilinda Byers ve dig. [186], memelilerde hiicre membraninda iki cesit PA
tasiyicisi oldugunu ileri siirmiislerdir. Bunlardan biri Put, digeri Spd ve Spm i¢in gegerli

tastyicilar olarak gosterilmistir. Bu tagiyicilarin Ca**, Mg**, Mn**’ye ihtiya¢ duyduklar:
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ileri siiriilmiistiir. 1995 yilinda ise Lessard ve dig. [184], PA’larin ortak bir tasiyicist
oldugunu ileri siirmiislerdir. PA tasiyicilari i¢in arastirmalardan cesiti sonuclar elde
edilmistir. Kesin olarak bilinen ise DFMO ile Put ve Spd azalmasinin, PA alimim
artirdig1 ve belirli PA diizeyinden sonra hiicre icine alimin durdugu yoniindedir. Bu
geribildirim mekanizmasiin ise OAZ ile saglandig1 ortaya konulmustur (Sekil 2.10)
[187]. Son olarak Soulet ve dig. [188], floresan madde ile isaretleyerek PA’larin, hiicre
icine reseptorleri ile baglanarak, reseptor aracili klatrin ortiilii olmayan PA tasiyici

vesikiiller ile tasindiklarim ortaya koymuslardir (Sekil 2.11).

Vesikiillerin kapasitesinin ve PA tasiyicilarinin ifade diizeylerinin OAZ ifadesini de
ayn1 sekilde uyardigi ve tam tersi olarak PA seviyelerinin azalmasinin ise OAZ ifadesini
azalttig1 Poulin ve dig. [189] tarafindan ileri siiriilmiistiir. OAZ’1n plazma membrani ve
PA tasiyic1 vesikiiller ile dogrudan baglantili olabilecegi yine Poulin ve dig. [189]

tarafindan ele alinmustir.

PA’larin hiicre i¢ine alindiktan sonra nerede konumlandiklari ise bir diger arastirma
konusu olmustur. Hiicredeki dagilimlar1 genellikle sitoplazmik olarak diisiiniiliirken,
Watanabe ve dig. [190], Spd ve Spm’nin DNA, ribozomal RNA, transfer RNA’ya bagh
olarak bulunduklarini ve ¢ok az bir kisminin ise makromolekiillere bagli bulunduklarini

gostermislerdir.
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Sekil 2. 11. Poliaminlerin hiicrede tasinmasi.
2.3.2. Poliaminlerin Islevleri

PA’larin insan hiicrelerinde ¢esitli etkileri gosterilmistir. Bunlarin arasinda niikleik
asitlerle etkilesim, protein sentezi, hiicre devrinin ilerlemesi ve hiicre ¢ogalmasi gibi
onemli olaylar yer almaktadir. PA’lar katyonik 6zellikte olduklarindan negatif yiiklii
yapilara baglanma egilimindedirler. DNA, RNA, protein ve negatif yiiklii fosfolipidlerle
baglanabilmektedirler. Ayn1 zamanda katyon kanallarinda da diizenleyici olarak gorev
almaktadirlar. PA’lar ribozomlari, membranlari, niikleik asitleri stabilize ederek

hiicreleri lipid peroksidasyonundan ve serbest radikallerden korumaktadirlar .

2.3.2.1. Gen Anlatimundaki Fonksiyonlart

PA’lar ozellikle DNA’ya baglanma ozelligindedir. DNA iizerinde yer alan fosfat
gruplarii noétralize ederek ve DNA’nin erime noktasim yiikselterek, DNA’y1 stabilize
etmektedirler [191, 192]. Ayrica Spd ve Spm’nin kromozomlarla dogrudan baglanti
halinde olduklart immunohistokimyasal c¢alismalarla ele alinmistir [193]. PA
biyosentezi inhibe edildiginde kromatinlerin nukleazlara karsi hassas oldugu
gosterilmistir [194]. PA’larin aym1 zamanda DNA ile dogrudan etkilesimi de soz
konusudur. PA’lar bu etkilesimle DNA’nin  konformasyonel degisimini
saglayabildikleri gibi (B-DNA’dan Z-DNA’ya doniisiimii tetiklemektedirler) [195], gen

anlatimimna da etki etmektedirler. Bu etki ise genellikle transkripsiyon faktorlerinin
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DNA’ya baglanmasini koordine etmeleri sayesinde gerceklesmektedir. Ornek olarak ER
ayn1 zamanda gen anlatimini koordine eden bir transkripsiyon faktoriidiir ve bu
reseptoriin gen anlatimimi baslatabilmesi icin Ozellikle Z-DNA formunda PA’larin
gerekli oldugu gosterilmistir [196]. Ayrica PA’larin HSP ve aktivator protein-1 (AP-1)
ad1 verilen ve hiicrede boliinme, strese karsi cevap olusturma, sag kalim, apoptoz gibi
¢cok onemli olaylan koordine eden transkripsiyon faktorleri icin de gerekli olduklar
ortaya konulmustur [197]. Aym1 zamanda trankripsiyon faktorii E3, transkripsiyon
baskiliyici protein 1 gibi transkripsiyon faktorlerinin DNA ile olan etkilesimleri icin de

PA’larin varligr gereklidir [198].

2.3.2.2. Protein Sentezindeki Fonksiyonlari

PA’larin protein sentezinin diizgiin bir sekilde gerceklesmesi igin gerekli oldugu 1985
yilinda Holtta ve Hovi tarafindan [199] ortaya konulmustur. Lenfositlerde
gerceklestirdikleri ¢alismada, DFMO ile PA biyosentezini engellediklerinde protein
sentezinin azaldigini, aym1 zamanda protein sentezi sirasinda olusan poliribozom
yapisinin baskilandigimi gostermislerdir. 1985 yilindan bu yana PA’larin proteinler ve
protein sentezi iizerine etkisi konusunda pek cok arastima yapilmis ve 2000 yilinda
Igarashi ve Kashiwagi [200] PA’larin RNA’lar ile kompleks halinde bulundugunu ve
protein sentezini bir¢ok farkli asamada etkilebileyeceklerini ortaya koymuslardir; bu

asamalar mRNA, 30S ribozomal alt {initelerin bir araya gelmesi ve tRNA olusumudur.

Diger yandan, Spd’nin 6karyotik hiicrelerde translasyon baslatici faktér SA’nin (elF-
5A) 6ncii maddesi oldugu gosterilmistir. eIF-5A arkelerden memelilere kadar korunmus
bir proteindir [201]. elF-5A’nin translasyonu baslatabilmesi i¢in post-translasyonel
degisimler gecirmesi gerekmektedir. Bu degisimlerden en onemlisi hipuzinlenmedir.
Hipuzinlenme eIF-5A’nmin lizin rezidiilerinde geceklesen bir reaksiyondur.
Hipuzinlemenin gerceklesmesi i¢in Spd’ye ihtiya¢ vardir. Deoksihipuzin sentaz enzimi
Spd’yi keserek 4-aminobutil kismimi elF-5A’nin amino grubundaki lizine transfer
ederek deoksihipuzin yapimim saglar. Deoksihipuzin hidroksilaz enzimi ise
deoksihipuzine bir hidroksil grup ekleyerek hipuzinin son halini almasini saglar.
Buradan yola c¢ikarak Spd’nin elF-5A’nin islevini yerine getirmesi ve dolayisi ile

translasyon i¢in 6nemli bir molekiil oldugu ortaya konmustur [202, 203].
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2.3.2.3. Hiicre Cogalmasindaki Fonksiyonlar

Yapilan calismalar PA biyosentezinde gorevli enzimlerin anlatimlarinin hiicre biiytimesi
ve boliinmesi ile ilgili olduklarmi gostermistir. Ozellikle transforme olmus malign
meme, prostat gibi tiimor hiiclerinde hiicresel PA diizeyleri ve ODC protein ifadesi
artist bulunmustur [204, 205]. Aym zamanda hiicre i¢i PA havuzunun azalmasi veya
ODC’nin DFMO ile baskilanmasi hiicre biiyiimesine ket vurmustur [206]. Bununla
birlikle PA katabolizmasinda da meydana gelen veya PA’larin hiicre icine alimi, ya da
digina  atilminda rol oynayan OAZ anlattimindaki aksakliklarin  yine PA

metabolizmasinin hiicre cogalmasi i¢in dnemli molekiiller olduklarini gostermektedir.

PA’larin hiicre cogalmasina etkileri bircok agidan ele alinabilmektedir. Ornek olarak PA
biyosentez enzimi ODC’nin onkogenik 6zellikteki c-myc ile transkripsiyonun arttigi,
yani c-Myc’in transkripsiyonel hedeflerinden biri oldugu gosterilmistir [135]. C-myc’in
hiicre ¢ogalmasini ve farklilasmasini tetikledigi bilinmektedir ve pek ¢ok kanserde fazla
anlatimi  belirlenmistir [207, 208]. PA’lar, hiicre cogalmasini hiicre dongiisiinii
etkileyerek gerceklestirmektedirler. DFMO uygulamasi ile hiicresel PA diizeyleri
azaltildiginda, kolon, meme ve PKa hiicrelerinin hiicre dongiisiiniin farkli evrelerinde
durduklar tespit edilmistir [209, 210]. PA eksikliginin, hiicre devrini p21lwaricri ve
p27xmr1 gibi sikline bagh kinaz inhibitorlerini aktive ederek durdurdugu belirlenmistir
[211, 212]. Aym1 zamanda PA’larin, hiicre dongiisiinii kontrol eden ve tiimor baskilayict
protein olan p53 ile etkilesimde oldugu gosterilmistir. Bagirsak hiicreleri iizerinde
yapilan calismalar DFMO ile hiicre i¢i PA havuzu indirgendiginde, p53 anlatiminin
arttigini, hiicrelerin hiicre dongiisiiniin G; fazinda durdugunu ortaya koymuslardir [213,

214].

PA eksikligi, hiicre dongiisiine ket vuran proteinlerin disinda, dongiiniin dogru bir
sekilde ilerlemesini saglayan siklinlerin protein ifadeleri iizerine de etki etmektedir. PA
analoglart veya DFMO uygulanan meme ve serviks kanseri hiicrelerinde siklin A, B1,
D1 protein ifadelerinde degisimler gozlemlenmistir [215, 216]. Buna ek olarak PA

biyosentezinin hiicre dongiisii boyunca bifazik olarak degistigi ve G/S, S/G, gecis

noktalarinda biyosentez enzimi ODC’nin en yiiksek ifadeye sahip oldugu Oredsson
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[217] tarafindan ele alinmistir. DFMO varliginda siklin A ifade diizeyinin azaldig ve
buna bagli olarak hiicre dongiisiiniin DNA replikasyon fazi olan S fazina girmesini
saglayan siklin A/sikline bagimh kinaz 2 (CDK2) kompleksinin olusamadig1 ve hiicre
cogalmasinin durdugu aymi calismada ele alinmistir. PA konsantrasyonunun hiicre
dongiisiinde 6nemli hiicresel kontrol noktalarinin hem pozitif ve hem de negatif yonde
diizenlenmesinde rol oynadigi gosterilmis ve PA konsantrasyonunun doéngii boyunca

kontrol edilmesi gerektigi belirtilmistir [218].

2.3.6. Poliamin Homeostazi ve Prostat Kanseri

17. yiizyillda Van Leeuwenhoek tarafindan insan semeninde en onemli iic PA’dan biri
olan Spm tanimlanmistir. Prostat dokusu ve prostatik salgilar PA’larin tanimlanmasinda
o zamandan beri 6nemli olmuslardir. Insan viicudunda diger organlara oranla PA
konsantrasyonu en fazla prostat dokusunda bulunmaktadir. Sican prostati iizerinde
Fjosne ve dig. [219] tarafindan yapilan ¢alismalar prostatik PA’larin androjenlerin
kontrolii altinda oldugunu ortaya koymustur. Prostat hiperplazisi ve kanserinde, hiicre
PA ve ODC diizeyi kayda deger bir sekilde yiiksektir [220]. Pek cok arastirma, ODC
mRNA ve aktivitesinin androjenlerle indiiklendigini ortaya koymustur [221, 222].
Androjenler ve ODC anlatim1 arasindaki baglanti ise sican ODC geni iizerine yapilan
calismalarla elde edilmistir. ODC’nin promotor bolgesinde androjene-cevap-elementi-
benzeri dizinin yer aldigr ve AR’nin bu bolgeye baglanarak ODC anlatimini tetikledigi
gosterilmistir [221]. Buradan yola ¢ikarak ODC aktivitesinin DFMO ile inhibe edilmesi,
timor kiitlesinin  kiiciilmesine, testosteronla veya IGF-1’la indiiklenen prostat
biiylimesinin bloke edilmesine neden olmustur [223]. Ayrica, Schipper ve dig.[14], dort
farkli insan PKa hiicre hattinda (PC3, TSU-prl, DU145 ve JCA-1) PA homeostazini
arastirmiglar ve PC3 ile TSU-prl gibi yiiksek malignite gosteren hiicre hatlarinda, daha
yilksek PA ve ODC diizeyine, diisiik SSAT aktivitesine sahip olduklarim
gostermiglerdir. Bunun yami sira 1998 yilinda Shantz ve Pegg [224], ODC’yi bir
protoonkogen olarak varsaymiglar ve PA’larin ve metabolik enzimlerin PKa teshis ve
tedavisinde potansiyel hedefler olduklarini ileri siirmiislerdir. Schipper ve dig.’de [225]
farkli evrelerdeki prostat tiimorii biyopsilerinde ODC ifade diizeylerini arastirmis ve

hizli biiyiiyen tiimorlerde ODC anlatimimi en fazla olarak bulmuslardir. Buradan yola
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cikarak ODC’yi PKa’da bir biyobelirtec olarak isaret etmislerdir. Ayn1 zamanda yine
farkli tiimorlerde PA diizeylerini olgmiisler ve tiimorlerdeki Spm seviyeleri ile
biyopsilerin farklilagma ve malignitesinde paralellik tespit etmislerdir. Bu nedenle,
timor Spm diizeyindeki artisin da PKa biyobelirteci olarak klinikte kullanilmasi 6ne

siiriilmiistiir.

PA’lar ya da PA’larin asetile formlar1 hiicreler tarafindan salgilanabilmektedirler.
Sirkiile olan PA’lar baska hiicreler tarafindan alinip tekrar kullanilabilirler. PA’larin bir
kismimin kandaki lipoproteinler ve anti-poliamin antikorlar1 tarafindan tasindigi 6ne
siiriilmiistiir. Fakat Moulinoux ve dig. [226], sirkiile olabilen Spd ve Spm’nin % 95’ten
fazlasinin kirmizi kan hiicreleri ile taginabildiklerini gostermislerdir. Aymi zamanda,
yine ayni calisma ile kirmizi kan hiicrelerindeki PA diizeylerindeki artis1 PKa ile

iligkilendirmistir.

PA’lar aym zamanda PKa tiimoérlerinin goriintilenmesi icin de kullanmilmustir.
Intravendz olarak sicanlara verilen radyoaktif isaretli 14C- Put’in prostat dokusunda
biriktigi ilk olarak 1975 yilinda Clark ve Fair [227] tarafindan gosterilmistir. Pozitron
emisyon tomografisi yontemi ile daha hassas bir sekilde tiimor goriintiilenmesi
yapilmaya baglandig1 yillarda floresan etiketli Put kullanilarak PKa goriintiillenmis fakat
izotopun saglikli prostati da isaretlemesi Put’un PKa i¢in bir biyobelirte¢c olamayacagini

gostermigtir [228].

PKa gelisiminde PA’lar 6nemli bir yer teskil etmektedir. Bu nedenle PA homeostazinin
tiimor hiicrelerinde bozulmasini hedef alan kemoterapotikler iizerinde bir¢ok calisma
yapilmigtir. Bu c¢alismalarda PA biyosentez inhibitdrleri DFMO ve MGBG iizerine
yogunlasilmis ve in vitro’da hiicre cogalmasina ket vurma ve hiicreleri apoptotik 6liime
gotiirme konusunda cevaplar alinmasina karsin in vivo kosullarda basarili sonuglar
alinamamigtir. Bunun ana nedeni olarak, bu bilesiklerin PA enzimlerinin yikilmasindaki
yetersizlikleri, tek bir inhibitoriin tiim hiicre i¢i PA’lar indirgeyememesi ve bu nedenle
hiicre i¢ci PA havuzunun yinelenmesi gosterilebilir [229]. Bu nedenle son donemde

ama¢ hem hiicre i¢ci PA’larin konsantrasyonunu indirgeyen hem de PA katabolizma
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enzimlerini  indiikkleyerek hiicre i¢i PA  diizeyinin azalmasim1  saglayan
kemoterapotiklerin kesfi yoniindedir; son yillarda bu amaci hedefleyen PA analoglar

tizerine ¢alisilmaktadir.

PA analoglari, PA biyosentezini engelleyip katabolizma enzimlerini uyararak hiicresel
dogal PA miktarinin azaltilmasini hedef alan ajanlardir. Bu zamana kadar en iyi cevap
alman PA analoglar1 genellikle Spm’nin bis (etil) analoglaridir. Bu bilesiklerin
apoptotik etkileri akciger, melanoma, prostat, kolon, meme, beyin kanserleri hiicre
hatlarinda gosterilmistir. Ornek olarak PKa hiicre hatlari PC3 ve DU145’te 1,12-
diaziridinil-4,9-diazadodekanin (BIS), apoptozu tetikledigi belirtilmistir [230]. Bunun
disinda, PA analoglarindan (N1,N12-bis(etil)spermin (BESpm) ve Nl-etil-N11-
[(siklopropil)-metil]-4,8-diaza-andekan (CPENSpm)) ise akciger ve meme kanseri hiicre
hatlarinda etkili olmuslardir [230]. Son yillarda siklikla PKa’ya karsi kullanilan bir
diger analog da DENSpm’dir. Farkli PKa hiicre hatlar1 iizerinde DENSpm’nin
mikromolar konsantrasyonlar1 hiicre ¢ogalmasim engellemistir [225, 231]. Bununla
birlikte kullanilan PA analoglarinda karsilagilan problemlerden biri de normal
hiicrelerde meydana getirdikleri toksisitedir. Halen bilim diinyasi normal dokulara daha
az zarar verip sadece malign dokular1 hedef alan kemoterapdtiklerin arayisi

icerisindedir.

2.4. APOPTOZ

Cok hiicreli organizmalarda istenmeyen ya da biyolojik potansiyelini yitirmis hiicrelerin
elimine olmast normal gelisim ve homeostazin saglanmasi icin gereklidir.
Programlanmis hiicre 6liimii bu istenilmeyen ve 6len hiicrelerin morfolojik karakteristik
ozelliklerine bakilarak ortaya ¢ikan bir terimdir. Bu morfolojk 6zellikler hiicre
biiziismesi, kromatin kondensasyonu ve plazma membraninin bozulmas: seklindedir.
1972 yilinda ilk kez Kerr ve dig. [232] dokularin normal gelisimleri siiresince
kinetiklerini belirleyen hiicre oliim tipine “apoptoz” adimi vermislerdir. Bu alanda
yapilan calismalar apoptozu yoneten bir¢ok molekiiliin tiirler arasinda korundugunu
fakat yiiksek organizmalarda daha kompleks mekanizmalarin yer aldigimi aciga

cikarmistir.
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Apoptoz embriyonik evre gelisimi ve doku homeostazinin korunmasinda ¢cok Snemli
fizyolojik roller oynamaktadir. Normal sartlarda ¢ok hiicreli organizmalarda hiicre
hasarlarinin bloke edilmesi ya da hiicrenin tamamen yok edilmesi apoptotik mekanizma
ile gerceklesmektedir. Apoptotik oOlimde meydana gelen aksakliklar kanser,
norodejeneratif ve otoimmun hastaliklarla iliskilendirilmektedir. Apoptotik hiicre
Olumiiniin tetiklenip tetiklenmemesi hasarin boyutuna, hiicrenin tipine bagl olarak

gelismektedir.

Apoptoz sirasinda gozlemlenen morfolojik degisimler karmasik molekiiler
mekanizmalarla diizenlenmektedir. Bu molekiiler mekanizmalarin aydimnlatilmasi basit
yapili canlilardan bir nematod olan Caenorhabditis elegans (C.elegans) ya da meyve
sinegi Drosophila melanogaster (D. melanogaster) de gerceklestirilmistir. Ozellikle
doku homeostazinda apoptozun rolii C.elegans’daki calismalarla ortaya konulmustur.
C.elegans’da eriskin birey olusurken 1090 hiicreden 131’1 apoptoz yolu ile ortadan
kaldirilmakta ve burada Ces, Egl ve Ced gibi genlerle kodlanan cesitli proteinler
fonksiyonellik gostermektedirler [233]. Ozellikle CED protein ailesi apoptotik
mekanizmay1 baglatan CED-4, CED-9 ve devam ettiren CED-3 gibi proteinleri
icermektedir [234]. Insanda ise bu genlerin homologlari tanimlanmis ve apoptozu

yonlendiren proteinler ve sinyal mekanizmalari aydinlatilmistir.

Apoptik hiicre 6limii disinda baslica iki tip hiicre 6liimii tanimlanmistir. Bunlardan
“nekrotik 6liim”, bir veya daha fazla sayida hiicrenin, dokunun ya da organin ¢esitli
hasarlara maruz kalmas1 sonucu goriilen patolojik 6liim, apoptozdan farkli bir sekilde
ilerlemektedir. Nekrotik hiicreler ani toksik etkiler sonucu hiicre zarinin geg¢irgenliginin
ve osmotik dengesinin bozulmasi, hiicrenin sigserek hiicre iceriginin dis ortama
dagilmas ile karakterize edilir. Bu durum nekrotik hiicre 6liimiiniin meydana geldigi
ortamda inflamasyon olusmasi ile devam etmektedir. Inflamasyon, hiicre par¢alanmasi
sonucu uyarilan damar endotelinden gocerek nekrozun oldugu bolgede kiimelenen

16kositler ile tetiklenmektedir [235].
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Hiicre 6liimii tiplerinden bir digeri ise “otofaji” olarak adlandirilan, hiicre i¢inde uzun
Omiirli makromolekiillerin ve organellerin vesikiiller igine almarak lizozomlara
yonlendirilmesi ve lizozomla birleserek burada parcalanmasidir. Sonug¢ olarak agiga
cikan yapitaglar1 ise hiicreler tarafindan tekrar kullanilmaktadir. Ilk arastirmalar
otofajiyi, stres karsisinda hiicre homeostazinin korunmast i¢in etkili bir yol olarak
tanimlamis fakat bircok hiicresel olayda 6nemli bir diizenlenme oldugu da ortaya
koyulmustur [236]. Bu hiicresel olaylar arasinda metabolizmanin diizenlenmesi,
morfogenez, hiicre farklilasmasi, yaslanma, hiicre oliimii yer almaktadir. Otofajinin
molekiiler mekanizmas1 ve biyokimyasal oOzellikleri apoptotik ve nekrotik hiicre
Olumiinden farklidir. Otofaji sirasinda gozlemlenen en belirgin 6zellik sitoplazmada

olusan ¢ift zarl vesikiillerin olugmasidir.

Apoptotik hiicre oliimii, diger hiicre oliimlerinden biyokimyasal olarak farkli gelisip
sonuclanmaktadir. Apoptotik hiicre 6liimii sirasinda diger iki hiicre oliimiinden farkl
olmak {iizere hiicre kiiciilmesi, kromatin yoginlagmasi ve hiicrenin “apoptotik cisim” ad1
verilen pargaciklara ayrilmasi gozlemlenmektedir [237]. Bu morfolojik degisiklikler
kaspaz ad1 verilen sistein aspartat proteazlar ile gerceklestirilmekte ve nuklear DNA ile
proteinler bu proteazlar tarafindan kesilmektedirler. Bu islem sonucunda olusan
apoptotik cisimler komsu hiicreler tarafindan inflamatuar cevap olmaksizin fagositoz ile

ortadan kaldirilmaktadirlar.

2.4.1. Apoptozun Molekiiler Mekanizmasi

Apoptotik 6liim sirasinda meydana gelen degisimler farkli protein ailelerinin iiyeleri
tarafindan diizenlenmektedir. Apoptoz tetikleyici ajanin tipine ve bu ajana maruz kalma
siiresine bagl olarak apoptotik proteinlerin ifade diizeylerindeki degisim ile apoptoza
ozgli degisimler gozlemlenmektedir. Bu protein aileleri “kaspazlar” olarak bilinen
sistein proteazlar ve Bcl-2 (B-hiicre lenfoma 2) ailesidir. Bunlar disinda hiicre
membraninda bulunan 6liim reseptorleri de mevcuttur. Bu proteinlerin aktivasyonu,
apoptoza 0zgii olan mitokondri membran potansiyelinin (A,m,) bozulmasi, nukleus
zarinin bozulmasi, DNA kiriklart olusumu, kromatin yogunlagsmasi ve apoptotik

cisimlerin olusmasi gibi morfolojik degisikliklerden sorumludur.
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2.4.1.1. Kaspazlar

Apoptotik mekanizmada gorevli genler ilk kez C. Elegans’ta belirlenmistir. C.
elegans’in gelisimi stirecinde 1090 somatik hiicreden 131’1 apoptoz ile 6lmektedir. Bu
organizmada hiicre 6liimiinii yoneten proteinler CED protein ailesinin iiyeleridir. Ced-3
bir sistein proteazi1 kodlamaktadir. CED-3’iin memelilerdeki homologu ise kaspazlar adi
verilen ve aktif merkezlerinde sistein yer aldigindan sistein proteazlar olarak
adlandirilan ve hedef proteinlerde aspartik asitten sonraki peptid bagim kiran bir grup
enzimlerdir. Bu enzimler apoptozun son devresindeki hiicresel substratlarin yikimindan
sorumludurlar. Ayn1 zamanda apoptozun baslatilmasinda da rolleri bulunmaktadir.
Kaspazlar inaktif formlarnn olan prokaspazlar seklinde sentezlenlenmektedirler.
Prokaspazlar bir terminal pro-bdlgesi, biiylik alt iinite ve karboksil ugta kiigiik alt
initeden olugmaktadirlar. Prokaspazlar, homodimerizasyon, proteolitik yikim ya da
baska proteinlerle etkilesime girerek aktive edilmektedirler. Proteolitik yikim sonucu
pro- bolgesi enzimden uzaklastirilip, biiylik ve kiiciik alt {initelerin etkilesimi ile
enzimler aktif hallerine doniigsmektedirler. Hiicre oliimii sirasinda meydana gelen
morfolojik degisimler, bu enzimlerin etkileri sayesinde gelismektedir [238].

Memelilerde kaspazlarin 14 izoformu bulunmaktadir ve ii¢ grupta incelenmektedirler.

a) Baslatic1 kaspazlar (kaspaz-2, 8, 9, 10)
b) Etkili kaspazlar (kaspaz-3, 6, 7)

¢) Inflamatuar kaspazlar (digerleri)

Baslatic1 kaspazlar mitokondri ya da hiicre zar1 kokenli apoptotik uyart sonrasi 6liim
sinyallerini baglatarak, etkili kaspazlarin aktivasyonundan sorumludurlar. Etkili
kaspazin aktif hale gelmesi, baslatic1 kaspazin etkili prokaspazi inaktif halde tutan
amino asit dizisini kesmesi ile gerceklesmektedir. Aktif hale gelen etkili kaspaz,
hiicresel hedefinin tetrapeptit motiflerini tanir ve bir aspartat rezidiisiiniin karboksil
tarafindan hedefi keser. Bu hedef proteinlere 6rnek olarak DNA onarim enzimleri, poli
ADP riboz polimeraz (PARP), laminler (nukleus membraninin biitiinliigiinii saglayan

proteinler), hiicre iskeleti proteinleri verilebilir. Kaspazlar dolayli yoldan DNA’nin da
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parcalanmasim gergeklestirirler. Proteaz olmalar1 nedeni ile dogrudan DNA {izerine etki

etmezler, fakat DNA nukleazlarin inhibit6rlerini yok etmektedirler [239].

C. elegans’ta kesfedilen bir diger onemli molekiill ise Ced-4’tiir ve memelilerdeki
homologu Apaf-1 (apoptotik proteaz aktive edici faktor-1)’dir. Apaf-1 mitokondri
kokenli apoptotik sinyal sonucu baslatici prokaspaz-9’u aktif hale getirmektedir.
Kaspazlar hiicrede pro-domenler halinde inaktif durumda olup, katalitik aktif bolgeleri
kesildigi takdirde aktivasyon kazanmaktadirlar. Kaspazlarin aktif formlarina
doniismelerini saglayan baslatic1 kaspazlar ya da Apaf-1 haricinde, hiicre iginde
islevlerini bloke edici faktorler de bulunmaktadir. Bu faktorlere 6rnek olarak, apoptoz
inhibitorii protein (IAP) ailesi ve HSP’ler ornek verilebilir. IAP {iiyeleri kaspazlara
dogrudan baglanarak kaspazlari inaktif hale getirebilmektedirler [240]. Dogal kaspaz
inhibitorleri diginda, yapay olarak inhibitorler de gelistirilmistir. Bu inhibitorler
kaspazlarin  aktif bolgelerine baglanarak substratlarla iletisime girmelerini
engellemektedirler. Bu inhibitorler genellikle aldehit ya da fluorometilketon (FMK)
tasimaktadirlar [241]. Yapay inhibitorlerin kullanimi genellikle bir ajanin apoptotik

etkisinin kaspazlarla iligkili olup olmadiginin kontroliinii kapsamaktadir.

2.4.1.2. Bcl-2 Ailesi

Apoptotik hiicre Oliimiinii tetikleyen uyari, hiicre membraninda lokalize olan 6liim
reseptorleri ya da mitokondri kaynakli olabilmektedir. Bir ¢ok hiicrede 6liimii tetikleyen
kaynak ne olursa olsun apoptotik sinyal genellikle Bcl-2 ailesi proteinleri tarafindan
diizenlenmektedir. Ilk olarak Burkit lenfomasinda hiicre sagkalimini tetikleyen protein
olarak kesfedilen Bcl-2 proteini kapsayan Bcl-2 ailesi iki ana gruba ayrilmaktadir [242].
Bu gruplardan biri pro-apoptotik, apoptozu indiikleyici; digeri ise anti-apoptotik,
apoptozu baskilayici etkilere sahip proteinlerden olusmaktadir. Birbirlerinden farkh
etkilere sahip bu proteinlerin isleyisi yapilarinda bulunan dort bolge tarafindan
diizenlenmektedir. Bcl-2 homoloji bolgeleri (BH) olarak adlandirilan bu bolgeler BHI,
BH2, BH3 ve BH4 adin1 almaktadirlar (Sekil 2.12). Bcl-2 ailesi tiyesinin BHI1, 2 ve 3
bolgeleri bir diger iiyenin BH3 bolgesine baglanarak etkilesim kurmaktadir. Pro-
apoptotik iiyeler kendi icinde iki alt gruba ayrilmaktadirlar. Bu alt grublardan biri

yapilarinda BH1, BH2, BH3 bolgelerini icerirler (Ornek: Bax, Bak), diger alt grup
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tiyeleri ise sadece BH3 bolgesini iceren iiyelerden (Bid, Bad, Bim) olusur (Sekil 2.12).
Anti-apoptotik tiyelerde (Bcl-2, Bcel-xp,Bcl-w, Mcl-1) ise bu ii¢ bolgeye ek olarak BH4
bolgesi bulunmaktadir. Pro- ve anti-apoptotik iiyelerin protein ifadelerindeki denge
hiicre sagkalimi ya da oliimii arasindaki secenegi belirlemektedir. Anti-apoptotik
tiyelerin fazla anlatimi apoptozun baskilanmasini, pro-apoptotik iiyelerin fazla anlatimi

hiicre sagkalimini engellemektedir.

Bcl-2 — ..
Bel-x, 0 e o Em
Anti-anontotik Bel-w — .+
ntrapoptot Mcl-1 — —
Boo I s
Al — I .-
Pro-apoptotik Bax
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Bak - -
[ BclG, - —
Bfk - +
Bad s
Bik -
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! domeyni
Bim —— . icerenler
Noxa — -
Puma -
_Bmf =

ENpHs EEEBH3 [ IBH2 EEEBH1
Sekil 2. 12. Memelilerde Bcl-2 ailesi iiyeleri. Strasser [242].

Bcl-2 proteinleri mitokondri membraninin dis zarinda lokalize olarak, mitokondriden
apoptotik sinyal baslatici sitokrom c, apoptoz indiikleyici faktor (AIF) gibi molekiillerin
salinimini, mitokondri membran potansiyelini bozarak gerceklestirmektedirler.
Mitokondri membraninin sitoplazmaya bakan yiiziindeki karboksil terminal bolgeleri
sayesinde diger Bcl-2 ailesi iiyeleri ile etkilesime girebilmektedirler [243]. Pro-
apoptotik Bcl-2 ailesi iiyelerinin mitokondri membran potansiyeline nasil etki ettikleri
ise, bu iiyelerin iyon kanallar1 olusturabilme yetenegi ile aciklanmaktadir [244].
Etkilerinin bakteriyal toksinlerin por meydana getirme etkisine benzer oldugu

gosterilmistir  [244]. Olusturduklart porlar, spesifik olmayan tasiyicilar olarak



47

tanimlanmislardir. Pro-apoptotik proteinlerin aksine, Bcl-2 anti-apoptotik proteini bu

porlarin agilmasini ters yonde etkilemektedir.

Bcl-2 ailesi iiyelerinin tiimor hiicrelerinde fazla anlatimi aymi zamanda kemoterapi
direncini de tetiklemektedir. Yumurtalik, meme, PKa hiicrelerinde Bcl-2, Bcl-x;1,, Mcl-1
fazla anlaiminin platin tiirevli, ya da doksorubisin gibi DNA ile etkilesen
kemoterapotik ajanlara diren¢ sagladigr gosterilmistir [245-248]. Bunun yam sira,
kemoterapotik ilaclarin  klinikte kullamilabilirli§i pro-apoptotik proteinleri nasil
tetikleyebildigi ile ortaya konulmakta, 6zellikle pro-apoptotiklerin, anti-apoptotiklere
protein ifadesi bakimindan iistiinliigli 6nem tasimaktadir. Bax ve Bak, gibi pro-
apoptotik proteinlerin beyin, testis, PKa hiicrelerinde ¢esitli kemoterapotik ajanlarin
tetiklemesiyle arttig1 ve hiicreleri apoptotik dliime gotiirdiigii gosterilmistir [249-251].
Aym zamanda normal dokularda da fonksiyonellik gostermektedirler. Ornek olarak
trombositlerin apoptozdan korunmasi, trombosit reseptorii adi verilen molekiiliin Bax ve

Bak anlatimini inaktive etmesiyle gerceklestirdigi gosterilmistir [252].

2.4.2. Apoptoz Tipleri

Apoptotik sinyalin alinmasi ve mekanizmanin gerceklesmesi memeli hiicrelerinde iki
yoldan meydana gelmektedir. Bunlardan biri “i¢ yolak™ olarak bilinen mitokondri
aracili mekanizma, digeri ise “dis yolak” olarak adlandirilan hiicre membram aracili
mekanizmadir. Her iki mekanizma kaspaz adi verilen proteinleri aktive etmesi

yoniinden kesiserek apoptozun sonlanmasini saglamaktadirlar.

2.4.2.1. I¢ Yolak

Mitokondri, hiicrede ATP iiretiminin kaynagi olmasinin yani sira, hiicre icinden ya da
disindan gelen oliim sinyallerinin birlestigi bir organeldir [253]. Cift katli membran
yapisina sahip mitokondri membraninin hasar gormesi hiicre O©liim sinyalini
baslatmaktadir. Dis zardaki potansiyel kaybi1 sonucu, mitokondrinin iki zar1 arasinda
bulunan elektron tagima zincirinin iiyesi olan sitokrom c, AIF, DIABLO ya da diger
ismi ile ikincil mitokondri kokenli aktivator (SMAC), bir DNAz olan endoniikleaz G
gibi proteinler sitoplazmaya salinmaktadir [254]. Sitokrom c, sitoplazmaya ¢iktiktan

sonra inaktif monomerler halinde bulunmakta olan Apaf-1 molekiiliine baglanarak
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apoptozom adi1 verilen kompleksin olusmasin saglamaktadir (Sekil 2.13). Apoptozom,
prokaspaz-9 ile etkilesime girip pro- kisminin yikimini saglamakta ve aktif formu olan
kaspaz-9 olusumunu uyarmaktadir (Sekil 2.13). Boylelikle baslatici kaspaz-9, etkili
kaspazlarin proteolitik yikimim saglayarak onlan aktif hale getirmekte ve apoptozun
gerceklesmesini tetiklemektedir [255]. Mitokondride dis zar potansiyelinin bozulmasi
Bcl-2 ailesi tarafindan diizenlenmektedir. Mitokondri dis zarinda lokalize olan pro- ve
anti-apoptotik proteinlerin oran1 apoptozun tetiklenmesinde kilit rol oynamaktadir. Bcl-
2, Bcl-x;, mitokondriden apoptotik faktorlerin salinimina ket vururken, Bax, Bad, Bim,
Bmf, Bid gibi pro-apoptotikler mitokondri membran potansiyelini, dis zarda meydana
getirdikleri porlarla bozarak sitokrom c¢ gibi faktorlerin sitoplazmaya ¢ikisini
uyarmaktadirlar (Sekil 2.13) [254]. Pro-apoptotik iiyeler normal kosullarda inaktif
durumdadir, bu nedenle mitokondriyal zarin biitiinliigi korunmaktadir. Ancak cesitli
kimyasal ajanlara maruz kalma, biiylime faktoriiniin uzaklastirilmasi, kalsiyum artisi,
UV 1sinlan gibi dis faktorler pro-apoptotik Bel-2 ailesi iiyelerinin ifadelerinin artmasina
yol a¢cmaktadir. Anti-apoptotik Bcl-2 iiyelerini inaktif hale getiren pro-apoptotikler,
mitokondri dis zarinda por yapilarini olusturarak zar potansiyelinin degisimine yol
acmaktadirlar. Sonug olarak acgiga ¢ikan molekiillerle aktif hale gelen kaspazlar hiicre
icindeki hedefleri olan hiicre iskeleti bilesenleri aktin, miyozin, spektrin, nuklear
lamina, DNA, transkripsiyon faktorleri, ribozomlar, RNA, Golgi ve endoplazmik
retikulum gibi tiim bilesenleri yikmaktadirlar. Mitokondri zar potansiyelinin
bozulmasiyla beraber ise hiicre membraninin fosfolipit kompozisyonu degismekte ve
membranmin dis kismina fosfatidilserin gegisi olmaktadir. Bu degisim apoptotik
hiicrelerin makrofajlar ya da komsu hiicreler tarafindan fagosite edilmesi i¢in sinyal
olusturmaktadir. Meydana gelen apoptotik cisimlerin fagositozuyla apoptotik siire¢

tamamlanmaktadir.
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Sekil 2. 13. Apoptotik i¢ yolagin molekiiler mekanizmasi.

2.4.2.2. Dis Yolak

Mitokondri diginda da hiicre membraninda lokalize olmus farkli reseptorler tarafindan
apoptotik oliim tetiklenebilmektedir. Bu reseptorler; tiimor nekrozis faktor (TNF), Fas
reseptori, oliim reseptorii 3 (DR3), TNF ile iliskisi apoptoz indiikleyici ligand reseptor
(TRAIL) adin1 alan reseptorlerdir [256].

Oliim reseptorleri ile tetiklenen apoptoz iki sekilde gerceklesmektedir.

a) Reseptorler hiicre zarinda transmembran halde bulunurlar ve hiicre ici kisimlar
prokaspaz-8 ile etkilesime girebilmektedir [257]. Bu etkilesim sonucunda prokaspaz-
8’in pro kismu kesilerek aktif kaspaz 8’e doniismektedir. Kaspaz-8, etkili kaspazlar olan
kaspaz-3, kaspaz-6 ve kaspaz-7’nin aktiflesmesine yol agmaktadir. Kaspaz aktivasyonu

hiicre i¢i makromolekiillerin parcalanmasi ile son bulmaktadir (Sekil 2.14).

b) Ikinci yolda ise reseptorlerin hiicre ici kism ile aktif hale gelen kaspaz-8, Bcl-2 ailesi

proteinlerinden biri olan Bid’in proteolitik kesilmesine ve mitokondriye yonlenmesine
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neden olmaktadir. Bid bu noktada mitokondri i¢ ve dis yolaklan arasinda bir koprii
gorevi gormektedir. Bid, diger pro-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri gibi sitokrom ¢, SMAC

gibi proteinlerin sitoplazmaya salinmasini tetiklemektedir (Sekil 2.14) [258].

TNF ve TRAIL reseptorleri immun sistem diizenleyicileri olarak bilinmesi ile beraber,
gelisim siiresince de O©Onemli roller oynadiklar1 ortaya konulmustur [259]. Bu
reseptorlerin apoptotik Olimii aktive etmeleri icin sadece ligandlar1 ile baglanmalar
yetersizdir. Reseptoriin hiicre i¢i kisminda bulunan 6liim domeni sayesinde kaspaz-8’i
aktif hale getirmektedirler [260]. Oliim reseptorleri, prokaspaz-8 ve prokaspaz-10 ile
etkilesime girerek o©liim indiikleyici sinyal kompleksinin (DISC) olusmasini
saglamaktadirlar. Hiicre icinde kaspaz-8’in homologu olan FLICE inhibitor proteini
(FLIP) ise anti-apoptotik rol oynayarak kaspaz-8 ya da kaspaz-10’un aktive olmasini
inhibe etmektedir [261]. Sisplatin, 5-FU, doksorubisin gibi kemoterapétik ajanlarin
cesitli kanser hiicrelerinde TNF, TRAIL ve kaspaz-8 anlatimimi artirarak etki ettigi
gosterilmistir [262, 263].

Fas reseptorii, bir sitokin reseptorii olup, TNF reseptor ailesindeki gibi hiicre iginde
6lim domeni barindirmaktadir. Bu domeyne Fas iligkili 6lim domeni (FADD) adi
verilir. Apoptozu indiikleyen hiicre dis1 sinyallere bir diger 6rnek sfingomiyelindir.
Sfingomiyelin, hiicre membraninin yap1 taslarindan biridir. Bu molekil 6liim
reseptorleri araciligiyla aktive olan sfingomiyelinaz tarafindan seramide doniistiiriiliir.
Seramidin Bid anlatimim artirarak mitokondriyal yolak iizerinden apoptozu tetikledigi

gosterilmistir [264].
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Sekil 2. 14. Apoptoz dis yolaginin molekiiler mekanizmasi.

2.4.3. p53 ve apoptoz

P53, hiicre dongiisiinii diizenleyen bir transkripsiyon faktoriidiir. p53 aktivitesinin hiicre
dongiisii disinda apoptozun indiiklenmesi, farklilasma, rekombinasyon gibi hiicre
olaylarim diizenledigi gosterilmistir [265]. Bu nedenle p53 mutasyonlar1 pek ¢ok kanser
ile iliskilendirilmis ve tiimor supresor proteinler sinifinda gosterilmistir [266, 267].
pS3’iin timor baskilayic1 6zelligi hiicre dongiisii inhibitorleri ve apoptotik proteinlerin
ifadelerini diizenleyebilmesinden ileri gelmektedir. Bir transkripsiyon faktorii olarak,
hem hiicre dongiisiiniin dogal inhibitorleri olan p21, p16 gibi proteinlerin anlatimina,
hem de Bcl-2 ailesi iiyelerinin anlatimina etki etmektedir [268, 269]. Mitokondri
membran potansiyelini diizenleyen Bcl-2, Bcl-x;, Bax, Puma, Noxa, Apaf-1 protein
ifadeleri p53 onciiliiginde artmaktadir [270-272]. Beyin ve kolorektal kanseri
vakalarinda 5-FU gibi kemoterapétik ajanlarla p53’iin Bax anlatiminmi uyararak
apoptozu indiikledigi gosterilmistir [273, 274]. p53’iin apoptotik i¢ yolag1 haricinde dis
yolakta gorevli proteinlerin anlatimlarim tetikleyerek de apoptozu indiikledigi

gosterilmistir. Plazma membraninda lokalize olan Fas, DR4, DRS5, TRAIL
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anlatimlarinin cesitli apoptoz indiikleyici ajanlarla arttigi bilinmektedir [275, 276].
Tranksripsiyonel diizenlenme haricinde p53, Bcl-xL veya Bcl-2’yi baglayarak Bax gibi
pro-apoptotik proteinlerin mitokondri membranina lokalize olmasini, diger bir ifade ile

pro-apoptotik proteinlerin membran potansiyelini bozmasim saglamaktadir [277].

pS53 normal sartlarda hiicre icinde diisiik konsantrasyonlarda bulunmaktadir ve ayni
zamanda sitoplazmada Mdm2 adi verilen protein ile bagli olarak siki kontrol altinda
tutulmaktadir. Normal sartlarda Mdm?2 sitozolde p53 ile bagli halde bulunmakta ve
boylelikle p53 hedef genlerinin transkripsiyonel aktivitesini engellemektedir. Bu islemi
p53’tin  N-terminal ucunda bulunan transaktivasyon bolgesine baglanarak
gerceklestirmektedir [278]. Mdm2 bu sekilde p53’ti ubikuitinleyip proteazoma
yonlendirmektedir (Sekil 2.15) [279]. Hiicre herhangi bir stres faktoriine maruz kalirsa
pS53, Mdm?2 ile ayrilarak nukleusa go¢ etmekte ve burada hiicre devri inhibitorlerinin ve
pro-apoptotik  proteinlerin  anlattmini  degistirerek  apoptotik  mekanizmay1

tetiklemektedir (Sekil 2.15).
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Sekil 2. 15. p53 ve apoptoz iliskisinin molekiiler mekanizmasi.



53
2.5. BRASSINOSTEROIDLER

Brassinosteroidler (BRler), bitkiler aleminde biiyiimeyi tesvik edici ajanlar olarak
bilinen bitkisel hormonlardir. Tk defa 1970 yilinda Mitchell ve dig. [280] tarafindan
salgam (Brassica napus) polenlerinden elde edilen oziitlerde tanimlanmis, bitki
uzamasin1 ve hiicre boliinmesini tetikledigi gosterilmistir. BR’ler, hayvanlarda
embriyonik, post-embriyonik gelisim ve organizmanin homoestazinin saglanmasi gibi
rolleri iyi tanmimlanmig steroid hormonlara yapisal olarak benzemektedirler. BR’ler
bitkilerde pek cok fizyolojik olay1 hem somatik hem de reprodiiktif gelisim siirecinde
kontrol etmektedirler. BR’lerin bitkilerdeki rolleri bir ¢ok in vitro ve in vivo denemeler
ile ortaya konulmustur [281, 282]. Bu ¢alismalarla BR’lerin bitki organlarinin uzamasi,
yaprak morfogenezi, senesens, fertilite, polen ve meyve gelisimindeki rolleri
belirlenmistir [16, 18, 283]. BR biyosentezi ve sinyal yolaklarinin kesfi ile BR duyarsiz
mutantlarin tere (Arabidopsis thaliana) bitkisinde gelistirilmesi, bu molekiillerin bitki
gelisimi icin en az oksin, sitokinin ve giberellinler kadar énemli olduklarin1t meydana

cikarmustir [284, 285].

2.5.1. Brassinosteroidlerin Yapi ve Ozellikleri

Brassinosteroidler ilk olarak Brassica cinsi bitki polenlerinden elde edilmistir. BR’lerin
tanimlanan ilk iiyesi brassinolid 40 kg polenden 4 mg kristal halinde izole elde edilmis
ve steroid yapidaki ilk bitki bileseni olarak tanimlamistir [286]. Su anda yaklasik 58
bitki tiirlinden izole edilmis olan brassinosteroid tiirevleri farkli bitki tiirlerinde farkl

miktarlarda bulunmaktadirlar.

BR’ler yapisal olarak omurgalilar ve bdoceklerde bulunan, biiyiime ve gelismeyi
diizenleyen steroid hormonlara benzerlik gosteren dogal polihidroksi steroidler olarak
tanimlanmislardir [287]. Dogal BR’ler bir Sa-kolestan iskeletine sahiptir ve birbirine
bitisik A, B, C, D halkalan ile 17. karbona bagli alkil yan zincirden olusan klasik bir
steroid kimyasal yapisina sahiptirler (Sekil 2.16) [288]. BR’lerin en yaygin olarak

goriilen iki tipi brassinolid ve onun 6ncii maddesi kastasterondur [16].
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BR’ler bitkilerde pek c¢ok fizyolojik siireci yonetmektedir. Bunlar arasinda gen
anlattminin diizenlenmesi, hiicre bdliinmesi ve uzamasi, ¢imlenme, vegetatif ve
reprodiiktif geligim, iletim dokusunun farklilagsmasi, kok biiyiimesi ve bitki homeostazin
saglanmasi sayilabilir. Arabidopsis thaliana bitkisiyle yapilan pek ¢ok ¢alisma BR’lerin
bitki uzamasi i¢in 6nemini ortaya koymustur. BR’ye duyarsiz ya da mutant bitkilerin
kontrol gruplara gore ciice kaldigi belirlenmistir [285]. BR’lerin dikotil bitkilerde
epikotil ve hipokotil uzamasim tesvik ettigi, aym1 zamanda koleoptil bilyiimesini

artirdig1 gosterilmistir [289].

Diinyada giin gectikce artan insan populasyonu ile besin ihtiyaci arasindaki dogrusal
oranti dikkate alindiginda, yenilebilir bitkisel besin kaynaklarindan yiiksek verim
saglamak onemli bir ama¢ olmustur. Tahillardan yiiksek verim saglamak amaciyla
kullanilan kimyasal giibreler hem {irlinlerin hem de insanlarm sagligini tehdit
etmektedir. Bu yiizden dogaya ve insana dost dogal hizlandiricilarin kesfi i¢in gelismis
tilkeler rekabet etmislerdir. Tohumun ¢imlenmesi, ¢iceklenme, olgunlagma, vegetatif ve
reprodiiktif gelisim, kok inhibisyonu gibi bitki gelisimi icin dnemli fizyolojik olaylar
koordine etmesi BR’lerin neden iiriin verimini arrtimak i¢in kullanilabileceginin bir
gostergesi olarak isaret edilmistir. Bu sebeple, tarla denemeleri gerceklestirilmis ve

BR’lerin hem iiriin kalitesini hem de sayisimi artirdig1 gézlemlenmistir [290].

Biiyiime ve gelismenin dis kaynakli olarak BR alan bitkilerin hem abiyotik hem de
biyotik stres kosullarina dayanikliliklarinin arttigr gosterilmistir [291]. Gelismekte olan
tilkelerde bitkisel iiriin verimine ket vuran ana 6ge ¢evresel kosullarin uygun olmamasi
ve abiyotik stres (sicaklik, agir metaller, pestisidler, tuzluluk gibi)’ tir. BR’lerin abiyotik
strese kars1 aktif koruyucu etkisi ¢esitli antioksidan enzim reaksiyonlarii baskilamasi
veya artirmasi, protein sentezine olan etkisi ve ¢esitli koruyucu molekiillerin sentezini
uyarmasi seklindedir [18, 292, 293]. Tohum verimini azaltan hatta ket vuran streslerin
basinda gelen ve kuraklik ile meydana gelen tuzluluk stresinde BR’lerin rolil in vitro
caligsmalar ile gosterilmistir. Tuza direngli ve dayaniksiz arpa bitkileri EBR uygulamasi
sonras1 fotosentetik kapasitelerini artirmis, bitkilerin nukleus, kloroplast yapilarini

koruyarak tuzluluk stresi altinda daha iyi fotosentez yapmalarini indiiklemistir [294].
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Tuzluluk stresi disinda metal stresine karsi BR’lerin etkisi gosterilmistir. Ozellikle
Brassica juncea’da ve piring bitkilerinde yapilan calismalar, 24-epibrassinolid ve 28-
homobrassinolid’in agir metal ve pestisid stresine kars1 etkili oldugu ortaya
konulmustur [295, 296]. Aym1 zamanda kadmiyum stresi altinda antioksidanlarla olan

etkilesimi de gosterilmistir [297] .

BR’lerin ayn1 zamanda virus, bakteri ve mantar gibi biyotik stres faktorii olan cesitli
patojenlere karsi savunmada rol oynadiklar bilinmektedir [298-300]. Aym1 zamanda
patates ve pirin¢ bitkisinde bakterilere karsi immun cevabin gelismesinde BR’lerin
onemi belirlenmistir [298]. BR’lerin etkisi sadece bitkilerde degil farkli canlilarda da
incelenmistir. Boceklerde yapilan ¢calismalar BR’lerin, hiicre boliinmesi ile ilgili olaylart

etkilediklerini ortaya konmustur [301, 302].

BR’lerin cesitli organizmlarda biyolojik aktivitelerinin anlasilmasi i¢in ¢esitli calismalar
yapilmis ve antiviral etkileri belirlenmistir [303]. BR analoglariin RNA ve DNA
viriislerine karsi antiviral etkisi Wachsman ve dig. [304] tarafindan gosterilmistir.
Herpes simpleks’in  (HSV-1) gozdeki normal konjunktif hiicrelerin (NHC)
cogalmasinin, BR analoglarinca doza bagl olarak engellendigi gosterilmistir [305].
Fakat, antiviral tedavi olarak BR’ye diren¢ mekanizmas: viriislerde cabuk gelistiginden

bagka aktif molekiiller 5nem kazanmistir.

2.5.2. Brassinosteroidlerin Biyosentezi

BR’ler polihidroksi steroidal lakton ve ketonlardir. Genel yapilar bir karbon iskeleti ve
buna bagli 4 halkadan olugmaktadir. Dogal olarak bulunan, tanimlanmis kirktan fazla
brassinosteroid, kimyasal yap1 olarak birbirlerinden A ve B halkalart ve yan
zincirlerdeki farkli bilesenlerle ayrilirlar. Bu modifikasyonlar biyosentezleri sirasindaki
oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlar1 sonucu meydana gelmektedir. Bitki sterolleri
(lipoidal steroid alkoller) BR’lerin Oncii maddelerini olusturmaktadirlar. Bu Oncii
maddelerden biyosentez i¢in en c¢ok kullanilan kampestroldiir (24a-metil kolesterol)

(Sekil 2.17) [306]. Bu molekiil izopentenil difosfattan sentezlenmektedir. izopentil
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difosfat ise mevalonik asit aracilig: ile asetil koenzim A’dan tiirevlenmektedir. Izopentil
difosfat mevalonik asit bagimsiz olarak da piruvat ve gliseraldehit-3-fosfattan koken
almaktadir. Kampesterol olusumu sirasiyla, teasteron, tifasterol, kastasteron ve
brassinolid seklinde gerceklesmektedir (Sekil 16). BR’leri olusturan kimyasal yapinin
yan zincirlerindeki karbon sayisi brassinosteroidleri siniflandirmay1 kolaylastirir. Bu
gore C27, C28, C29 seklinde isimlendirilbilirler. Dogada en cok bulunan, ilk izole

edilen brassinosteroid brassinoliddir ve C28 steroid olarak bilinmektedir [286].
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Sekil 2. 16. Brassinosteroidlerin sentezi. Bishop ve Koncz [16].
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2.5.3. Brassinosteroidlerin Hiicresel Islevleri

BR’lerin hiicre diizeyinde uzama, hiicre duvarinin mekanigini ve hiicre zarmin
gecirgenligini degistirme (proton pompalarinin aktivasyonu), boliinme, niikleik asit ve
protein sentezini aktive etme, gen ekspresyonunun diizenlenmesi gibi pek cok olay1

etkiledigi rapor edilmistir [307-309].

BR’lerin hiicre bilylimesine etki ettigi, bu etkinin ise proton pompasi inhibitdrii eritsorin
B ile geri dondiiriildiigii bildirilmistir [310]. BR’lerin aym zamanda ribuloz-1,5-
bifosfosfat karboksilaz/oksijenaz (Rubisco) ve diger fotosentetik gen anlatimina, mRNA
ve protein seviyelerine etki ettigi gosterilmistir [311]. Bitkilerde ayrica ksilem
farklilasmasinda BR’lerin rolii vardir. Ksilemi olusturan hiicrelerin bazilarinin
programlanmis hiicre 6liimiine gitmesi trake elemanlarinin olugmasinimi saglamaktadir

[312].

BR’ler yapisal olarak boceklerdeki ektisteroidlere benzemekte ve programlanmis hiicre
olumiinii gergeklestirmektedirler [313]. BR’ler, boceklerin farkli hayat dongiileri
sirasinda uygulanirlarsa, ortadan kaldirilmalarini saglamaktadirlar, bu nedenle

tarimeiligr iyilestirme amagh olarak da kullanilabilirler.

BR’lerin tiim bu siirecleri nasil diizenledigi ise hiicre igine tasig1 sinyal yolaklarinin
aydinlatilmasiyla anlasilmistir. Hayvanlardaki steroid hormonlar sitoplazmada bulunan
reseptorlerine baglanarak sinyalin nukleusa taginmasim1 ve bdylece hormona bagiml
gen anlattminin baglatilmasinda veya baskilanmasinda gorevlidirler. Buna benzer
olarak, Arabidopsis thaliana Dbitkisinde yapilan caligmalar BR sinyalinin
transkripsiyonel degisime neden oldugunu ve bu sekilde bitkide fizyolojik cevaplarin
olustugunu gostermistir. BR sinyal mekanizmasinin anlagilmasindaki en 6nemli etken
brassinosteroide duyarsiz [brassinosteroid insensitive 1 (BRI1) geni] mutantlarin 1996
yilinda Clouse ve dig. [284] tarafindan elde edilmesidir. Bu sayede BRII geni ve mutant
alleller tanimlanmistir. BRI1, reseptor-benzer bir kinaz ve BR sinyal mekanizmasi igin
son derece 6nemli bir molekiil olarak tanimlanmistir. BRI1, transmembran domeni, N-

terminal sinyal peptidi ve 25 adet l6since zengin tekrar iceren ekstraseliiler domen
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iceren bir molekiildiir. Bu proteinin hayvanlarda bulunan serin/treonin kinaz aktivitesine
benzer sekilde aktivite gosterdigi belirtilmistir [16]. Ikinci bir protein BRI1 uyumlu
reseptor kinaz (BAKI1)’in BR sinyali i¢cin gerekli oldugu gosterilmistir [314, 315].
BAKI1, BRIl ile heterodimer olusturarak BR sinyalini hiicre i¢ine tagimada gorev
almaktadirlar (Sekil 2.18) [316]. Heterodimerizasyon sonrasit her iki reseptoriin
fosforilasyonu meydana gelmekte ve kinaz aktivitesi gerceklesmektedir. Boylece hiicre
icindeki diger molekiiller icin reseptorlerin hiicre i¢i kisimlarinda interaksiyon bolgeleri
meydana gelmektedir. BR baglanmasina hiicre iginde cevap veren proteinler ise
brassinazol-direnci 1 (BZR1) ve BRI baskilayici 1 (BES1) proteinleri olarak
belirlenmistir [317, 318]. Bu iki protein, heterodimer olarak aktivasyon gosteren BRI
ve BAKI ile etkilesime giren ve BR sinyalinin negatif diizenleyicisi olan BIN2
(brassinosteroid insensitive 2) tarafindan defosforile edilmektedirler. BR yoklugunda ise
BIN2, BZR1 ve BES1’i fosforlayarak yikmaktadir [319]. BZR1 ve BESI1 defosforile
olduktan sonra nukleusa go¢ ederek BR’ye cevap veren genlerin veya BR sinyal
mekanizmasinda gorevli genlerin anlatimlarinin aktivasyonlarini veya baskilanmalarini
saglamaktadirlar (Sekil 2.18) [320]. Baz1 durumlarda BIN2’nin rolii BSU1 proteinin de
katilmasiyla artirilabilmektedir [321]. Clouse ve dig. [284], 1996 yilinda Arabidopsis
thaliana bril mutantlarinin ciice kaldiklarin1 ve fertilite problemlerini gostermislerdir.
BR sinyal mekanizmasinin hedefi genlere ornek olarak Arabidopsis thaliana veya
domateste hiicre duvarinin, hiicre uzamasi sirasinda gevsemesini indiikleyen
ksiloglukan endotransferaz (XET) ornek verilebilir [322]. Diger BR-cevap genlerine
ornek olarak hiicre dongiisiiniin kontroliinde gorevli sikline-bagimh kinaz 2b ve siklin
D3 sayilmaktadir [323]. Okaryotik translasyon baglatma faktorii (elF;) de ayni sekilde
hedef genlerden biri olarak gosterilmigtir [324].
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Sekil 2. 17. Bitki hiicresinde brassinosteroid sinyal mekanizmasi. Bishop ve Koncz [16].
2.5.4. Brassinosteroidlerin Tiirevleri

Simdiye kadar literatiirde 65 adet BR ve 5 adet BR konjugati tanimlanmistir. Halen
kesfedilmemis olanlarinin da bulundugu diisiiniilmektedir. BR’lerin angiospermlerden
(monokotil ve dikotil bitkiler), gimnospermlerden, 1 pteridofitten ve 1 algden olmak
tizere toplamda 58 bitki tiiriinden izole edildigi belirlenmistir [325]. Boylelikle bitkiler
aleminde yaygin olarak gozlemlenebilmektedirler. BR’lerin tiimii biyolojik olarak aktif
degildir. Biyolojik olarak aktif BR’lerden, brassinolid, EBR, homobrassinolid fizyolojik
calismalarda siklikla kullanilmaktadir. Bunlarin disinda dolikolid, homodolikolid,
kastasteron, dolikosteron, tifasterol BR tiirevlerine ornekdir. Cesitli bitkilerin farkl
organlarindan spektroskopik yontemlerle karakterize edilen BR’ler dogal ve sentetik

olarak ikiye ayrilmaktadirlar. Dogal brassinosteroidlerin karakteristik 6zellikleri:
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1. A halkas1 (3. karbonda mono-, di-, trioksijen bulunan)

2. B halkasi (6-okso-7-oksalakton veya 6-okso roliinii temsil eder)

3. A ve D halkalar bitigik

4. 24. karbonda 22a, 23a-dihidroksillenmis ya da 25. karbon metillenmis olarak
tanimlanmistir (Sekil 2.19) [326].

Dogal BR’ler, yag asitleri ve seker konjuge edilmis halde de bulunabilmektedirler.
Diger yandan BR analoglari dogal brassinosteroidler ile yapisal olarak benzerlik

gostermektedirler .

24-Epibrassinolid

OH

HO

[+]
Dolikolid Kastasteron

Sekil 2. 18. Baz1 dogal brassinosteroidlerin kimyasal yapilar1. Bishop ve Koncz [16].
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2.5.4.1. Epibrassinolid

EBR dogal bir BR olup biiyiime, hiicre boliinmesi, biyotik strese cevap, antioksidan
mekanizmalarin aktivasyonu gibi hiicre olaylarinda gorev aldig1 gosterilmistir. Ozellikle
arpa ve sogan bitkilerinin hiicre bolinmelerine etkisi sirasiyla EBR’nin bu bitkilerde

lektin ile etkilesime girerek ve mitotik indeksi artirarak gerceklestirdigi belirlenmistir

[327, 328].

EBR’nin bitkilerdeki bir diger etkisi olan strese karsi cevap olusumu ise bir¢ok farkl
abiyotik stres kosulu altinda calisilmistir. Brassica juncea bitkisinde tuzluluk ve nikel
stresi, bilylimeye ve fotosenteze ket vuran etkenler olarak gosterilmis, fakat es zamanh
EBR uygulamasinin biiyiime ve fotosentez parametrelerini iyilestirdigi gosterilmistir
[17]. Aym1 zamanda bakir ve krom streslerine karsin antioksidan enzimlerin seviyelerini

artirdigt belirlenmistir [329, 330].

EBR’nin bitkilerde absisik asit, indol-3-asetik asit ve poliamin seviyelerine etki ettigi ve
bakir metali stresi kosulunda, bu molekiilleri artirarak gayakol peroksidaz, katalaz ve

siiperoksit dismutaz gibi antioksidan enzimleri tetikledigi gosterilmistir [329].

Son yillarda EBR’nin bitki hiicrelerinin diginda memeli hiicreleri tizerine etkileri de
aragtirtlmaya baslanmigtir. Fare adrenal medulla néronal hiicre hatt1 olan PC12 hiicreleri
tizerinde EBR’nin etkisi incelenmis ve bu hiicrelerde EBR’nin 1-metil-4-fenilpiridinium
(MPP+) tarafindan indiiklenen oksidatif stresten ve apoptozdan korudugu gosterilmistir.
MPP+, Parkinson hastalifi modeli yaratmak i¢in kullanilan, mitokondri fonksiyon
bozuklugunu tetikleyen ve dopaminerjik noronlari tahrip eden bir kimyasaldir [331].
Carange ve dig. [332] tarafindan 2011 yilinda yapilan calismada EBR’nin hiicre ici
reaktif oksijen seviyelerini azalttigi ve siiperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon
peroksidaz gibi antioksidan enzimlerinin aktivitelerini artirdigi gosterilmistir. Ayni
zamanda PC12 hiicrelerinde MPP+ ile tetiklenen hasar EBR uygulamasi sayesinde
DNA kiriklar1 olusumunda azalma, Bax/Bcl-2 oraminin ve kaspaz 3 kesilmesinin
azalmas1 gibi apoptotik parametreleri etkiledigi ileri siiriilmistir [332]. EBR’nin

norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde onemli bir rol oynayabilecegi gosterilmistir.
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EBR’nin etkileri ayn1 zamanda kanser hiicrelerinde de c¢alisilmis ve olumlu sonuglar

verdigi goriilmiistiir [15-21].

2.5.4.2 Epibrassinolid’in Kanser Hiicrelerindeki Etkileri

Dogal BR’ler, hiicre ¢ogalmasi ile karakterize edilen kanser, Alzheimer, Huntington,
steroidlerle tetiklenen osteoporoz, cinsiyet belirleyici organlarm farklilagsmasinda
meydana gelen aksakliklar, androjen duyarsizligi, astim, steroidlerle tetiklenen katarakt
ve P450 oksidorediiktaz eksikligi gibi hastaliklarm tedavisi icin onerilmislerdir. HMEC-
1 (insan mikrovaskiiler endotel hiicreleri) ve HUVEC (insan gobek bagi damari endotel
hiicreleri) hiicreleri anjiyogenez modeli olarak kullanilmis ve bu hiicrelerde EBR ve
homokastasteronun, hiicre cogalmasina etkileri Rarova ve dig. tarafindan [333]

incelenmis ve bu hiicre hatlarinda anjiyogeneze ket vurdugu gosterilmistir.

BR’lerin farkli hiicre hatlarinda hiicre dongiisiine etki ettikleri, biiylimeyi, anjiogenezi
engelledikleri ve apoptozu tetikledikleri belirlenmistir [15]. EBR’nin hiicre ¢ogalmasini
azaltic1 etkisi fibroblast ve basta MCF-7 meme kanseri, A549 akciger, K563 kronik
miyeloid 16semi, RPMI 8226 coklu miyeloma, CEM T-lenfoblastik 16semi, HeLa
serviks kanseri gibi hiicre hatlarinda gosterilmis ve doza bagli olarak bu hiicre
hatlarinda hiicre canliliginda azalma tespit edilmistir [15]. Bununla birlikte EBR’nin
etkisinin hormona bagimli olarak gelisen kanser hiicre hatlarinda daha etkili oldugu ileri
siriilmiigtiir [15]. Ostrojene bagimli gelisen MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarinda
EBR’nin hiicre dongiisiinii G; fazinda inhibe ederek, dongiiyii diizenleyen p21, p27, p53
ve siklinler gibi proteinlerin anlatimim etkileyip, apoptozu indiikledigi gosterilmistir

[15].

BR’lerin apoptozu nasil tetikledigi tam olarak bilinmemekle beraber, hormon
reseptorleri anlatimi bulunan hiicre hatlarinda daha iyi sonu¢ vermesinden dolayi, EBR
ile tetiklenen apoptozda steroid hormon reseptorlerinin rolleri olabilecegi ileri
siiriilmiistiir. BR’ler ile insan steroidleri arasindaki benzerlikten yola ¢ikarak, BR’lerin
steroid hormon reseptorleri ile etkilesimi incelenmistir [15]. Bulgulara goére EBR,
ER’ye zayif baglanirken, yapay bir BR olan kolestanon, dstrojen ve androjen reseptorii

agonisti olarak belirlenmistir. MCF-7 hiicrelerinde ER’nin, EBR uygulamasi ile
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sitoplazmada kalarak nukleusa go¢ etmedigi ve yikildigi gosterilmis ve bu nedenle EBR
meme kanseri icin potansiyel anti-kanser ajan olarak onerilmistir [15]. Bununla birlikte
EBR’nin PKa hiicre hatlarinda apoptotik mekanizmay1 nasil tetikledigi ve potansiyel

androjen reseptorii etkisi bilinmemektedir.
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. KULLANILAN MALZEMELER

3.1.1. Kullamlan Cihazlar

Kullanilan cihazlar Ekler boliimiinde Tablo 1’de sunulmustur.

3.1.2. Hiicre Kiiltiirii Donanimlari

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan donanimlar Ekler boliimiinde Tablo 2’ de sunulmustur.

3.1.3. Kullamlan Kimyasallar

Kullanilan kimyasal maddeler Ekler boliimiinde Tablo 3’de sunulmustur.

3.1.4. Kullamlan Molekiiler Biyoloji Kitleri

Kullanilan molekiiler biyoloji kitleri Tablo 4’te sunulmustur

3.1.5. Kullamlan Tamponlar, Cozeltiler ve icerikleri

RPMI Besiyeri :
RPMI s1v1 besiyeri

% 10 si1g1r fetiisii serumu

% 1 (10 U/ml) penisilin/streptomisin

Bradford cozeltisi

Coomassie blue belirteci 25 mg
Etanol (%95’lik ) 12,5 ml
Asetik asit (%85°1ik) 25 ml
Saf su 212,5 ml



65

Yiikleme Jel Tamponu: 0.5 M Tris-HCI, pH 6.8

Ayirma Jel Tamponu: 1.5 M Tris-HCI, pH 8.8

% 10 (w/v) APS (amonyum persiilfat) 10 ml

1 gr APS 10 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlanir. -20°C’de saklanir.

%4’liik yiikleme jeli (20 ml i¢in)

2.6 ml Akrilamid:bis-akrilamid ¢ozeltisi

5 ml Yiikleme jel tamponu
0.2 ml % 10 (w/v) SDS
100 ul % 10 (w/v) APS

20 ul TEMED

12.2 ml saf su

%12’1ik ayirma jeli (50 ml)
20 ml Akrilamid:bis-akrilamid ¢ozeltisi

12.5 ml Ayirma jel tamponu

0.5 ml % 10 (w/v) SDS (sodyum dodesil siilfat)
500 pl % 10 (w/v) APS (amonyum persiilfat)
25 Wl TEMED (Tetrametletilendiamin)

17 ml saf su

TBS (Tris tamponlu tuz ¢ozeltisi) (10X) (1 litre):

24,2 gr Tris bazi
80 gr NaCl
pH 7,6

1X TBS-Tween (1 litre):
100 ml TBS 10X
500 pl Tween 20




66

10X SDS-PAGE (SDS- Poliakrilamid Jel Elektroforezi) viiriitme tamponu (500 ml)
15.2 gr Tris baz1

72 gr glisin
5 gr SDS

Transfer tamponu (1 litre):

3 gr Tris bazi
14,4 gr Glisin
200 ml Metanol

Kemiluminisans Tamponu:

A cozeltisi B ¢ozeltisi

9 ml saf su 9 ml saf su

Iml 1M tris-HCI, pH 8,5 Iml 1M tris-HCI, pH 8,5
45 pl kumarik asit 6,2 ml H,O,

100 pl luminol

Hazirlandiktan sonra karanlikta saklanmaktadir.

3.2. HUCRE KULTURU, HUCRE CANLILIGI VE SAGKALIM TAYINi

3.2.1. Hiicrelerin Yetistirilmesi

Tez kapsaminda kullanilan PKa hiicre hatlart LNCaP ve DU145, American Type Tissue

Culture Collection’ dan temin edilmistir. Bu hiicre hatlarindan LNCaP, androjen

reseptorii anlatimi yapmasi bakimindan yabanil tip PKa hiicre hatti olup in vivo da ilk

evrelerdeki kanserli hiicrelere benzerlik gosterirken, DU145 hiicre hatt1 ise androjen

reseptorii anlatimi bakimindan yoksun, beyin metastazindan izole edilmis ve daha

yayilimci kanser hiicrelerini temsil etmektedir. Hiicreler RPMI (Roswell Park Memorial

Institute) besiyerinde % 10 sigir fetusu serumu ve 10 U/ml penisilin/streptomisin

antibiyotik katkisi ile % 5 CO, igeren 37°C’de inkiibatorde iiretilmistir. Hazirlanan

besiyeri 0,22 uM por ¢apindaki hiicre kiiltiirii ile uyumlu filtrelerden gegirilerek steril

hale getirilip, 50 ml’lik falkon tiiplerde +4°C’de saklanmistir.
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Hiicreler 75 cm? lik petri kaplarinda yetistirilmistir. Protein izolasyonu ic¢in 100 ve 60
mm’lik, poliamin izolasyonu i¢in 60 mm’lik petri kaplarina, RNA izolasyonu ve FACS
uygulamalar1 i¢in 6 kuyulu petri kaplarina, floresan mikroskobu ve florometre
calismalar i¢in 12 kuyulu petrilere hiicre ekimleri gerceklestirilmistir. Hiicrelerin gece
boyunca petri kaplarina yapismalan beklendikten sonra gerekli ila¢ ve/veya inhibitor
uygulamalar belirlenen siirelerde uygulanmis ve 37 °C ‘de % 5 CO; iceren etiivde

bekletilmistir.

3.2.2. Hiicrelerin Kaldirilmasi, Sayim ve Pasajlanmasi

Hiicre ekimi ya da petri kabindaki hiicrelerin sayilarinin artmasi sonucu hiicre
pasajlanmasi islemi i¢in ortamdan besiyeri uzaklastirildiktan sonra hiicreler 75 cm? lik
petri kaplarinda 2 ml fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikanip 2 ml tripsin-EDTA
(etilen diamin tetra asetik asit) (% 0,25) ile CO, iceren etiivde 2 dakika
bekletilmislerdir. Bu siire sonunda hiicrelerin zarar gérmesinin engellenmesi igin petri
kabina 2 ml RPMI besiyeri eklenerek tripsinin aktivitesi durdurulmus hiicreler santrifiij
tiibiine alinmistir. 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij isleminden sonra siipernatant atilmis,
hiicrelerin iizerine 1ml taze besiyeri eklenmistir. Iyice pipetaj yapilip homojen bir hale

gelen hiicre siispansiyonu hiicre sayimina hazirlanmis bulunmaktadir.

Hiicre siispansiyonundan 10 pl almarak Neubauer hemositometresinin kanalina
aktartlmis ve tizeri lamel ile kapatilmistir. Hemositometrede 25 karede sayilan hiicre
sayist, Iml’deki hiicre sayisinin bulunabilmesi icin 10% ile garpllmls‘ur.l,leO6 hiicre, 75

cm”lik petri kaplarina ekilerek hiicrelerin pasajlama islemi gerceklestirilmistir.

3.2.3. Hiicre Canhihi@ Tayini

EBR’nin sitotoksik etkisinin zaman ve doza bagli olarak tespit edilmesi, kaspaza
bagimli apoptozun belirlenmesinde kullanilan z-VAD-FMK (genel kaspaz inhibitoril,
10 uM), Z-LEHD-FMK (kaspaz-9 inhibitorii, 10 uM)’'nin EBR’nin etkiledigi hiicre
canliligina etkisi, MDL72527 (PAO, SMO inhibitorii, 50 uM)’in EBR’nin etkiledigi
hiicre canliligina etkisi ve son olarak SSAT gecici gen susturmasinin (SSAT siRNA,
1,25 pg) EBR’nin etkiledigi hiicre canliligina etkisi metilltiazol difeniltetrazolyum

bromiir (MTT) testi ile belirlenmistir. Kisaca 1x10* hiicre/kuyu 96 kuyucuklu petri
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kaplarinda ekilip gece boyunca yapigsmalar beklendikten sonra, hiicrelere 0-100 uM
EBR 0-48 saat boyunca farkli zaman araliklarinda uygulanmistir. Se¢ilen EBR dozunu
takiben, diger deneyler 24 saatlik periyotlarda gerceklestirilmistir. MTT tetrazolium
tuzu ile 4 saat bekletilen orneklerde olusan kesilmis formazan bilesikler canli hiicrelerin
yiizeyinde birikir. Bu bilesiklerin verdigi renk 570 nm dalga boyundaki
spektrofotometrik okumaya tabi tutulmus ve ila¢ uygulanmamis kontrol Orneklere

oranlama yapilarak bagil EBR sitotoksik diizeyi belirlenmistir.

3.2.4. Hiicre Sagkalim Tayini

Hiicre sagkalim tayini i¢in hiicreler tripsin-EDTA ile kaldirilip, Neubauer
hemositometrede sayildiktan sonra 5x10" hiicre 6 kuyulu petrilere ekilmis ve gece boyu
hiicrelerin petri kaplarina yapigsmalar1 beklenmistir. 24-48-72 ve 96 saatlik zaman
dilimlerinde 25 mM EBR uygulanmis ve bu siireler sonunda hiicreler yeniden tripsin-
EDTA ile kaldirilarak santrifiij ile coktiiriilmiislerdir. Siipernatant uzaklastirildiktan
sonra hiicrelerin {izerine 1:1 oraninda % 0,4’liik tripan mavisi eklendikten sonra, 10 pl
hiicre siispansiyonundan alinarak hemositometrede sayilmiglardir. Olii olan hiicreler
tripan mavisini absorbe ederken, canli olanlar seffaf sekilde goriilmiislerdir. Bu sekilde

EBR uygulamasi sonucu sag kalan hiicrelerin sayis1 belirlenmistir.

3.2.5. Hiicrelerin Dondurulmasi ve Cozdiiriilmesi

Erken pasaj sayilar1 olan hiicreler yedeklenmek amaciyla agamali olarak 6nce bir gece -
80 °C buzdolabinda, daha sonra uzun siire saklamak i¢in -196 °C sivi azot tankina
alimmuslardir. Bu islem icin hiicreler tripsin-EDTA ile muamele edilerek kaldirildiktan
sonra, 2000 rpm’de santrifiij edildikten sonra sayilmus ve yaklasik 1x10° hiicre kriyovial
tiiplerde dondurulmustur. Dondurma islemi i¢in % 10’luk DMSO (Dimetilsulfoksit)

kullanilmastir.

Gerekli goriildiigiinde hiicreler sivi azottan ¢ikartildiktan sonra, hizli bir sekilde
¢cOzdiiriilmiis ve onceden 1sitilarak 37 °C’ye getirilmis besiyerinde 75 cm® lik petri
kaplarina almmislardir. Hiicreler petri kabina yapistiktan sonra tripsin-EDTA ile

kaldirilarak santrifiijleme islemine tabi tutulmus ve DMSO uzaklastirilmistir.
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3.3. MiKROSKOBIiK YONTEMLER

3.3.1. Isik Mikroskobu

1x10* hiicre 12 kuyulu petri kaplarina ekildikten sonra yapismalar1 icin bir gece
bekletilmistir. Daha sonra 24 ve 48 saat siireyle 25 uM EBR uygulanmistir. EBR
uygulanan ve uygulanmayan kontrol grubu hiicrelerin morfolojik goriintiileri floresan
atacmanli mikroskop ile beyaz 1sikta oncelikle 10x10 daha sonra 40x10 biiyiitmede

belirlenmistir.

3.3.2. Floresan Mikroskobu

3.3.2.1. Propidyum Iyodiir (PI) Boyama

1x10* LNCaP ve DU145 hiicresi 12 kuyulu petri kaplarma ekilip bir gece yapismalari
beklendikten sonra, 24 saat boyunca 25 uM EBR uygulanmustir. Inkiibasyon siiresini
takiben ilach besi yeri mikropipet yardimiyla ¢ekilip atildiktan sonra, hiicreler Smg/ml
propidyum iyodiir (PI) iceren RPMI besiyeri ile 30 dakika boyunca bekletilmislerdir.
Bu siire sonunda kuyulardan PI iceren medyum uzaklastirilip hiicreler PBS ile
yikandiktan sonra, 500 ul PBS eklenerek floresan atagmanli mikroskop ile incelenmistir

(Eksitasyon:536 nm, Emisyon: 617 nm). Olii hiicreler kirmizi renkte gézlemlenmistir.

3.3.2.2. 3,3 Diheksiloksakarbosiyanin Iyodiir (DiOC6) Boyama

1x10* sayida LNCaP ve DU145 hiicresine 12 kuyulu petri kabina ekildikten sonra, 24
saat siire ile 25 uM EBR uygulamasi sonunda, EBR’li RPMI besiyeri uzaklasrilip 4nm
DiOC6 igeren besiyeri eklenmistir. 15 dakika boyunca DiOC6 ile muamele sonucu
hiicreler boyay1 igceren besiyerinden mikropipet yardimi ile uzaklastirildiktan sonra bir
kez PBS ile yikanmis ve kuyulara 500 ul PBS ilave edilmistir. 488 nm eksitasyon ve
525 nm emisyon dalga boylarinda floresan atagmanli mikroskop ile incelenmis ve

saglikli mitokondri membranina sahip hiicreler yesil olarak gozlemlenmistir.

3.3.2.3. 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) Boyama

LNCaP ve DUI145 hiicrelerinde EBR’nin neden oldugu DNA kondensasyonunu
gozlemlemek icin DAPI boyama gergeklestirilmistir. 1x10* sayida LNCaP ve DU145
hiicresi 12 kuyulu petri kabina ekilip bir gece petri kabina yapismalar1 beklendikten

sonra, 25 pM EBR 24 saat siire ile uygulanmistir. 24 saat sonunda EBR iceren besiyeri
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uzaklastirilip yerine 5 mg/ml DAPI iceren besiyeri eklenmis ve 10 dakika boyunca 37
°C’de % 5 CO; igeren etiivde bekletilmistir. Bu siire sonunda DAPI iceren medyum
cekilip hiicreler PBS ile yikanmis ve her kuyuya 500 ul PBS eklenmesinin ardindan
DNA kondensasyonu floresan atagmanli mikroskop ile 350 nm eksitasyon ve 470 nm

emisyon dalga boylarinda incelenmistir.

3.3.2.4. 2", 7"-diklorfloresein-diasetat (DCFH-DA) Boyama

DCFH-DA, EBR uygulanan hiicrelerde olusan ROS iiretimini goriintiilemek igin
kullanilmistir. DCFH-DA, normalde floresan 6zellikte olmayan fakat hiicre icine difiize
olduktan sonra, hiicrede bulunan reaktif oksijenlerle okside olarak DCF molekiiliine
doniiserek floresan 1s1ma veren bir molekiildiir. 1x10* sayida LNCaP ve DU145
hiicresine 12 kuyulu petri kabina ekildikten sonra, 25 uM EBR 24 saat siiresince
uygulanmistir. Son konsantrasyon 1 uM olacak sekilde 37 °C’de % 5 CO, iceren etiivde
5 dakika bekletilen hiicreler inkiibasyon siiresi sonrasi PBS ile iki kez yikanmislardir.
Daha sonra iizerlerine 500 ml fosfat tamponu eklendikten sonra, DCFH-DA’in okside
formu diklorfloreseinin floresan mikroskobunda emisyon 480 nm ve eksitasyon 500 nm

dalga boylarinda incelenmistir.

3.4. FLOROMETRIK YONTEM

LNCaP ve DU145 hiicreleri 1x10* sayida olacak sekilde 12 kuyulu petri kablarina
ekildikten sonra, 24 saat boyunca 37 °C’de % 5 CO, iceren etiivde 25 uM EBR ile
inkiibe edilmislerdir. Aym potansiyelinin belirlenebilmesi icin 24 saat sonunda EBR
uzaklastirilmig ve hiicreler bir kez PBS ile yikanmistir. 4nm RPMI icinde hazirlanmis
DiOC6 hiicrelere uygulandiktan sonra, hiicreler 15 dakika boyunca CO;’li etiivde
bekletilmistir. 15 dakika sonunda DiOC6 iceren besiyeri mikropipet yardimi ile
uzaklastinlmis ve hiicreler bir kez PBS ile yikanmistir. Bu islemi takiben, her bir
kuyucuga 500 pl tripsin-EDTA eklenerek CO, igeren etiivde 2 dakika bekletilmis ve
hiicrelerin petri kabinin dibinden kalkmalar saglanmistir. Herbir kuyudaki hiicre
populasyonu 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine gecirilerek, 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilerek coktiiriilmeleri saglanmistir. Santrifiij islemini takiben hiicrelerin iizerine 200

ul PBS eklenmistir. 96 kuyulu optikal petri kaplarina 50’ser ul olacak sekilde 4 ayn
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tekrar seklinde boliinen kontrol ve EBR uygulanmis ornekler daha sonra 488 nm
eksitasyon ve 525 nm emisyon dalga boylarinda DiOC6 floresanst florometrede

Olctilmiistiir.

Florometrik yontem hiicrelerde acgiga c¢ikan ROS miktarim belirlemek icin de
kullanilmigtir. 24 saat EBR uygulamasinin ardindan, besiyeri 12 kuyulu petrilere
ekilmis hiicrelerin iizerinden cekilerek hiicreler, 1X PBS ile yikanmis, daha sonra 1 uM
DCFH-DA uygulanarak, 37 °C’de % 5 CO, iceren etiivde 5 dakika bekletilmislerdir.
Inkiibasyon siiresi sonras1 1X PBS ile bir kez yikanan hiicrelere, 500 ul tripsin-EDTA
eklenerek CO, igeren etiivde 2 dakika bekletilmislerdir. Hiicreler daha sonra 1,5 ml’lik
santrifiij tiiplerine alinmig, 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiiglerdir.
Bu islemden sonra, hiicrelerin iizerine 200 pl PBS eklenmis ve hiicreler pipetaj
yapilarak homojen hale getirilmistir. 96 kuyulu optikal petri kaplarina 50’ser pul olacak
sekilde 4 ayr tekrar seklinde boliinen ornekler emisyon 480 nm ve eksitasyon 500 nm

dalga boylarinda incelenmistir.

3.5. ELiZA YONTEMIi

3.5.1. Hiicrelerin Hazirlanmasi

LNCaP ve DUI45 hiicreleri 25 mm®lik hiicre petrilerinde 1X PBS ile yikandiktan
sonra, tripsin-EDTA uygulamas: ile kaldirilmis, Neubauer laminda sayilmis ve 96
kuyucuklu petri kaplarina 1x10* sayida ekilmistir. Hiicrelerin petri kabinin dibine
yapismalan bir gece beklendikten sonra gerekli ilag veya inhibitor uygulamalarn 3’er
tekrarli olmak tizere gerceklestirilmistir. EBR’nin apoptotik etkisinin belirlenmesi i¢in
25 uM EBR, p53 proteininin fonksiyonelliginin EBR ile tetiklenen apoptozda
belirlenmesi i¢in 20 puM pifithrin a, (p53 inhibitorii), 2,5 pM nutlin-3 (Mdm?2
inhibitorii), ¢esitli poliamin katabolik enzimlerine 6zgii siRNA kompleksleri hiicrelere

belirlenen siirelerde uygulanmistir.
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3.5.2. ELiZA yontemi

ELIZA kitinin icinde kisaca,

- Anti-histon, (klon H11-4)

- Anti-DNA-Peroksidaz (POD), (klon MCA-33)

- Yikama tamponu

- Inkiibasyon tamponu, (kullanima hazir ¢ozelti)

- Substrat tamponu, (kullanima hazir ¢zelti)

- ABTS Substrat Tableti

- Mikroplaka modiilii bulunmaktadir.

Uygulama sonrast ELIZA yontemi Roche firmasinin iiriin kataloguna gore
gerceklestirilmistir. Kisaca; {iiretici firma tarafindan saglanan 6ziitleme tamponundan
200 pl her bir petri kuyusuna eklenerek, petri kuyularinda bulunan hiicrelerin
oziitlenmesi 30 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilerek gerceklestirilmistir.
Daha sonra 96 kuyulu petri kab1 10 dakika boyunca karistinnlmistir. Her bir 6rnegin
bulundugu kuyulardan 20 pl cekilerek firma tarafindan saglanan ve tabaninda anti-
histon (biotin ile isaretli) ve anti-DNA (peroksidaz ile isaretli) antikorlar1 bulunan 6zel
kuyulara gecirilmistir. Orneklerin iizerine daha sonra 80 pl immun karisim eklenmistir.
Immun karisim iiretici firmanin sagladigi 100’er ul anti-histon biotin ve anti-DNA
antikorlar1 ve 1800 ul saf su ile hazirlanmistir. Ornekler daha sonra 2 saat siire ile
karistiric1 lizerinde oda sicakliginda bekletilmis ve itiretici firmanin sagladigi peroksidaz
cozeltisi ile 15 dakika bekletildikten sonra absorbans degerleri 405 nm dalga boyunda

mikroplaka okuyucuda elde edilmistir.

3.6. IMMUNOBLOTLAMA

3.6.1. Total Protein izolasyonu

LNCaP ve DUI145 PKa hiicreleri 1x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 100 mm c¢aph
petrilere ekilmis ve uygun miktarda besi ortam1 (RPMI besiyerinde % 10 sigir fetiisii
serumu ve 10 U/ml penisilin/streptomisin antibiyotik katkisi ile) eklenmistir. Bir gece
petri kabia yapismalar1 beklendikten sonra hiicrelere 24 saat siire ile 25 uM EBR

uygulanmistir. EBR uygulamasindan sonra besiyeri atilmis, hiicreler soguk 1X PBS ile
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bir kez yikanmis ve tekrar 1X PBS eklenmistir. Bu asamada kaziyict yardimi ile
hiicreler kaldirilmis ve 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine alinmiglardir. Tipler 1 dakika
13200 rpm’ de santrifiij edildikten sonra, siipernatant atilmistir. Cokeltinin iizerine
hiicre protein 6ziitleme tamponu, %10 proteaz inhibitorii ilavesi ile eklenmistir. Oda
sicakliginda 15 dakika kalan ornekler daha sonra +4°C’de 20 dakika boyunca 13200
rpm’de santrifiij edilmistir. Siipernatantlar total protein tayini i¢in -80 °C’de

saklanmustir.

3.6.2. Sitoplazmik ve Mitokondriyal Protein izolasyonu

Sitoplazmik ve mitokondriyal protein izolasyonu icin sitokrom c¢ apoptoz kiti
kullanilmis ve iiretici firmanin protokolii takip edilmistir. Kisaca; 4x10° sayida LNCaP
ve DU145 hiicresi 100 mm hiicre petrilerine ekildikten sonra, 24 saat siire ile 25 uM
EBR uygulanmistir. Hiicreler 1X PBS ile yikandiktan sonra, kaziyic1 yardimi ile petri
kaplarindan kaldirilip mikrofiyj tiiplerine alinmistir. Tiipler 2500 rpm’de +4 °C’de 5
dakika santrifiij edilip, elde edilen hiicre lizatinin iizerine firma tarafindan saglanan
DTT iceren sitozol 6ziitleme tamponu 20 ul eklenip 10 dakika boyunca buzun {izerinde
inkiibe edilmistir. Daha sonra ezici yardimu ile iyice ezilen lizat 3000 rpm’de 10 dakika
+4°C’de santrifiij edildikten sonra, supernatant sitozolik protein eldesi olarak
saklanmistir. Kalan peletin iizerine mitokondriyal ekstraksiyon tamponundan (firma
tarafindan saglanan) 20 pl eklenerek, 13200 prm’de 30 dakika santrifiij yapilmistir. Elde

edilen supernatant mitokondriyal protein tayini i¢in -80 °C’de saklanmistir.

3.6.3. Sitoplazmik ve Nuklear Protein izolasyonu

Sitoplazmik ve nuklear protein izolasyonu icin ProteoJET sitoplazmik ve nuklear
protein izolasyon kiti kullanilmistir. Kisaca, LNCaP ve DU145 PKa hiicreleri 5x10°
hiicre/kuyu olacak sekilde 100 mm caph petrilere ekilmis ve uygun miktarda besi
ortami eklenmistir. Hiicreler yapistiktan sonra 24 saat boyunca 25 pM EBR
uygulanmigtir. Ila¢ uygulanmasindan sonra, hiicreler 1X PBS ile yikanmis ve 1X PBS
icinde kazinarak kaldirilmis ve mikrofiij tiiplerinde toplanmistir. 5000 rpm’de santrifiij
edildikten sonra hiicre pelletine 200 pl hiicre lizis tamponu (proteaz inhibitorii ve 0,1M
DTT icermektedir) eklenmistir. Ornekler daha sonra karstirilip, 10 dakika buzda

tutulmustur. + 4°C* de 500 rpm’de 7 dakika santrifiij isleminden sonra siipernatant ayr1
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bir mikrofiij tiipiine alimmistir (siipernatant sitoplazmik protein icermektedir).
Cokeltinin tizerine 500 pl nukleus yikama tamponu [proteaz inhibitorii ve 0,1M DTT
(dikloro difenol trikloroethan) icermektedir] eklendikten sonra, 6rnekler karstirilip 2
dakika buzda bekletilmistir. +4 °C’de 500 rpm’de 7 dakika santrifiij yapilmistir.
Siipernatant atilmistir. Elde edilen ¢okeltinin iizerine 150 pl nukleus saklama tamponu
(proteaz inhibitorii ve 0,1M DTT icermektedir) ve 1/10 hacim kadar nukleus lizis
tamponu eklenmistir. Ornekler tekrar karistirilarak 15 dakika buzda bekletilmistir. Daha
sonra +4 °C’ de 13200 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant bagka bir
mikrofiij tiipiine alinmistir (nuklear protein igermektedir). izole edilen proteinler -80 °C’

de saklanmustir.

3.6.4. Bradford Protein Miktar Tayini

Protein igeriginin belirlenmesi i¢cin Bradford yontemi kullamlmistir [334].
Konsantrasyonu 1,5 pg/ pl olan BSA (sigir serum albumin) kullanilarak 6nce standart
egri olusturulmustur. Bu egri su sekilde hazirlanmstir: 1,5 pg/ pl, 3 pg/ pl, 4,5 pg/ pl, 6
png/ w, 7,5 pg/ ul BSA’nin iizerine Bradford ¢ozeltisi eklenerek 595 nm dalga boyunda
absorbanslar 6l¢iilmiis, elde edilen proteinlerden 1 pg/pl alinarak aym dalga boylarinda
absorbanslar1  belirlenmistir. Standartlarin absorbans/konsantrasyon grafigi elde
edildikten sonra, bu grafigin egim esitliligi kullanilarak absorbans degerleri bilinen

orneklerin konsantrasyonlart belirlenmistir.

3.6.5. Proteinlerin SDS-PAGE’de Yiiriitiilmesi

Immunoblotlama yéntemi i¢in Laemmli tamponu (4X) ve 30 pg protein 6rnekleri 1:3
oraninda kanstirilarak 95 °C’de 5 dakika tutulmustur. %4 yiikleme ve %12’lik ayirma
SDS-PAGE hazirlanarak, proteinler bu jel sistemine yiliklenmislerdir. Jel sisteminde ilk
kuyuda daima protein belirte¢ ile birlikte 100 V’de 2 saat yiiriitme tamponunda

yiiriitiilmiistiir.

3.6.6. Membrana Transfer ve bloklama

SDS-PAGE sonrasi, yiikleme jeli kesilerek ortamdan uzaklastirilmistir. Ayirma jeli
boyutunda kesilen poliviniliden fluorid (PVDF) membranlar jellerin altina konduktan

sonra, membran ve jellerin her iki tarafina transfer tamponunda 1slatilmis filtre kagitlarn
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yerlestirilmistir. Jel, membran ve filtre kagitlar1 kasetlere yerlestirilerek 1,5 saat
boyunca 350 miliamperde transfer islemi gerceklestirilmistir. Transfer islemi sonrasi
membranlar, 2 saat oda sicakliginda, %5’lik yagsiz siit tozu (%0.1 Tween20 iceren 1X

TBS) icerisinde bekletilerek bloklama islemi yapilmistir.

3.6.7. Primer ve Sekonder Antikor Isaretlemeleri

Siit tozu icerisinden alinan membranlar, 1X TBS-Tween ile 5 dakika olmak iizere 3 kez
yikandiktan sonra, primer antikorlarla gece boyu +4°C sicaklikta bekletilmislerdir.
Birincil antikorlar %5’lik yagsiz siit tozu (% 0,1 Tween20 iceren 1X TBS) icinde

asagida belirlenen dilusyonlarda uygulanmislardir:

Beta-aktin (1:1000), sitokrom c¢ (1:1000), siklin D1 (1:1000), siklin A (1:1000), p16
(1:1000), p21 (1:1000), CDK2 (1:1000), CDK4 (1:1000), CDK6 (1:1000), PARP
(1:500), kaspaz 9 (1:500), kaspaz 3 (1:500), Puma (1:1000), Bak (1:500), Bax (1:1000),
Bik (1:1000), Mcl-1 (1:1000), Bcl-2 (1:1000), Bcl-xi, (1:1000), ODC (1:1000), AZ
(1:1000, Prof. Chaim Kahana’nin (Weizmann Enstitiisii) hediyesi), AZI (1:1000, Prof.
Chaim Kahana’nin (Weizmann Enstitiisii) hediyesi), SSAT (1:1000), SMO (1:1000,
Prof. Robert Casero’nun (Johns Hopkins Universitesi) hediyesi), PAO (1:1000),
GAPDH (1:1000), p53 (1:500) , Mdm?2 (1:100), AR (1:500), Histon H3 (1:1000)

Primer antikorlarin uygulanmasini takiben membranlar 5’ser dakika boyunca 3 kez
TBS-Tween ile yikanmistir. Yikamanin ardindan, membranlar anti-tavsan ve anti-fare
ikincil antikorlar (1:3000) ile gece boyu +4 °C sicaklikta bekletilmistir. ikincil antikor
uygulamasinin ardindan, 10’ar dakikalik 3 TBS-Tween ve 10 dakikalik TBS yikamasi
sonrasinda, ornekler kemiluminisans tampon (A ve B ¢ozeltilerinin 1:1 karisim) ile 1

dakika muamele edilmistir.

3.6.8. Bantlarin Goriintiilenmesi

Membranlar kemiluminisans tamponu ile bekletildikten sonra, rontgen kasetleri
icerisine, stre¢ filmle sarilarak yerlestirilmistir. Membranlarin iizerine rontgen filmleri

yerlestirilerek, elde edilen kemiluminisansin filmi yakmasi saglanmistir. Gelistirici ve
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sabitleyici film cozeltileri ile istenilen goriintii elde edilinceye kadar yikanarak, en son

asamada filmler soguk suda yikanarak kurumaya birakilmislardir.

3.7. AKIM SITOMETRISI

3.7.1. Hiicrelerin Hazirlanmasi

3x10° sayida LNCaP ve DU145 hiicresi 6 kuyucuklu hiicre petrilerine ekilerek, bir gece
boyunca 37 °C’de %5’lik CO;’li etiivde tutulmuslardir. Petri kabinin dibine yapisan
hiicrelere 25 M EBR uygulamasi hiicre dongiisiiniin tayini i¢in 24, 48 ve 72 saat
boyunca gerceklestirilmistir. Hiicre membraninin disina ¢ikarak lokalizasyon degisikligi
yapan fosfatilserinlerin tayini icin kullanilan annexin V ve o6lii hiicrelerin belirlenmesi
icin kullanilan propidyum iyodiir boyamasi i¢in ise 24 saatlik 25pM EBR uygulamasi
gerceklestirilmistir. Belirtilen zaman dilimlerinde EBR uygulamasim takiben hem
yiizen hiicreler hem de tripsin-EDTA ile kaldirilan hiicreler santrifiij edilip, akim

sitometrisi i¢in hiicreler hazirlanmaya baglanmistir.

3.7.2. Apoptotik Hiicre Oliimiiniin Anneksin V ve Propidyum iyodiir Boyamas: ile

Akim Sitometrisinde Tayini

Apoptotik hiicre 6liimii akim sitometrisinde anneksin V-PI boyama ile tespit edilmistir.
Protokol {iretici firmanin talimatlarina gore uygulanmistir. Kisaca; santrifiij edilen
hiicreler 500 pl anneksin V baglama tamponu icinde karistirildiktan sonra, 5 pl annexin
V-—FITC ve 5 pl PI (50pg/ml) ile 10 dakika boyunca karanlikta ve oda sicakliginda
inkiibe edilmislerdir. Ornekler daha sonra akim sitometrisinde degerlendirilmislerdir.
Ornek basina 10000 hiicre akim sitometrisi tarafindan analiz edilmistir. Annexin V
floresansi absiste, PI floresansi ordinatta olmak iizere hiicreler noktalar halinde dortgen
boliimli grafikte sunulmustir. Bu dortgen grafigin her bir bélmesindeki rakamlar hiicre
populasyonunun % degerini temsil etmektedir. Dortgenin her bir bolmesi sirasiyla: alt
sol: canli; alt sag: erken apoptotik; list sag: ge¢ apoptotik; iist sol: nekrotik hiicre
populasyonlarin1  isaret eder. Veri analizi CellQuest programi kullanilarak

gerceklestirilmistir.
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3.7.3. Hiicre Dongiisiiniin Akim Sitometrisi Kullamlarak incelenmesi

Tripsin-EDTA uygulamas1 sonrasi santrifiij edilen hiicreler %70 etanol ile fikse
edilerek, 30 dakika buz iizerinde bekletilmistir. 5 dakika boyunca 1200 rpm’de santrifiij
edilen hiicreler daha sonra RNaz (100 ug/ml) ve PI (40 ug/ml) iceren 1X PBS i¢inde
karistirllmig ve o6rnekler 30 dakika boyunca 37 °C’de karanlikta inkiibe edilmislerdir.
Ornek basma 10000 hiicre akim sitometrisinde incelenmistir (Becton Dickinson). PI
floresans1 sunulan grafikte absiste verilmistir. Bu grafige gére DNA miktari, hiicre
siklusunun G1, S, G2 ve M evrelerinde degistigi icin, ilk pik 2n sayida DNA iceren ve
hiicre siklusunun G1 fazindaki hiicreleri, plato boliimii DNA sayis1 artmaya baslayan S
fazindaki hiicreleri, 2. pik DNA sayis1 4n’e c¢ikmis G2 evresindeki hiicreleri
gostermektedir. G1 fazindan 6nceki evre ise DNA kiriklar1 bulunduran apoptotik
hiicrelerin yer aldig1 subG1 fazi olarak bilinmektedir. Veri analizi CellQuest programi

kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.8. POLIAMIN  MIKTARLARININ YUKSEK  BASINCLI SIVI
KROMOTOGRAFISI (HPLC) iLE TAYINi

3.8.1. Hiicrelerin Hazirlanmasi

1x10° sayida LNCaP ve DU145 hiicresi 60 mm’lik petri kaplarina ekilerek, bir gece
boyunca 37 °C’de %5’lik CO;’li etiivde tutulmuslardir. Hiicrelere daha sonra 24 saat
boyunca 25 pM EBR uygulanmistir. Poliamin igeriklerinin belirlenebilmesi icin
oncelikle hiicreler 1X PBS ile yikanmis, daha sonra kaziyici yardimi ile kazinarak
kaldirilmis ve santrifiij tiiplerinde toplanmislardir. Tiipler daha sonra 13200 rpm’de bir

dakika boyunca ¢oktiiriilmiis ve benzoilasyon iglemine gecilmistir.

3.8.2. Benzoilasyon islemi

500 pl trikloroasetik asit (TCA) hiicre lizatinin iizerine eklenerek cam tiiplere alinmis
ve daha sonra iizerine 1ml sodyum hidroksit eklenmistir. 10 ml %50 benzoil klorid
eklenmesinin ardindan tiipler 1 dakika boyunca karistirilmistir. 20 dakika oda
sicakliginda inkiibasyon sonrasi tiipler tekrar 1 dakika boyunca karnstirlmistir.

Orneklerin iizerine 1 ml 5M sodyum kloriir eklendikten sonra, her tiipe 2 ml dietileter
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eklenip vortekslenmistir. Asagida kalan tabaka yeni mikrofiij tiiplerine alinmis ve daha
sonra bu tabakanin iizerine saf su eklenerek tiipler karistirllmistir. Tiipler daha sonra
13200 rpm’de 2 dakika santrifiij edilip, kloroform iceren kisim yeni bir tiipe alinip
evaporator yardimi ile cam tiiplerde ucurma gergeklestirilmistir. Orneklerin iizerine 500

ul metil alkol eklenmis ve elde edilen poliamin ekstrakti -20 °C’de saklanmustir.

3.8.3. Poliamin Standartlarimin Hazirlanmasi

Poliamin analizleri yiiksek basincli sivi kromatografi cihazi ile gerceklestirilmistir.
Mobil faz olarak % 60’11k metanol kullanilmistir. Internal standart olarak diaminooktan
kullanilmistir. Kromatografiden ¢ikacak sonuclarin analiz edilmesinden 6nce poliamin
standartlar1 hazirlanarak cihazda okutulmustur. Hazirlanan poliamin standartlar
asagidaki sekildedir:

1 mM Put: 8 mg Put hidroklorid (50 ml saf su ile)

ImM Spd: 12,7 mg Spd hidroklorid (50 ml saf su ile)

1 mM Spm: 17,4 mg Spm tetrahidroklorid (50 ml saf su ile)

3.8.4. Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi (HPLC) Analizi

Her analiz oncelikle hazirlanan standart 6rnekler enjekte edilerek baslanmistir. Buna
gore swrasiyla Put 6. dakikada, Spd 13. dakikada, Spm ise 23. dakikada HPLC
kolonundan ¢ikarak ultraviole 151k altinda tespit edilmistir. Orneklerin enjeksiyon hacmi
50 ul olacak sekilde ayarlanmistir. Elde edilen PA degerleri protein bazinda ifade

edilmistir. Her analiz en az ii¢ kere tekrarlanmistir.

3.9. sSiRNA YONTEMI iLE GEN SUSTURULMASI

3.9.1. Hiicrelerin Hazirlanmasi

2x10* LNCaP ve DU145 hiicresi 6 kuyucuklu petri kaplarina ekilerek bir gece petri
kabina yapismalar1 beklendikten sonra hiicrelere SSAT siRNA, PAO siRNA ve AR
siRNA transfeksiyonu gergeklestirilmistir. SSAT ve PAO siRNA uygulamas1 48 saat,

AR siRNA uygulamasi ise 24 saat gerceklestirildikten sonra gen susturulmasi kantitatif
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es zamanli PCR ve immunoblotlama yontemleri ile kontrol edilmistir. Bu islemler i¢in

siRNA uygulanan hiicrelerden sirasiyla total RNA ve total protein elde edilmistir.

3.9.2. siRNA Transfeksiyonu

SSAT siRNA 1,25 pg/ul, transfeksiyon ajam ise 1:6 oraninda, PAO siRNA yine 1,25
pg/pl, transfeksiyon ajani ise 1:9 oraninda uygulanmistir. Bunun yam sira AR siRNA
0,5 pg/pl, transfeksiyon ajani ise 1:1 oranindadir. Ayrica hiicrelere negatif kontrol
olarak negatif siRNA transfeksiyonu da 1,25 pg/pl konsantrasyonda yapilmis,
transfeksiyon ajani 1:6 olarak uygulanmistir. siRNA uygulamalar iiretici firmalarin
onerdigi protokollere bagh kalinarak gerceklestirilmistir. Kisaca SSAT ve PAO fetal
s1g1r serumu icermeyen besiyerinde hazirlanip, 15 dakika oda sicakliginda bekletildikten
sonra, hiicrelerin iizerinde bulunan RPMI besiyerine damla damla eklenip petri kabi
dikkatli bir sekilde calkalanmistir. SSAT ve PAO siRNA uygulamalan 48 saat boyunca
gergeklestirilmis ve bu siire sonunda siRNA iceren besiyeri, 25uM EBR iceren besiyeri
ile degistirilmistir. AR siRNA ise yukarda belirtildigi sekilde hazirlandiktan sonra, 6
kuyucuklu petri kaplarina ekilmis ve iizerinde RPMI bulunan hiicrelere damla damla
eklendikten sonra petri kab1 dikkatlice calkalanmistir. 24 saat AR siRNA uygulamasinin
ardindan siRNA iceren besiyeri mikropipet yardimi ile c¢ekilip atildiktan sonra

hiicrelerin iizerine 25 pM EBR iceren besiyeri eklenmistir.

3.10. KANTITATIF ES ZAMANLI POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIiYONU

3.10.1. Hiicrelerin Hazirlanmasi

Kantitatif es zamanlh polimeraz zincir reaksiyonu (qQRT-PCR) icin, 2x10" LNCAP veya
DU145 hiicresi 6 kuyucuklu petri kaplarina ekildikten sonra gerekli ila¢ uygulamalar
yapilmistir. Cesitli siirelerdeki ilag, inhibitdr veya siRNA uygulamalar1 sonras1 besiyeri
mikropipet yardimi ile cekilip atilarak hiicreler 1X PBS ile yikannmustir. Yikama
isleminin ardindan, hiicreler petri kabinin dibinden kaziyici yardimi ile kazinarak
santrifiij tiiplerine gecirilmis ve 13200 rpm’de 1 dakika santrifiij edilip
coOktiiriilmiislerdir. 1X PBS igeren iist s1v1 atildiktan sonra RNA izolasyonu protokoliine

baslanmustir.
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3.10.2. RNA izolasyonu ve Miktar Tayini

RNA izolasyonu i¢in kullanilan ¢ozelti ve tamponlar:
- TriPure izolasyon ajam

- Kloroform

- % 70 etanol (v/v)

- Etanol

- Saf su (RNaz icermeyen)

Ornekler santrifiij islemine tabi tutulduktan sonra iist s1v1 cekilip atilan ¢okeltiye 250 pl
TriPure 6ziitleme ajani eklenmis ve oda sicakliginda 5 dakika bekletilmistir. Orneklere
daha sonra 50 pl kloroform eklenmis ve 15 saniye siire ile karistirnlmistir. Oda
sicakliginda 15 dakika bekletilen ornekler daha sonra maksimum hizda +4°C’de 15
dakika santrifiij edilmislerdir. Ust faz yeni bir mikrofiij tiipiine aktarilmis ve iizerlerine
125 pl etanol eklenmistir. Mikrofiij tiipleri alt iist edilerek karistirllmis ve oda
sicakliginda 5 dakika bekletilmistir. Maksimum hizda +4 °C’de 10 dakika santrifiij
edilen oOrneklerdeki iist faz RNA c¢oOkeltisini oynatmadan dikkatli bir sekilde
dokiilmiistiir. Daha sonra 6rneklere 250 pl % 70’lik etanol eklenmis ve 8000 rpm’de +4
°C’de 5 dakika siire ile santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrast etanol RNA peletini
oynatmadan dikkatli bir sekilde dokiilmiistiir. Elde edilen pellet oda sicakliginda 10
dakika, etanol kokusu gidene kadar kurutulmustur. Bu siire sonunda pelletin {izerine 30
pl RNaz icermeyen saf su eklendikten sonra ¢oziinmesini saglamak igin 55 °C’de 1 saat

bekletilmistir. Izole edilen RNA 6rnekleri -20 °C dondurucuda muhafaza edilmistir.

Izole edilen RNA’larin miktar1 spektrofotometre yardimi ile olgiilmiistiir. Kisaca,
oncelikle spektrofotometrede 100 pl saf su Ornek olarak 260 ve 280 nm dalga
boylarinda Olgiilmiistiir. Ardindan 1:50 dilue edilen Ornekler sirasiyla aymi dalga

boylarinda 6l¢iilmiis ve ng/pl olarak konsantrasyonlar1 kaydedilmistir.
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3.10.3. cDNA Sentezi

cDNA sentezi iScript sentez kiti kullanilarak, iiretici firmanin protokolii izlenerek
gerceklestirilmistir. Kisaca, reaksiyon karisimi asagidaki igerige gore toplamda 20 pl

olacak sekilde hazirlanmstir.

4 ul 5X iScript reaksiyon karisimi
1 pl iScript revers transkriptaz

1 pl RNA 6rnegi

14 pl RNaz icermeyen su

Hazirlanan reaksiyon karisimi sirastyla; 25 °C’de 5 dakika, 42 °C’de 30 dakika ve 85
°C’de 5 dakika 1siticidda tutularak cDNA sentezi gerceklestirilmistir. cDNA
spektrofotometrede 1:50 dilue edilerek Ol¢iilmiistiir. Elde edilen cDNA’lar -20 °C

dondurucuda saklanmastir.

3.10.4. PCR Amplifikasyonu

gRT-PCR ile gen anlatimi miktar tayini yapilabilmesi i¢in Oncelikle standart 6rnekler ve
korden ikiser tekrar olacak sekilde reaksiyon tiipleri hazirlanmistir. Standart 6rnekler

icin GAPDH referans gen olarak kullanilmistir.

Hazirlanan standartlar:

100 ng kontrol cDNA, GADPH primerleri
300 ng kontrol cDNA, GADPH primerleri
500 ng kontrol cDNA, GADPH primerleri

Hazirlanan ornekler:

500 ng kontrol cDNA, Hedef gen primerleri

500 ng kontrol cDNA, GAPDH primerleri

500 ng EBR veya siRNA uygulanmis cDNA, Hedef gen primerleri
500 ng EBR veya siRNA uygulanmis cDNA, GADPH primerleri
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Kullamilan primerler:

SSAT forward ve reverse primerler ile PAO forward ve reverse primerleri, gen dizileri
saglayici firmalarin igerigi sakli iiriinleridir.

GAPDH Forward: CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT

GAPDH Reverse: AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC

Yukarida adi gecen 6rnekler kullanilarak 0.2 ml’lik PCR tiipleri igerisinde 25 pl PCR
karisimi hazirlanmigtir. PCR i¢in gerekli maddeler olan PCR tamponu, polimeraz,
MgCl,, dort deoksiriboniikleozid trifosfatlar gibi maddeler 5X SYBR Green PCR

Master Mix icerisinde karisim halinde bulunmaktadir.

PCR karisimi su sekilde hazirlanmistir:

X pl steril saf su (25 pl’ye tamamlayacak hacimde)

12,5 ul 5X SYBR Green PCR Master Mix

0.25 uM Primerler

Y pl cDNA (Yukarida belirtilen ng’1 elde etmek i¢in gerekli olan hacimde)

Hazirlanan 6rnekler polimeraz zincir reaksiyonu ile PCR cihazinda agagidaki kosullarda
cogaltilmistir:

Baslangic denatiirasyon 95°C 5 dakika

Denatiirasyon 94°C 1 dakika

Baglanma 55°C 1 dakika

Uzama 72°C 1 dakika

40 siklus tekrarlanmigtir

Son uzama 72°C 10 dakika

Hedef genlerin transkript miktarlar1 standart 6rneklerin esik dongiisii [treshold cycle
(Ct)] degerlerinden yola cikilarak c¢izilen standart grafigin egim grafigi iizerinden Pfaffl

metodu ile hesaplanmustir [335].
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3.11. iISTATISTIiKSEL ANALIZ

Elde edilen veriler en az iic deney tekrariin ortalamasidir. Veriler Graph Pad 4.04
istatistik programi ile analiz edilmistir. Gruplarin karsilagtirilmasinda bagimsiz t testi

kullanilmig ve anlamli degisimler i¢in p degeri < 0.05 olarak belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. EPIBRASSINOLID’IN LNCAP VE DU145 HUCRE CANLILIGINA ETKISi

EBR farkli PKa hiicre hatlarina (DU145 (androjen reseptor negatif, p53 mutant) ve
LNCaP (androjen reseptor pozitif, p53 pozitif) etkisi incelenmistir. ik olarak EBR nin
hiicre canliligina etkisi MTT testi ile tespit edilmistir. RPMI besiyerinde % 5 CO2
iceren nemli 37°C’lik etiivde biiyiitiillen DU145 ve LNCaP hiicreleri, 1x104 hiicre/kuyu
96 kuyucuklu petri kaplarinda ekilip gece boyunca yapismalar1 beklendikten sonra
hiicrelere farkli dozlarda (0-100 pM) EBR 24 ve 48 saat siire ile uygulanmistir.
Uygulamayi takiben tetrazolium tuzu ile 4 saat bekletilen 6rneklerde olusan kesilmis
formazan bilesikler canli hiicrelerin hiicre yiizeyinde birikmis ve bu bilesiklerin verdigi
renk 570 nm dalga boyundaki spektrofotometrik okumaya tabi tutulmustur. Sekil 4.1°de
goriildiigii iizere EBR uygulamasi yapilmamis kontrol hiicrelerine oranla, 24 ve 48 saat
EBR uygulanmis hiicrelerin bagil canlilik yiizdeleri zamana ve uygulanan EBR
konsantrasyonuna bagli olarak azalmistir. 25 pM EBR hiicrelerin %25’inde oliime
neden oldugu icin daha sonraki deneylerde kullanilacak doz olarak belirlenmistir.

LNCaP ——24sa. 120 - DU145 ——24sa.
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Sekil 4. 1. LNCaP ve DU145 hiicre hatlarinda EBR'nin dozuna bagli olarak hiicre canlili§inin
azalmasi. * p< 0,05, ** p< 0,01. K:Kontrol.
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25 pM EBR’nin erken zaman dilimlerinde de (0-4-6-8-12-24-48 saat) bagil hiicre
canliligina etki ettigi gdzlemlenmistir. LNCaP hiicreleri EBR’ye DU145 hiicrelerinden
daha fazla hassasiyet gostermistir (Sekil 4.2).

120 ——LNCaP
——DU145
100
g
= 80
=
8
o 60 *k
]
E
= 40
)
©
m
20
K DMsSO 2 4 6 8 12 24

25 uM EBR Uygulamasi (saat)

Sekil 4. 2. LNCaP ve DU145 hiicrelerinde, 25 uM EBR uygulamasi ile birlikte zamana bagh
olarak hiicre canlilig1 kaybi. ** p< 0,01. K:Kontrol.

EBR’nin DU145 ve LNCaP hiicrelerinde sagkalim mekanizmasina etkisi, EBR
uygulamasi sonrasi tripan mavisi boyamasi sonrasi 11k mikroskobunda incelenerek
saptanmistir. EBR uygulanan hiicrelerde kontrol hiicrelere kiyasla c¢ogalmasi

engellenmistir. EBR hiicrelerde sitostatik etki yaratmistir (Sekil 4.3).

DU145 ——K -=-EBR+
140 - LNCAP ——K -B-EBR+ 250 -
120 -
Y 200 4

3 100 - 2
> x
B 80 S 150 4
3 »
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g 60 & 100
£ 40 e T e
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24 48 72 96 24 48 72 96

EBR Uygulama Zamani (saat) EBR Uygulama Zamani (saat)

Sekil 4. 3. 25 uM EBR’nin LNCaP ve DU145 hiicre sagkalimini azaltmasi. *** p< 0,001.

K: Kontrol.
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4.2. EPIiBRASSINOLID’IN LNCAP VE DU145 HUCRE HATLARINDA
APOPTOTIK ETKISi

EBR uygulamasimi takiben meydana gelen hiicre canlilign kaybinin nedeninin apoptoz
olup olmadig1 arastirilmustir. Ik olarak EBR uygulanan hiicrelerde meydana gelen
morfolojik degisiklikler mikroskobik yontemlerle saptanmistir. DU145 ve LNCaP hiicre
morfolojilerindeki degisiklikler 151k mikroskobunda farkli zaman dilimlerinde (24 ve 48

saatte) incelenmistir. Hiicreler 48 saatte yapistiklart petri kabmndan kalkarak

EBR (25 puM)
24sa.

48 sa.

?3 3 : Ejf'_-lf“-'_-‘b\:ﬂ \ :‘?
e 5

Dol Leno

Sekil 4. 4. EBR uygulamasinin LNCaP ve DU145 prostat kanseri hiicrelerinde neden oldugu
morfolojik degisim (100X, 400X biiyiitme). K:Kontrol.

Apoptotik siirecte hiicre membraninda meydana gelen polarite degisiklikleri sonucu
hiicre membraninda yapisal degisimler gozlenebilmektedir. Farkli dozlarda EBR
uygulamasim takiben DU145 hiicrelerinde Ay, DiOC6 boyama yapilarak floresan
mikroskobu ile incelenmistir. Sekil 4.5’te gosterildigi gibi artan EBR dozlariyla beraber

mitokondri membran potansiyeli bozulmamis saglikli hiicre sayis1 (yesil olarak goriilen
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hiicreler) azalmistir. Ayn1 zamanda fluorometrede yapilan DiOC6 6lciimleri de EBR’nin

doza bagl olarak DU 145 hiicrelerinin Aym’ni bozdugunu dogrulamistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4. 5. DU145 hiicrelerinde artan dozlarda EBR uygulamasi sonrast mitokondri membran
potansiyeli kaybi. ** p<0.01, ## p<0,01, *** p<0,001, ### p<0,001. K:Kontrol.

Her iki hiicre hattinda EBR’nin neden oldugu hiicre 6liimii ve A,y,’nin karsilastiriimasi
icin sirastyla PI ve DiOC6 boyamasi yapilmistir. Sekil 4.6’da goriildiigii iizere, EBR (25
UM) her iki hiicre hattinda propidyum iyodiir pozitif hiicrelerin sayisini artirmis yani
hiicre 6liimiine neden olmustur. Bu hiicre 6liimii tipi her iki hiicre hattinda da A,,’da
artisa neden olan apoptotik 6liim olmakla birlikte, EBR’nin apoptotik etkisi LNCaP
hiicre hattinda daha belirgin sekilde goriilmektedir.

LNCaP DU145
IsikMikroskobu ~ Plboyama DiOC6boyama lgik Mikroskobu  Plboyama DIOC6 boyama

EBR

Sekil 4. 6. LNCaP ve DU145 hiicrelerine EBR uygulamasi sonrasi hiicre 6liimii ve mitokondri
membran potansiyeli kaybi. K:Kontrol.
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EBR’nin neden oldugu apoptoz aym zamanda apoptotik bir diger belirte¢ olan DNA
kiriklariinin DAPI boyama sonrasi floresan mikroskobu ile incelenmis, ayn1 zamanda
ELIZA yontemi ile de gosterilmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4. 7. LNCaP ve DU14S5 hiicrelerine EBR uygulamasinin DNA kiriklar1 olusumuna
etkileri. *** p< 0,001, ### p< 0,001. K:Kontrol.

EBR uygulamasi sonucu DU145 ve LNCaP hiicrelerinde meydana gelen apoptotik
erken ve gec evre degisiklikleri, anneksin-V ve PI boyamasi sonras1 akim sitometrisi
yontemi ile de analiz edilmistir. Sekil 4.8’te gosterildigi iizere, 24 saat EBR uygulamasi
sonucunda anneksin V ile yiiksek pozitif boyanan erken evre apoptotik hiicreler grafigin
sag alt, anneksin V-PI ikili boyanan gec evre apoptotik hiicreler grafigin sag iist
boliimlerinde goriilmektedir. 24 saat EBR uygulamasi, LNCaP hiicrelerinde erken evre
apoptotik populasyonun, kontrol hiicrelerine oranla, % 22 oraninda artmasina neden
olmugtur. DU145 hiicrelerinin, erken ve ge¢ evre apoptotik populasyonlarin toplami

hiicre populasyonun sadece % 14’iinii olugturmaktadir.
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Sekil 4. 8. EBR uygulamasi ile, LNCaP ve DU145 hiicrelerinde gozlemlenen erken ve gec evre
apoptotik hiicreler.

Apoptotik hiicre oliimiiniin saptanmasindaki bir diger yontem ise hiicre dongiisiinde
subG1 fazindaki hiicrelerin propidyum iyodiir boyama sonrast akim sitometrisi ile
belirlenmesidir. SubG, fazi, G, fazindan 6nceki fazda DNA kiriklar1 bulunan apoptotik
hiicrelerin gozlemlendigi faz olarak nitelendirilmektedir. Bu dogrultuda, 24 saat EBR
uygulamasin1 takiben LNCaP hiicrelerinde subG; fazinda yaklasik % 48 artis
gozlemlenmistir (Sekil 4.9). Bununla birlikte 72 saate kadar olan zamanda DU145

hiicrelerinde subG, faz1 zamana baglh olarak artmaktadir (Sekil 4.10).
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4. 9. EBR uygulamas1 sonrasi, LNCaP hiicrelerinde hiicre dongiisii fazlar1 ve subG1

fazindaki hiicre populasyonlarindaki degisim. K: Kontrol.
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Sekil 4. 10. Zamana bagli EBR uygulamasi sonrasi, DU145 hiicrelerinde hiicre dongiisii fazlart

ve subG1 fazi populasyonlari. K: Kontrol.
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4.3. EPIiBRASSINOLID’IN LNCAP VE DU145 HUCRE HATLARINDA
KASPAZA BAGIMLI APOPTOZU iNDUKLEMESI

24 saat 25 uM EBR uygulamasi LNCaP ve DUI145 hiicre hatlarinda A, ‘ye yol
agcmistir. A, DiOC6 boyamasi sonrasi fluorometrede 488 nm eksitasyon ve 525 nm
emisyon dalga boylarinda Olciilmiistiir. Sekil 4.11°de goriildiigii gibi wM EBR
uygulamast sonucu hem LNCaP hemde DU145 hiicrelerinde kontrol hiicrelerine gore

artmaktadir. Bu etki LNCaP hiicrelerinde daha belirgin sekilde gbzlemlenmektedir.
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Sekil 4. 11. EBR uygulanmis LNCaP ve DU145 hiicrelerinde mitokondri membran potansiyeli
kaybinin gozlemlenmesi. ### p< 0,001, *** p< 0,001.

EBR ayni zamanda LNCaP hiicrelerinde daha belirgin olmakla beraber her iki hiicre
hatinda da  mitokondride lokalize olan sitokrom c’nin sitoplazmaya c¢ikisini

tetiklemistir (Sekil 4.12).

Sitosolik fraksiyon
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Sekil 4. 12. EBR uygulamasi sonrast LNCaP ve DU145 hiicrelerinde sitokrom c’nin
sitoplazmaya gocii. B-aktin yiikleme standardi olarak kullanilmustir.
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Mitokondriden sitoplazmaya go¢ eden sitokrom c, sitoplazmada kaspaz-9 proteinini
aktif hale getirerek, kaspaz kaskadini baglatmaktadir. Bu sekilde meydana gelen kaspaz-
bagimli apoptoz, 24 saat EBR uygulamasinin ardindan Apaf-1, kaspaz-9 ve PARP
immnunoblotlamasi ile aragtinlmistir. Sekil 4.13’de goriildiigii iizere EBR uygulamasi
ile beraber prokaspaz-9’u aktif hale getiren Apaf-1 proteini anlatimi her iki hiicre
hattinda da artmistir. Bunun yam sira, aktif kaspaz-9 ve PARP kesimi her iki hiicre
hattinda da gozlemlenmektedir. LNCaP hiicrelerinde, EBR ile tetiklenen kaspaz-bagimli
apoptoz, etkili kaspaz-3’iin immunoblotlamasi ile de belirlenmistir. 24 saat 25 uM EBR
uygulamasinin ardindan LNCaP hiicrelerinde kaspaz-3 kesimi gerceklesmistir (Sekil
4.13). DU145 hiicrelerinde ise bu etki gézlemlenmemistir. Daha sonraki agamada, bir
diger etkili kaspaz olan kaspaz-7'nin EBR uygulamas: ile protein ifadesi degisimi
immonoblotlama yontemi ile incelenmistir. Kaspaz-7 ifadesi, kaspaz-3’ten farkli olarak
sadece DU145 hiicre hattinda artmig, LNCaP hiicrelerinde degismemistir (Sekil 2B). Bu
sonu¢ EBR’nin iki farkli hiicre hattinda farkli kaspazlari hedef alarak apoptozu

tetikledigini gostermektedir.
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Sekil 4. 13. LNCaP ve DU 145 hiicrelerine zamana bagli EBR uygulamasi sonrasi aktif kaspaz-
9, kaspaz-3 ve PARP protein ifadelerinde degisimler. B-aktin yiikleme standardi olarak

kullanilmastir.
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EBR’nin kaspaza bagimli apoptotik mekanizma ile iliskisini gostermek igin cesitli
kaspaz inhibitorleri kullanilarak hiicre canliligi tespit edilmistir. Sekil 4.14’te
gosterildigi gibi EBR uygulamasindan 24 saat 6nce Z-VAD-FMK (10 uM, pan-kaspaz
inhibitorii) olarak adlandirilan ve hiicre i¢indeki tiim kaspazlari inaktive eden bilesen
ile, Z-LEHD-FMK, kaspaz 9 inhibitorii (10 uM) 1X10* hiicre/ kuyu olacak sekilde 96
kuyucuklu petri kaplarina ekilmis hiicrelere uygulanmistir. 24 saat sonra inhibitorleri
iceren hiicre besiyeri c¢ekilerek yerine 25 puM EBR 24 saat siire ile uygulanmistir.
Kaspaz-9 inhibitorii her iki hiicre hattinda da EBR uygulamasi sonucu hiicre canliliginin
EBR uygulamas1 sonucu kaybedilmesini engellemistir. Sonu¢ olarak EBR’nin LNCaP
ve DUI145 hiicrelerinde DNA kiriklart meydana getirerek, sitokrom c proteininin
mitokondriden sitoplazmaya gogiinii baslatarak ve PARP proteininin kesilmesini
saglayarak apoptotik mekanizmay1 harekete gecirdigi gozlemlenmistir.
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Sekil 4. 14. EBR’nin kaspazlara bagimli apoptozu indiiklemesinin kaspaz inhibitorleri
varliginda gosterimi. * p< 0,05, ** p<0,01, ## p< 0,01, ** p<0,01.
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44. LNCAP VE DU145 HUCRE HATLARINDA EPiBRASSINOLID
UYGULAMASI SONRASI HUCRE DONGUSUNUN iNCELENMESI

EBR tarafindan tetiklenen apoptotik mekanizma incelenirken, akim sitometrisinde
subG1 ad1 verilen G1 fazindan 6nceki fazda DNA kiriklart bulunan apoptotik hiicrelerin
gozlemlendigi hiicre dongiisii fazi incelenmistir. 24 saat boyunca uygulanan 25 uM
EBR’nin LNCaP hiicrelerinde subG1 fazindaki hiicre sayisin1 yaklagik %50 oraninda
arirdign fakat bu orammn DUI145 hiicrelerinde %14 oldugu belirlenmisti. Hiicre
dongiistiniin devamliligim1 koordine eden protein ailesi olan CDK ve siklinlerin EBR
uygulamast sonucu degisimleri immunblotlama yontemi ile belirlenmistir. Sekil 9°da
gosterildigi iizere, 24 saat 25 pM EBR uygulamasi sonucu, LNCaP ve DU145
hiicrelerinde siklin D1 ve siklin A protein ifadeleri azalmistir (Sekil 4.15). CDK2 ve
4’tin anlatimlari1 EBR uygulamasi sonucu LNCaP hiicrelerinde azalirken, DU145
hiicrelerinde sadece CDK4’iin anlatim1 azalmaktadir. CDKG6 ifadeleri ise her iki hiicre
hattinda degismemektedir (Sekil 4.15). Ayrica, LNCaP hiicrelerinde EBR uygulamasi
CDKlarin dogal inhibitorii olan p21 anlatiminda artisa neden olurken, DU145’te ayni
sonu¢ gozlemlenmemistir. Bunun yaninda her iki hiicre hattinda bir diger CDK
inhbitorii olan pl16 diizeyleri ise EBR uygulamasi sonucu her iki hiicre hattinda da

azalmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4. 15. EBR’nin hiicre dongiisiinii diizenleyen siklinler ve sikline baglh kinazlarin
anlatimlarina etkisi. p-aktin yiikleme standardi olarak kullanilmistir.
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4.5. LNCAP VE DU145 HUCRE HATLARINDA EPiBRASSINOLIDLE
TETIKLENEN APOPTOZDA P53°UN ROLU

LNCaP ve DUI145 PKa hiicreleri p53 proteinin anlattmin1 yapmalart bakimindan
birbirlerinden ayrilmaktadirlar. LNCaP hiicre hatt1 dogal tip p53 anlatimi yaparken,
DU145 hiicre hattinda p53 proteini mutant olup gorevini yerine getirememektedir. p53
hiicre icinde Mdm?2 adi verilen bir protein ile kontrol altinda tutulmaktadir. Normal
sartlarda Mdm?2 sitosolde p53 ile bagli halde bulunurken, hiicre herhangi bir stres
faktoriine maruz kalirsa pS3 Mdm?2 ile birbirinden ayrilarak nukleusa go¢ etmekte ve
burada hiicre devrini kontrol eden proteinleri inaktif hale getirerek apoptotik

mekanizmayi tetiklemektedir.

Sekil 4.16’da goriildiigii tizere, LNCaP hiicrelerinde p53 anlatimi 24 saat siire ile 25 puM
EBR uygulamasin1 takiben artarken, Mdm2 anlatimi1 ise azalmaktadir. DU145

hiicrelerinde ise EBR ne p53 ne de Mdm?2 anlatiminda bir degisiklige yol acmamistir.
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Sekil 4. 16. EBR uygulamasinin sonrasi p5S3 ve Mdm?2 protein ifadelerinine etkisi. B-tubulin
yiikleme standardi olarak kullanilmistir.

pS53’iin EBR ile tetiklenen apoptozda 6nemini anlayabilmek icin hiicreler 25 pM EBR
ve pifithrin a (20 pM) ile es zamanh olarak 24 saat boyunca inkiibe edilmis ve
orneklerden protein izolasyonu yapilarak, apoptotik biyobelirte¢ olan PARP proteininin
kesilmig hali immunoblotlama yontemi ile incelenmistir. Sonug¢ olarak sekil 5.2° de
goriildiigli gibi pifithrin a es zamanlh uygulamasi LNCaP hiicrelerinde EBR’nin neden
oldugu apoptozu engellemistir. Bu sonugtan yola ¢ikilarak LNCaP hiicrelerinde p53’iin
fonksiyonel oldugu sonucuna varilabilir. Buna karsilik DU145 hiicrelerinde ise EBR ile
eszamanh pifithrin o uygulamasi apoptotik mekanizmanin caligmasini engellememistir.

p53 apoptotik mekanizmayi, Bcl-2 ailesi iiyelerinden Puma’nin transkripsiyonunu
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tetikleyerek indiikledigi bilinmektedir. LNCaP hiicrelerinde, EBR ile eszamanli pifithrin
o uygulamasi1 sayesinde aktivitesi bloke olan p53, Puma proteininin de anlatimini

diistirmiistiir (Sekil 4.17).

LNCaP DU145
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Sekil 4. 17. LNCaP ve DU145 hiicrelerinde, p53 inhibitorii pifithrin o ve EBR es zamanh
uygulamasinin PARP ve Puma protein ifadelerine etkisi. B-aktin yiikleme standardi olarak
kullanilmustir.

pS53’iin, LNCaP hiicrelerinde EBR ile tetiklenen apoptotik mekanizmada fonksiyonel
oldugunu gostermek icin son olarak Mdm?2 inhibit6rii Nutlin-3 (2,5 pM) kullanilmistir.
Hipotez, Mdm2 aktivitesi indirgendiginden p53’ii nukleusa go¢ etmesi {iizerine
kurulmustur. Bu durumda, EBR uygulamasi ile LNCaP hiicrelerinde p53
serbestlenmesinin artis1 ayn1 zamanda apoptozu tetiklemesi beklenmektedir. Sekil 4.18’
de goriildiigii tizere 25 uM EBR ile es zamanh olarak 24 saat boyunca uygulanan 2,5
UM Nutlin-3, LNCaP hiicrelerinde kesilmis PARP proteinin diizeyini artirmistir.

LNCaP DU145
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Sekil 4. 18. LNCaP ve DU145 hiicrelerinde Mdm?2 inhibitorii Nutlin-3 ve EBR es zamamnli
uygulamasinin PARP proteini kesilimine etkisi. B-aktin yiikleme standard1 olarak kullanilmigtir.

Son olarak, LNCaP hiicrelerinde EBR ile es zamanh olarak pifithrin a veya Nutlin-3
uygulamasinin DNA kiriklar1 olusumuna etkisi ELIZA testi ile belirlenmistir. Sekil
4.19°da gosterildigi gibi, es zamanh pifithrin o ve EBR uygulamast DNA kiriklar

olusumunu LNCaP hiicrelerinde sadece EBR uygulamasina oranla artirmistir. Buna
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karsin, DU145 hiicrelerinde aynt DNA kiriklart profili goriilmemistir (Sekil 4.19).
Nutlin-3 uygulanmis LNCaP hiicrelerinde DNA kiriklarinin olusumu incelendiginde ise
Mdm2’nin inaktif olmas1 kiriklarin olusumunu anlamli bir sekilde artirmaktadir (Sekil
4.19). Sonu¢ olarak, LNCaP hiicrelerinde p53’iin EBR ile tetiklenen apoptozda

fonksiyonel oldugu ortaya konulmustur.
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Sekil 4. 19. Pifithrin a veya Nutlin-3 ile es zamanli EBR uygulamasinin LNCaP ve DU145
DNA kiriklarinin olugumuna etkisi. * p< 0,05, ** p<0,01.

4.6. EPIBRASSINOLID UYGULAMASI SONRASI HUCRE iCi POLIiAMIN
MIKTARLARININ SAPTANMASI

PKa gelisimi ile artan biyosentezleri dolayisiyla, EBR uygulamasi sonucu DU145 ve
LNCaP hiicrelerinde hiicresel poliamin igerigi HPLC yontemi ile belirlenmistir.
Benzoilasyon yoOntemi ile poliamin standartlart kullamilarak EBR uygulanmis ve
uygulanmamis hiicrelerde Put, Spd ve Spm tayini gerceklestirilmistir. Sekil 4.20’de
belirtildigi gibi 24 saat EBR uygulamasi sonucu EBR uygulanmamis hiicrelere oranla

hiicresel poliamin iceriklerinde azalma her iki hiicre hattinda da saptanmistir.
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Sekil 4. 20. EBR’nin LNCaP ve DU 145 hiicrei¢i poliamin havuzuna etkisi.
** p< 0,01, ¥** p< 0,001.

4.7. EPIBRASSINOLID’IN POLIiAMIN METABOLIK ENZiIMLERINE VE ROS
URETIMINE ETKISi

Hiicre i¢i poliamin seviyelerindeki artisin nedenini anlayabilmek i¢in ilk olarak
poliamin biyosentez enzimlerinden ODC’nin ve onun regiilatorleri olan OAZ ve
AZI'nin anlatimlart immunoblotlama metodu ile incelenmistir. 24 saat 25 yM EBR
uygulamast ODC anlatim diizeyini her iki hiicre hattinda da azaltmistir (Sekil 4.21).
OAZ ifade diizeyi ise LNCaP hiicrelerinde artarken, DU145 hiicrelerinde azalmistir.
Bununla birlikte AZI yine her iki hiicre hattinda farkli sekilde degismistir. LNCaP
hiicrelerinde AZI ifade diizeyi azalirken, DU145 hiicrelerinde ilag¢ uygulanmamis

hiicrelerde azalmustir (Sekil 4.21).

LNCaP DU145
EBR N + EBR - +
— - oz | W
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Sekil 4. 21. EBR uygulamasinin LNCaP ve DU145 hiicrelerinde ODC, OAZ ve AZI protein
ifadelerine etkisi. B-aktin yiikleme standardi olarak kullanilmustir.
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Daha sonraki asamada EBR’nin PA katabolik enzimlerinin protein ifade diizeylerine
etkisine immunoblotloma yontemi ile incelenmistir. Sekil 4.22’de goriildiigli iizere
SSAT ve PAO anlatimlar1 24 saat EBR uygulamasi sonucu her iki hiicre hattinda da
artmistir. Bununla birlikte, LNCaP hiicrelerinde SMO anlatiminin belirgin bir sekilde
arttigr (yaklagik 1,5 kat, ImagelJ programi ile ol¢iilmiistiir) tespit edilirken, DU145 hiicre

hattinda ise SMO’nun anlatimimin azaldig: belirlenmistir.
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EBR + EBR - +
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Sekil 4. 22. EBR uygulamasinin LNCaP ve DU145 hiicrelerinde SSAT, SMO ve PAO protein
ifadelerine etkisi. B-aktin yiikleme standardi olarak kullanilmustir.

Katabolik enzimlerden SSAT ve PAO’nun anlatim diizeyleri ayn1 zamanda eszamanl
kantitatif PCR metodu ile de incelenmistir. 24 saat EBR uygulamasi sonrasinda
ozellikle LNCaP hiicrelerinde SSAT’nin yaklasgitk 6 kat arttigi gosterilmistir (Sekil
4.23). Ayn1 zamanda SSAT ve PAO’nun anlatim diizeylerindeki artis ayni zamanda

zamana bagh olarak da artmaktadir (Sekil 4.24).
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Sekil 4. 23. LNCaP ve DU145 hiicre hatlarinda EBR uygulamasi sonrast SSAT anlatimu.
GAPDH internal standart olarak kullanilmistir. *** p< 0,001.
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Sekil 4. 24. LNCaP ve DU145 hiicre hatlarinda, EBR uygulamasinin SSAT ve PAO
anlatimlarina etkisi. GAPDH internal standart olarak kullanilmistir. *** p< 0,001, ### p< 0,001.

EBR tarafindan tetiklenen apoptotik siiregte artan H,O, miktarinin ROS olusumuna
etkisi DCFH-DA boyama ile floresan mikroskobu ve fluorometre ile tespit edilmistir.
Sekil 4.25’te gosterildigi tizere, 25 uM EBR 24 saat sonrasinda DU145 ve LNCaP hiicre
hatlarinda kontrol hiicrelere oranla ROT artisina sebep olmustur. Ozgiil PAO ve SMO
inhibitérii MDL 72,527 varliginda EBR uygulanmis LNCaP hiicrelerinde ROT
iiretiminde azalma tespit edilmistir. Ayn1 etki DU145 hiicrelerinde saptanmamistir.
MDL 72,527 EBR ile tetiklenen ROS iiretimini azaltmakta LNCaP hiicrelerinde
etkendir (Sekil 4.25).
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EBR . + . +

MDL72527 - - + +

LNCaP

DU145

Sekil 4. 25. PAO inhibitorit MDL 72,527 nin EBR ile tetiklenen reaktif oksijen tiirlerinin
tretimini baskilamasi

EBR ile tetiklenen poliamin katabolik enzimlerinin yan iiriinii HO,’ nin yikic1 etkisini
Onleyen bir ajan olan N-asetil sistein (NAC), DU145 ve LNCaP hiicrelerine 25 uM EBR
ile es zamanh olarak 24 saat boyunca uygulanmis ve hiicre canliligindaki degisimler
gozlemlenmistir. Sekil 4.26° da goriildigii gibi NAC hem LNCaP hiicre hattinda
EBR’nin hiicre canliligina negatif etkisini engellemekte, ayni sekilde EBR tarafindan

tetiklenen apoptozda ROS’larin koken aldig1 Ay, geri dondiirmektedir (Sekil 4.27).

120 - m LNCaP
< 100 - =DU145
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0 - . . .
EBR + - +
NAC - . + +

Sekil 4. 26. NAC’1n EBR ile tetiklenen hiicre canlilig1 kaybina etkisi. ** p< 0,01.
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Sekil 4. 27. NAC’1n EBR ile tetiklenen mitokondri membran potansiyeli iizerine etkisi.
**% p< 0,001.

4.8. POLIAMIN KATABOLIZMASININ EPiBRASSINOLID iLE TETIiKLENEN
APOPTOZDAKI ROLU

EBR ile tetiklenen apoptotik yolakta PAO ve SMO enzimlerinin etkinliginin
anlasilabilmesi icin hiicreler 6zgiil PAO ve SMO inhibitorii MDL72527 ile muamele
edilmistir. Sekil 4.28* de gosterildigi sekilde 24 saat es zamanli MDL72527 ve EBR
uygulamasi sonucu, MDL 72,527 tek basina hiicre canliligina etki etmemistir. Bununla
birlikte LNCaP hiicre hattinda MDL 72,527 + EBR uygulamasi, sadece EBR
uygulamasi ile kiyaslandiginda, hiicre canliligi kaybina etki etmis ve EBR’nin etkisini

geri cekmistir, ayni etki DU145 hiicre hattinda goriillmemistir (Sekil 4.28).



103

= LNCaP
=DU145
120 -
=3
-
= 100 - e
g ns
B 80 -
=>:-
= 60
T 40
Q
5 20 -
(]
[u1]
0 - : : :
EBR - + - +
MDL 72527 - - + +

Sekil 4. 28. EBR ile es zamanli MDL 72,527 uygulamasinin EBR ile tetiklenen hiicre canlilig1
kaybu iizerine etkisi. ** p<0,01, ns: anlaml degil.

MDL72527 uygulamasinin EBR uygulanan hiicrelere etkisi apoptotik mekanizma
acisindan da incelenmistir. MDL 72,527 uygulamasi, LNCaP hiicrelerinde EBR’nin
meydana getirdigi DNA kiriklar1 olusumunu engellemistir. Fakat DU145 hiicrelerinde
ayn1 etki goriilmemektedir (Sekil 4.29). LNCaP hiicrelerinde MDL 72,527 es zamanl
uygulamast PARP kesimini de azaltmaktadir (Sekil 4.30)
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Sekil 4. 29. MDL 72,527 ve EBR es zamanli uygulamasinin DNA kiriklart olusumu iizerine
etkisi. ¥* p< 0,01, ns: anlaml1 degil.
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LNCaP
EBR -+ - +
MDL72527 - - + +
Aktif
GAPDH (37 kDa)

Sekil 4. 30. MDL 72,527 ve EBR es zamanli uygulamasinin EBR ile tetiklenen apoptoza etkisi.
GAPDH yiikleme standard1 olarak kullanilmistir.

4.9. SSAT ANLATIMININ SUSTURULMASININ EPiBRASSINOLID iLE
TETIKLENEN APOPTOZDAKI ROLU

Immunoblotlama ve es zamanl PCR ile SSAT fazla anlatim tespit edildikten sonra,
LNCaP ve DU145 hiicrelerinde SSAT, 1,25 pg/ul spesifik siRNA ile susturulmus ve
EBR’nin etkileri aragtirilmigtir. Sekil 4.31°de gosterildigi iizere SSAT nin LNCaP hiicre

hattinda %70 oraninda susturulmasi gerceklesmistir.
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Sekil 4. 31. SSAT siRNA ile muamele edilen DU145 ve LNCaP hiicrelerinde, 24 saat siire ile
EBR uygulamas: sonrast SSAT anlatimindaki azalma.* p< 0,05.

SSAT’i kodlayan SAT1 mRNA’sin1 hedef alan susturma gerceklestirildiginde EBR’nin
LNCaP hiicre canlilifina olan etkisi azalmistir (Sekil 4.32). LNCaP hiicre hattinda
SSAT mRNA’sinin susturulmasi sonucu 25 pM EBR uygulanmis 6rmeklerde, DNA
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kiriklarmin profili incelenmis ve sadece EBR uygulamasi yapilmis 6rneklere oranla
DNA kiriklarinin  olusumunun azaldigi saptanmistir (Sekil 4.33). Sonug¢ olarak
SSAT’nin 6zellikle LNCaP hiicrelerinde EBR ile tetiklenen apoptotik hiicre 6liimiinde

rolii olabilecegi ortaya konulmustur.
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Sekil 4. 32. SSAT siRNA uygulamasinin EBR ile tetiklenen hiicre canlili§inin kaybina etkisi.
*#%p< 0,001.
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Sekil 4. 33. SSAT siRNA uygulamasinin, EBR ile tetiklenen DNA kiriklar1 olusumuna etkisi.
NS: Negatif siRNA. *p< 0,05.

4.10. PAO ANLATIMININ SUSTURULMASININ EPiBRASSINOLID iLE
TETIiKLENEN APOPTOZDAKI ROLU

EBR uygulamasi ile LNCaP ve DU145 hiicrelerinde mRNA ve protein ifade diizeyinde

artis saptanan PAO poliamin katabolik enzimi iizerinde durulmustur. PAO enzimi
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spesifik siRNA kompleksi (1,25 pg/ul, 1:9 siRNA/transfeksiyon ajani) uygulanip, PAO
anlatimina kantitatif ger¢cek zamanh PCR ile bakilmistir. Sekil 4.34° te goriildiigii lizere,
1.25 pg/ pl PAO siRNA uygulamasi sonucu PAO anlatimi yaklasik %75 oraninda
engellenmistir. 25 uM EBR 24 saat siire ile PAO susturulmasi sonrasinda uygulandigi
zaman PAO anlatimi1 sadece EBR uygulanmis orneklerdeki gibi artmamistir. Ortama
eklenen ve EBR ile eg zamanl olarak uygulanan PAO inhibitoriit MDL 72527 varliginda
da, ayn1 sekilde PAO anlatimi kontrole oranla diisiik kalmistir (Sekil 4.34).

35 LNCaP

3 4

g B

EBR + -
NS - + . -
PAO siRNA - - + +

PAO Anlatimi
(GAPDH'e Oranla)
—_ %] %]

e

Sekil 4. 34. PAO siRNA ile muamele edilen LNCaP hiicrelerinde PAO anlatimindaki azalma.
*
p< 0,05.

PAO proteinin 1,25 pg/ul PAO siRNA ile susturulmasi islemi aym1 zamanda
immunoblotlama ile de kontrol edilmistir (Sekil 4.35). Son olarak, PAO siRNA ve 24
saat 25 uM EBR uygulanmig LNCaP hiicrelerinin apoptotik 6liim diizeyi ELISA
yontemi ile arastirlmistir. PAO siRNA uygulamasi ile LNCaP hiicrelerinde EBR
tarafindan tetiklenen DNA kiriklar1 olusumu, sadece EBR uygulanan 6rneklere kiyasla

azalmistir (Sekil 4.36).

PAQ siRNA - +

-—

Sekil 4. 35. LNCaP hiicrelerinde, PAO siRNA uygulamasi ile PAO anlatiminin susturulmasi. -
aktin yiikleme standardi olarak kullanilmustir.
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Sekil 4. 36. PAO siRNA uygulamasinin EBR ile tetiklenen DNA kiriklar1 olusumuna etkisi.
NS: negatif siRNA. ** p< 0,01.

PAO siRNA uygulamasinin EBR ile tetiklenen ROS iiretimine etkisi de ayn1 zamanda
incelenmis ve EBR ile artan ROS miktarinin siRNA uygulamasinin ardindan anlaml1 bir

sekilde azaldig: tespit edilmistir (Sekil 4.37).
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Sekil 4. 37. PAO siRNA uygulamasinin EBR ile tetiklenen ROS {iretimine etkisi. *** p< 0,001.
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4.11. SPERMIDIN VE SPERMININ, EBR iLE TETIiKLENEN APOPTOTIK
OLUMDEKIi ROLLERI

PA’larin EBR ile tetiklenen hiicre oOliimiinde rollerinin ortaya konulabilmesi icin,
arastirmanin bu asamasinda hiicrelere disaridan 10 uM Spd ve 10 uM Spm uygulamasi
EBR ile es zamanli olarak yapilmistir. Bu uygulama sirasinda ayni zamanda hiicre
icindeki serum oksidazlarin ortamdaki Spd ve Spm’yi oksitleyerek hiicre disina
atilimlarinin engellenmesi icin 1mM aminoguanidin de es zamanli olarak hiicrelere
uygulanmistir. Oncelikle Spd ve Spm uygulamasinin EBR ile es zamanli uygulanmasi
sonucu hiicre canliligina etkisi MTT testi ile incelenmistir. Sekil 4.37° de gosterildigi
gibi, 10 uM Spd veya 10 pM Spm ile birlikte 25 uM EBR es zamanli uygulamasi
LNCaP hiicrelerinde, sadece 25 uM EBR uygulamasina oranla hiicre canliliginin
azalmasini engellemistir. Buna karsilik DU145 hiicrelerinde bu etki goriillememis, hatta
EBR ile birlikte 24 saat Spd ve Spm uygulamalar hiicrelerde toksik etki meydana
getirmistir (Sekil 4.38).
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Sekil 4. 38. Spd veya Spm ile EBR’nin es zamanl uygulamasinin LNCaP ve DU145 hiicre
canliliginin kaybina etkisi. ** p< 0,01, ## p< 0,01.

Spd veya Spm ile es zamanli EBR uygulamasi sonucunda meydana gelen hiicre
canliligindaki degisimlerin apoptotik hiicre 6limii sonucu olusup olugmadigt DNA
kiriklarim1 gosteren DAPI boyama, mitokondri membran potansiyelini gosteren DiOC6
boyama ve hiicre oliimiinii gésteren propidyum iyodiir (PI) boyama ile belirlenmistir.
Her ii¢ apoptotik belirte¢ de, LNCaP hiicrelerinde, Spd veya Spm ile EBR eszamanl
uygulamasinin, EBR’nin neden oldugu apoptotik hiicre oOliimiinii engelledigini
gostermektedir (Sekil 4.39), buna karsihk DU145 hiicrelerinde bu etkiye
rastlanilmamustir (Sekil 4.40).
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Sekil 4. 39. LNCaP hiicrelerinde Spd veya Spm ile EBR es zamanli uygulamasinin DNA kiriklar1 olusumuna, mitokondri membran potansiyeli kabina ve
hiicre 6liimiine etkileri. K: Kontrol.
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DU145

K +EBR +Spd EBR+Spd Spm EBR+Spm

Sekil 4. 40. LNCaP ve DU145 hiicrelerinde Spd veya Spm ile EBR es zamanli uygulamasinin DNA kiriklar1 olusumuna, mitokondri membran potansiyeli
kaybina ve hiicre 6liimiine etkileri. K: Kontrol..
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Ayni zamanda, LNCaP hiicrelerinde, Spd veya Spm ile es zamanli EBR uygulamasi,
sadece EBR uygulamasi sonucu floresan mikroskobunda DCFH-DA boyama ile tespit

edilen artmig reaktif oksijen tiirlerinin olusmasini da engellemistir (Sekil 4.41).

EBR - + - + - +
Spd - 8 + + . "
Spm - - - - + +

LNCaP

DU145

Sekil 4. 41. Spd veya Spm ile EBR es zamanli uygulamasinin EBR ile tetiklenen ROS {iiretimine
etkisi.

Bu bulgular aym1 zamanda PARP proteini kesimi ile gosterilmistir. Sekil 4.42° de

gosterildigi gibi LNCaP hiicrelerinde EBR’nin apoptotik etkisi Spd veya Spm ile

ortadan kalkarken, DU145 hiicrelerinde EBR’nin neden oldugu etkiyi artirmistir.

LNCaP hiicrelerinde Spd veya Spm ile EBR es zamanli uygulamasi, apoptotik hiicre

Oliimiinii sadece EBR uygulamasina oranla azaltmstir.

LNCaP DU145
EBR e e e EBR e e L
Spd - - + + - - Spd - - + + -
Spm - - - + + Spm - - - - + o+
- - s | KPARP (89 kDa) e L L d

B-Aktin (45 kDa)

Sekil 4. 42. LNCaP ve DU145 hiicrelerinde Spd veya Spm ile EBR eszamanli uygulamasinin
PARP kesilimine etkileri. B-aktin yiikleme standardi olarak kullanilmistir.
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4.12. ANDROJEN RESEPTORUNUN EBR iLE TETIiKLENEN APOPTOTIK
OLUMDEKI ROLLERI

Bu ¢alismada elde edilen verilere gore, EBR androjen reseptorii anlatimi gerceklestiren
LNCaP hiicre hattinda AR negatif hiicre hatt1 olan DU145’e gore apoptotik hiicre
Olimiinii tetiklemede daha etkilidir. LNCaP hiicre hattinda 24 saat 25 uM EBR
uygulamasinin ardindan 6ncelikle total AR protein ifadesi immunoblotlama yontemi ile
incelenmistir. LNCaP hiicrelerinde EBR uygulamasi AR ifade diizeyini azaltirken,
DU145 hiicrelerinde inaktif halde bulunan AR diizeyi degismemistir (Sekil 4.43). AR,
normal sartlar altinda prostat hiicrelerinde biiyiime sinyali olmadiginda, 151 sok proteini
HSP90 ile bagli halde bulunmaktadir. LNCaP ve DU145 hiicrelerinde EBR uygulamasi
sonras1t HSP90 protein ifadesi immunoblotlama yontemi ile gosterilmistir. Her iki hiicre
hattinda da EBR uygulamasinin HSP90 protein ifadesine etki etmedigi saptanmistir
(Sekil 4.43). EBR uygulamasi sonrasi, LNCaP hiicrelerinde, ayn1 zamanda AR’nin
hedef genlerinden biri olan PSA anlatimmin da degisimi arastinlmistir. EBR
uygulamasi ile birlikte, AR anlatiminin azalmasina paralel olarak, PSA ifadesi de

LNCaP hiicrelerinde azalmistir (Sekil 4.43).

LNCaP DU145
EBR - + EBR +
EI AR(110kDa) | S
S | HSP90 (20 kDa) I- m——
E PSA (33 kDa)
S e | B-Aktin (42 KkDa)

Sekil 4. 43. LNCaP ve DU145 hiicrelerinde EBR uygulamasinin androjen reseptorii (AR), Is1
Sok Proteini 90 (HSP90), Prostata Ozgii Antijen (PSA) anlatimlarina etkileri. B-aktin yiikleme
standardi olarak kullanilmustir.
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Sekil 4.44° te goriildiigii gibi, EBR uygulamasi LNCaP hiicrelerinde azalan total AR
ifadesi ayn1 zamanda sitoplazmadan nukleusa gécen AR miktarin1 da azaltmistir (Sekil

4.44).

EBR- EBR+

GAPDH (40 kDa)
(sitosolik fraksiyon) o= o

Histon H3 (15 kDa)

(nuklear fraksiyon)

Sekil 4. 44. LNCaP hiicre hattinda AR protein ifadesi ve nukleustan sitoplazmaya gociiniin EBR
uygulamasi sonrasi azalmasi. GAPDH ve histon H3 yiikleme standartlar1 olarak kullanilmistir.
S: Sitoplazma, N:Nukleus.

AR’nin EBR ile tetiklenen apoptozdaki islevinin anlasilabilmesi i¢in spesifik siRNA ile
susturulmast bir sonraki asamayi olusturmaktadir. Bu nedenle Oncelikle farkli AR
siRNA dozlar1 (0,25 pg/pl -1 pg/ul) 1:1 oraninda lipozom tiirevli transfeksiyon ajani ile
karnistirllarak hiicrelere transfeksiyonu gerceklestirilmis ve hiicre canliligina etkisi MTT
testi ile belirlenmistir. Sekil 4.45’te gosterildigi tizere 0,5 pug/ul ARsiRNA en az
toksisisite olusturan doz olarak secilmistir. Bu dozun AR’yi susturma potansiyeli
immunoblotlama yontemi ile gosterilmistir. 24 saat siire ile uygulanan 0,5 pg/ul AR

siRNA, LNCaP hiicrelerinde AR’nin anlatimmna ket vurmustur (Sekil 4.45).

120 -
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AR siRNA konsantrasyonu (ugtul) ‘ B-Aktin (42 kDa)

Sekil 4. 45. Androjen reseptoriine 6zgii sSiRNA dozunun hiicre canlilifina etkisi ve
immunoblotlama yontemi ile belirlenmesi. -aktin yiikleme standardi olarak kullanilmistir. NS:
Negatif siRNA, AR siRNA: Androjen Reseptoriine 6zgii siRNA.
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0,5 pg/ul ARsiRNA uygulanan 6rneklerde EBR uygulamasi, sadece EBR uygulanan
orneklere oranla gerilemistir. Kesilmis PARP ifadesi ise bu o6rneklerde azalmistir (Sekil
4.46).

ARsiRNA - - + +
EBR - + - +

@-Aktin (42 kDa)

Sekil 4. 46. AR’nin, EBR ile tetiklenen apoptotik 6liimdeki rolii. AR siRNA: Androjen
Reseptoriine 6zgii siRNA.
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5. TARTISMA VE SONUC

Tiim diinyada, PKa 50 yas iistii erkeklerde en sik goriilen kanser tiirlerinden birisi olup,
metastatik vakalarda yiiksek mortalite oranlarina sahiptir. Klinikte PKa tanisi i¢in
kullanilan PSA, prostat spesifik membran antijeni (PSMA) ve kalikrein gen ailesinin
saptanmasi yetersiz kalmakta, BPH durumlarinda da pozitif vermelerinden dolayi yeterli
olmamaktadir [336]. Ozellikle metastatik vakalarda androjenlerden bagimsiz PKa
gelisimi, anti-androjenlere duyarsizligi ortaya koymakta ve hastaliin daha agresif bir
forma doniiserek tedaviye yanit vermemesi ile sonuglanmaktadir. Bu nedenle PKa
tedavisine yonelik olarak, yeni terapotik hedeflerin ortaya konmasi ve etkilesimde

olduklar1 molekiiler yolaklarin aydinlatilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Son yillarda kanser hiicrelerinde, normal dokulara gore artan metabolizmalar ile dikkat
ceken PA’larin terapotik bir hedef olabilecekleri iizerinde durulmaktadir [337].
Okaryotik canlilarda yaygin olarak bulunan bu alifatik katyon ailesi iiyeleri (Put, Spd ve
Spm) hiicre bilyiimesi, ¢ogalmasi ve farklilasmasi gibi 6nemli hiicresel olaylarda ol
almaktadirlar [338]. Kanserli dokularin saglikli dokulara oranla daha fazla miktarda PA
icerdikleri, ayn1 zamanda PA metabolizma enzimi olan ODC’nin de fazla anlatimim
gerceklestirdikleri bir¢cok ¢alisma ile ortaya konulmustur [121, 205]. Bu nedenle PA
biyosentezi inhibitérii DFMO ¢esitli kanser tiirlerinde in vitro ortamlarda denenmis ve
umut vaat eden sonuglar alinmistir [339]. Bununla birlikte in vivo denemelerde yiiksek
toksisite problemleri ile karsilasilmis ve sadece cocukluk ¢agi kanserlerinde etkisi

cesitli faz denemelerinden gegebilmistir [340].

PA’lar, insan viicudunda en fazla prostat dokusunda sentez edilmektedirler [14]. Prostat
bezi ve PA metabolizmas1 arasindaki iliski bir¢cok caligsma ile desteklenmistir. Kanserli
hastalarin idrar Orneklerinde saglikli kisilere gore daha yiiksek konsantrasyonlarda

serbest ve asetile PA’lar saptanmis [341], bu hastalarin eritrositler PA diizeyleri ile PKa
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arasinda da bir korelasyon oldugu gosterilmistir [342]. Bu nedenle PKa tanis1 konan
hastalara PA bakimindan zayif diyetlerin uygulanmasinin da yiiksek PSA diizeylerinin
indirgenmesinde etkili oldugu Cipolla ve dig. [185] tarafindan 2002 yilinda
gosterilmistir. PKa durumunda PA biyosentezinin 6zellikle Put ve Spd seviyelerinde

artisa neden oldugu Schipper ve dig. [14] tarafindan gosterilmistir.

PA biyosentez inhibitérii DFMO’nun sinirli bir kapasite ile sadece belirli kanser
tiirlerine etki ettiginin gosterilmesi [97, 343] ve aymi zamanda biyosentez yolaginin
kesilmesinin kanser hiicrelerine disardan PA alimmim etkilemedigi, diyet ya da
bakteriyal flora kokenli PA’larin kanser hiicrelerine alinabildigi PA’lar ile ilgili yeni
stratejilerin gelistirilmesini tetiklemistir [344]. Son donemde yapilan caligsmalar cesitli
ajanlarla PA katabolizmasinin tetiklenmesi ve hiicre i¢i PA seviyelerinin diisiiriilmesi
yoniindedir [345]. PA katabolizma enzimlerinin tetiklenmesiyle hiicrede PA
seviyelerinde diisiis meydana geldigi gibi, SSAT tarafindan asetillenen PA’larin PAO
ile oksidasyonlar1 sirasinda toksik maddelerin agiga cikmasi da tetiklenmektedir [346].
Aciga cikan H,O, ve aldehitlerin kanser hiicrelerinde apoptotik 6liimii tetikledigine dair
bircok calisma bulunmaktadir [347]. Son yillarda ayni zamanda PA katabolik

enzimlerinden SMO’nun H;0, iiretiminde 6nemli rol oynadig1 da 6ne siiriilmiistiir [11].

PA katabolik enzimlerinin aktivasyonunu hedef alan ajanlar arasinda DENSpm gibi PA
analoglar1 gosterilmistir. Hiicrelere DENSpm uygulanmasi sonucu PA homeostazinin
bozulmasiyla katabolik yolak enzimlerinden SSAT’nin arttigi gézlemlenmistir [348].
SSAT’nin, DNA kiriklar1 meydana getiren platin tiirevli kemoterapétik ajanlardan
oksaliplatin ve sisplatin tarafindan en fazla tetiklenen genlerden biri oldugu tespit
edilmistir [7]. Babbar ve Gerner [170] sulindak siilfonun kolon kanser hiicresi olan
Caco-2 hiicre hattinda SSAT aktivitesinin 4 kat artirdigini tespit etmislerdir. Yapilan
calismalar sonucu SSAT nin kolon kanserinde kemoterapotik ajanlara karsi verilen
cevap mekanizmasinda onemli bir biyobelirte¢ oldugu gosterilmistir [349]. Bununla
birlikte PA katabolizmasim tetikleyen ajanlar yiiksek yan etkilere sahip ve PKa’ya
spesifik ajanlar1 olusturmamaktadirlar. Bu kapsamda ozellikle androjen bagimhi ve

bagimsiz hiicreleri iceren heterojen tiimorler icin PA’lan da hedef alarak hiicreleri
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apoptotik Oliime gotiirecek aymi zamanda normal dokulara zarar vermeyen ajanlarin

kesfine ve molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

EBR, bir bitki biiyiime maddesi olan brassinosteroidlerin bir iiyesi olup, bitkilerde
bilytimeyi tesvik etmektedir. EBR omurgalilarda bulunan ve biiyiimeyi tesvik eden
steroid hormonlara benzerlik gosteren dogal bir polihidroksi steroiddir. Bitkilerde
bilylime iizerine olan etkisi bircok calismada gosterilmekle beraber memeli hiicreleri
lizerine etkisi son yillarda ele alinmaya baslanmstir. Ik olarak 2008 yilinda Malikova
ve dig. [15] ¢esitli kanser hiicre hatlarinda EBR’nin hiicre canliligina olan etkisini
incelemis, 2010 yilinda Steigerova ve dig. [21] ise EBR’nin meme kanseri hiicrelerinde
cogalmay1 onleyici etkisini ve hiicre dongiisiine etki ederek apoptoz mekanizmasini
baslattigim1 One siirmiislerdir. Bununla birlikte EBR’nin hedef aldigi molekiiler

mekanizmalar aydinlatilamamastir.

Bu arastirma kapsaminda ama¢ EBR’nin PKa hiicrelerinde potansiyel apoptotik
etkisinin PA katabolizmas: ile iligkili olarak aydinlatilmasidir. Bu kapsamda AR (+)
LNCaP ve AR (-) DU145 PKa hiicre hatlar ile ¢alisilmistir. EBR, her iki hiicre hattinda
da doza ve zamana bagli olarak hiicre canliligim tetiklemektedir. Bununla birlikte bu
etki LNCaP hiicrelerinde daha belirgin olarak one ¢ikmaktadir. DU 145 hiicre hattinda %
25 hiicre canliliglr kaybim saglayan 25 uM EBR dozu daha sonraki deneyler i¢in de
secilmistir. Se¢ilen bu doz 24 saat EBR uygulamasi sonrasinda LNCaP hiicrelerinde

yaklasik % 30 hiicre canlilig1 kaybini igaret etmektedir.

EBR ayn1 zamanda LNCaP ve DU145 hiicre hatlarinda hiicre sag kalimina da etki
etmistir. LNCaP hiicrelerine 48 saat EBR uygulamasi hiicrelerde sitotoksik etki
yaratirken, 96 saatin sonuna kadar da sitostatik etki yaparak cogalmalarina ket
vurmustur. Bununla birlikte DU145 hiicreleri, 72 saate kadar olan EBR uygulamasi ile
normal hiicrelere oranla daha da az olmakla birlikte cogalmaya devam etmis, 72-96 saat
arasinda ise EBR’nin neden oldugu sitotoksik etki ile 6lmeye baslamislardir. Bu
sonugtan yola ¢ikarak EBR’nin AR (+) LNCaP hiicrelerinde, DU145 hiicrelerine oranla

canlilik ve sagkalima daha ¢ok ket vurdugu sonucu ¢ikarilabilir. EBR’nin hormon
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reseptorii anlatimi yapan hiicre hatlarinda hiicre canliligina ket vurmada daha etkili
oldugu Malikova ve dig. [15] tarafindan elde edilen bulgular ile de desteklenmektedir.
Yapilan bu calismada EBR ve homokastasteronun ER anlatimi yapan MCF-7 hiicre
hattinda daha etkili oldugu bulgularina yer verilmektedir. EBR disinda, brassinosteroid
kokenli homokastasteronun da hormon reseptorii anlatimi yapan hiicrelerde daha etkili
oldugu yine Malikova ve dig. [15] tarafindan ayn1 ¢alismada ele alinmistir. Bunun yam
sira, diketosteroid gibi steroid tiirevli ajanlarin AR anlatimi yapan PKa’da daha etkili

oldugu bilinmektedir [350].

EBR ile tetiklenen hiicre canliligt kaybimin apoptotik Olimden kaynaklanip
kaynaklanmadigim1 anlayabilmek icin apoptotik belirtecler arastirilmistir. Oncelikle
hiicreler 48 saat siire ile 151k mikroskobunda incelenmis ve her iki hiicre hattinda da
hiicre membran yapisindaki bozulmalar tespit edilmistir. Bu morfolojik verilerden yola
cikarak, oncelikle DU145 hiicre hattinda A,,’ndeki doza bagl kayip hem floresan hem
de fluorometrik yontemle tespit edilmis ve EBR’nin mitokondriyal yolak iizerinden
apoptozu tetikleyebilecegi sonucuna ulasilmistir. 25 uM EBR’nin hiicre dliimii ve Ay,
kaybina etkisi her iki hiicre hattinda karsilastirilmis ve EBR’nin her iki hiicre hattinda
da Ayn kaybma neden olarak hiicre oliimiinii tetikledigi, fakat LNCaP hiicrelerinin
EBR’ye daha duyarli oldugu ortaya konulmustur. Bir bagka apoptoz biyobelirteci olan
DNA kiriklarinin olusumu da her iki hiicre hattinda incelenmistir. 24 saat EBR
uygulamast DU145 hiicrelerine oranla, LNCaP hiicrelerinde daha fazla olmak {izere her
iki hiicre hattinda da DNA kiriklarinin olusumuna yol agmistir. EBR’nin yol agtigi
apoptotik 6liim ayn1 zamanda akim sitometrisinde anneksin V-PI boyama ile de
incelenmistir. EBR’nin her iki hiicre hattinda da erken ve gec¢ evre apoptotik
populasyonlarin yiizdesinin artirdig1 fakat bu etkinin LNCaP hiicrelerinde daha belirgin
oldugu sonucuna varilmistir. EBR’nin meme kanseri hiicrelerinde apoptozu tetikleyici
etkisi gosterilmekle beraber, ER anlatimi bulunan MCEF-7 hiicrelerinde daha etkili
oldugu Steigerova ve dig. [21] tarafindan da ileri siiriilmiigtir. EBR’nin yam sira
brassinosteroid tiirevlerinden homokastasteronda ayn1 sekilde MCF-7 hiicrelerinde

apoptozu tetiklemede etkili olmustur. Benzer sekilde, bu calismada da PKa hiicre
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hatlarindan AR (+) LNCaP hiicre hattinda EBR, apoptozu tetiklemekte daha etkili

bulunmustur.

Calismanin daha sonraki asamasinda, EBR’nin LNCaP ve DU145 hiicre hatlarinda
hiicre dongiisiinii nasil etkiledigi PI boyama sonrasi akim sitometrisinde incelenmis ve
her iki hiicre hattinda da G, fazindaki hiicre populasyonunun azaldigi tespit edilmistir.
EBR’nin hiicre dongiisiine olan etkisi meme kanseri hiicrelerinde de incelenmis ve bu
bulgulardan farkli olarak hiicrelerin G; evresinde biriktiklerini gostermislerdir [21].
EBR uygulamast aym1 zamanda LNCaP hiicre hattinda subG; fazindaki hiicre
populasyonunun artisim1 da tetiklemektedir. SubG; fazindaki hiicreler DNA kiriklar
bulunan hiicre toplulugunu isaret etmesi nedeniyle apoptotik bir belirteg olarak
bilinmektedirler [351]. PKa’ya kars1 klinikte kullanilan docetaksel [352], doksorubisin
[353] gibi kemoterapotik ajanlarin subG; populasyonunu, yani DNA kiriklarim
meydana getirdigi gosterilmistir. EBR’de LNCaP hiicre hattinda 24 saat sonunda % 50
oraninda subG; populasyonuna sahipken, DU145 hiicre hattinda bu oran % 13
civarindadir. SubGl fazindaki DUI145 hiicrelerindeki oran zamanla birlikte
degismemektedir. Buradan yola cikarak, EBR’nn her iki hiicre hattinda da apoptozu
tetikledigi fakat bu etkinin LNCaP hiicrelerinde DU145 hiicrelerine oranla daha belirgin

oldugu belirlenmistir.

24 saat EBR uygulamasinin tetikledigi apoptozun mitokondriyal yolakla iligkisini
anlamak i¢in her iki hiicre hattinda da oOncelikle A, kaybi fluorometrik olarak
Ol¢iilmiistiir. A, kayb1 LNCaP hiicrelerinde daha fazla olmakla birlikte her iki hiicre
hattinda da tespit edilmistir. Ay, kaybi, genellikle mitokondri zarlar1 arasinda bulunan
ve elektron transport zinciri {iyesi olan sitokrom c’nin sitoplazmaya ¢ikisini
tetiklemektedir [354]. Sitokrom ¢’ nin sitoplazmaya ¢ikisi mitokondriyal yolagin aktive
oldugunun isareti olarak gosterilmektedir. EBR, LNCaP hiicrelerinin sitoplazmik
fraksiyonlarinda sitokrom c’yi, DU145 hiicrelerine oranla belirgin bir sekilde artirmistir.
Sitokrom c’nin sitoplazmaya ¢ikis1 kaspazlarin aktivasyonunu tetiklemektedir [355]. Bu
nedenle EBR uygulamasi sonrasi proteolitik kesim ile aktive olan baslatic1 kaspaz 9 ve

kaspazlarin hedefi olan PARP’m kesilmis hali ilk 12 saatte LNCaP ve DUI145
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hiicrelerinde gozlemlenmektedir. 24 saat EBR uygulamasi kaspaz-9’un aktivatorii olan
Apaf-1 proteininin anlattminin her iki hiicre hattinda da artmasina neden olmustur. Ayni
zamanda kesilmis kaspaz 9’un anlatimi da her iki hiicre hattinda 24 saat EBR
uygulamasi sonucu artmistir. EBR uygulamasinin tetiklemesi ile baslatici kaspaz-9 her
iki hiicre hattinda farkli kaspazlar1 aktive etmistir. LNCaP hiicrelerinde EBR, kesilmis
kaspaz-3’tin anlattmim artirirken, DU145 hiicrelerinde kesilmis kaspaz-7 ifadesinde
artis saptanmistir. EBR’nin PKa hiicrelerinde kaspaz bagimli apoptozu indiiklemesi
aym zamanda kaspaz inhibitorleri kullanilarak da gosterilmistir. Bu bulgulara benzer
sekilde, bir bitkisel izoflavon olan genisteinin nuklear reseptdr antagonisti gibi
davranarak LNCaP hiicrelerinde kaspaz-3 bagimli apoptozu tetikledigi gosterilmistir
[356]. Aymi sekilde soyadan izole edilen izoflavonlar da PKa hiicrelerinde kaspaz

bagimli apoptozu indiiklemektedir [357].

EBR uygulamasinin hiicre siklusuna etki ettigi ve her iki hiicre hattinda da G; fazinda
bulunan hiicrelerin yiizdesini azalttigin1 ve subGl fazindaki hiicrelerin yiizdesini
artirdigin1 - gosterdikten sonra, bu etkinin nedeni hiicre dongiisiinii diizenleyen
proteinlerin anlatimlarinin ifadelerindeki degisikliklerin aragtirllmasini saglamistir. EBR
uygulamasinin ardindan hiicre dongiisiiniin devamliligin1 saglayan siklin D1 ve A
protein ifadeleri her iki hiicre hattinda da azalmistir. Siklin D1, G1 fazindan hiicrelerin
gecisi icin gerekli bir proteindir [358]. Aym1 zamanda cesitli kemoterapétik ajanlarin
siklin D1 ifadesinde azalmaya neden olarak kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engelledigi
bildirilmistir [359, 360]. Siklin A ise hiicre dongiisiinde birden fazla basamag kontrol
eden bir proteindir [361]. CDKI1 ile baglanarak S fazindan gecisi, CDK?2 ile baglanarak
ise Go/M gegisini saglamaktadir [362, 363]. Siklin A’nin protein ifadesindeki azalma ise
kanser hiicrelerinde genellikle hiicre dongiisii ve hiicre cogalmasinin durmasi ile
sonlanmaktadir [364]. EBR uygulamasit sonrasi siklin proteinlerinin ifadelerinin
azalmasi, hiicre ¢ogalmasinin durmasi ile sonlanmaktadir. Hiicre dongiisiiniin
devamlilig1 icin gerekli diger protein ailesi CDK’larin iiyeleri CDK2 ve 4’iin, her iki
hiicre hattinda da EBR uygulamas1 ile azalmast EBR’nin hiicre dongiisii bilesenleri
tizerine etkisini gostermektedir. Ayn1 zamanda her iki hiicre hattinda da 24 saat EBR

uygulamast sonucu, hiicre icinde dogal CDK inhibitorii olan p21’in anlattmimi da
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indirgenmis olmasi, EBR’nin hiicre dongiisiine etki ettiginin bir diger gostergesidir. p21
siklin-CDK1 veya 2 kompleksinin aktivitesini inhibe ederek, hiicre dongiisiiniin G;
evresini diizenleyen bir proteindir [365]. p21 indirgenmesi meme, karaciger kanseri gibi

pekcok kanserde apoptozu tetikleyici bir faktor olarak ileri siiriilmiistiir [366].

Siklin ve CDK’larin EBR uygulamasi sonucu degisimleri benzer bir sekilde Steigerova
ve dig. [21] tarafindan MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde de gosterilmistir. EBR
uygulamast bu hiicrelerde de siklin D1, CDK2 ve 4 anlatimlarinda azalmaya neden
olmustur. Bu arastirma kapsaminda EBR’nin LNCaP ve DUI145 hiicrelerinde p21
anlatimin1 artirmas1 bulgusuna benzer sekilde, Steigerova ve dig. [21] yine MCF-7
hiicreleri iizerinde EBR’nin ayni etkisini tespit etmisledir. p21 proteininin anlatimini
diizenleyen ve mutant olmas1 durumu bir¢ok kanser tiiriinii tetikleyen pS3 proteininin,
EBR ile tetiklenen apoptozdaki roliinii ortaya koymak bu arastimanin bir sonraki
asamasini olusturmustur. pS53 proteini hiicre dongiistiniin negaitf diizenleyicisidir ve
kanser tiirlerinin yaklasik %30’unda inaktif haldedir. DNA hasari, stres ve onkogenler
tarafindan tetiklenen p53 anlattimi, hiicrelerin S fazina girisini inhibe etmekte ve
apoptozu indiiklemektedir [367]. LNCaP ve DU145 hiicreleri p53 aktivitesi bakimindan
farklidirlar. LNCaP hiicre hatt1 yabani tipte ve fonksiyonel p53 igerirken, DU145 hiicre
hattindaki p53 proteini mutant olup, anlatimi bulunmasina ragmen islevsel degildir
[368]. Bu noktadan yola ¢ikarak, oncelikle her iki hiicre hattinda da EBR uygulamas: ile
beraber p53 ve sitoplazmadaki regiilatdrii Mdm2’nin anlatimlart arastirdmis ve
beklenildigi gibi her iki proteinin anlaitmimmin LNCaP hiicrelerinde ters yonlerde
degisirken, yani p53 anlatiminda artis, Mdm2 anlatiminda azalma tespit edilirken,
DU145 hiicre hattinda bu proteinlerde de8isme gozlemlenmemistir. Bunun yani sira
p53’iin EBR ile tetiklenen apoptozda fonksiyonelligi ise p53 ve Mdm?2 inhibitorleri ile
es zamanli EBR uygulamasinin ardindan PARP kesilimindeki degisimler ile ortaya
konulmustur. Ayn1 zamanda p53 inhibitorii pifithrin oo LNCaP hiicrelerinde EBR ile
tetiklenen DNA kiriklar1 olusumunu azaltirken, Mdm?2 inhibit6rii Nutlin-3, ayni hiicre
hattinda DNA kiriklarin1 artirmaktadir. Bu sonuclar LNCaP hiicre hattinda EBR’nin
pS53-bagimh olarak apoptozu tetikledigini gdstermektedir. Benzer sekilde Steigerova ve

dig. [21], MCF-7 ve MDA-MB-468 hiicrelerinde EBR ve homokastasteronun p53
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anlatimi iizerine olan etkisini arastirmiglardir. Bulgularina gére p53 anlatimi ER pozitif
olan MCF-7 hiicrelerinde 24 saat igerisinde artarken, ER negatif MDA-MB-468
hiicrelerinde p53 anlatiminda degisiklige rastlamilmamistir. Homokastasteron ise her iki
hiicre hattinda da p53 anlatimina etki etmemistir. Daha onceki calismalar steroid
reseptorlerinden ER-o’nin p53 yolu ile olan apoptozu baskiladigini gostermistir [369].
Bu sonuglardan yola ¢ikarak, EBR’nin AR anlatimi bulunan LNCaP hiicrelerinde p53
anlatimin1 artirarak hiicreleri apoptotik 6liime gotiirebilecegi belirlenmistir. Bununla
birlikte AR ve p53 anlatimi bulunmayan DU145 hiicreleri bu 6zelliklerinden dolay1

EBR’ye kars1 direnglidir sonucuna varilabilir.

PA’lar prostat dokusunda fazla miktarda sentezlenen amin gruplaridir. PA’larin DNA,
RNA ve proteinlerin kararhiliklarinda ve hiicre cogalmasininda 6nemli rolleri
bulunmaktadir [370], bunun yani sira, asir1 sentezleri hiicre ¢ogalmasinin artmasina ve
kanser gelisimine neden olmaktadir [371]. Kanser tedavisi icin gelistirilen ve hiicre ici
PA’lan hedef alan ilaglarin gelistrilmeye ¢alisilmasi ¢ok eski yillardan bu yana hedef
olmustur [372, 373]. Bu verilerden yola cikilarak, bu arastirma kapsaminda LNCaP ve
DU 145 hiicre hatlarinda EBR uygulamasi ile hiicre i¢i PA havuzunun ve PA sentezinde
gorevli proteinlerin nasil etkilendigi aragtirnlmistir. EBR, LNCaP hiicre hattinda Put ve
Spd seviyelerini indirgerken, DU145 hiicre hattinda 6zellikle Put seviyesinde azalma
tespit edilmistir. PA seviyelerindeki degisimler hiicrelerde farkli cevaplara yol
acmaktadir. PA seviyelerindeki azalma kanser hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasini inhibe
ederek hiicre Oliimiinii tetikleyebildigi gibi, PA seviylerinin artmasi da aynm sekilde
hiicrelerde toksik etki yaratabilmektedir [374, 375]. Sisplatin, doksorubisin gibi iyi
bilinen kemoterapoétik ilaglarin hiicresel PA seviyelerini azalttig1 bilinmektedir [7, 349].
Hiicre i¢i PA seviyesindeki azalmanin nedenini anlayabilmek i¢in, PKa hiicre hatlarinda
PA biyosentez enzimi ODC ve onun diizenleyicileri olan OAZ ve AZI anlatimlar
incelenmistir. EBR uygulamast LNCaP hiicre hattinda ODC anlatimin1 indirgerken,
DU145 hiicre hattinda bu indirgenme daha azdir; bu sonug, EBR’nin hiicrelerde
ODC’yi hedef alarak PA seviyelerini azalttigim1 ortaya koymaktadir. LNCaP hiicre
hattinda, EBR uygulamasi sonrasi OAZ ve AZI anlatimlar1 da degismistir, OAZ
anlatimi artarken AZI anlatimi azalmistir. Ayni ifade degisim profilleri DU145 hiicreleri

icin gecerli olmamistir. OAZ ve AZI, ODC aktivitesini diizenleyebildikleri gibi ayni
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zamanda hiicre i¢ine PA alimindan da sorumlu enzimlerdir. OAZ’1n hiicre icinde artist
PA seviyelerinin artis1 ile paralellik gostermektedir [376]. Bu sonuglardan yola ¢ikarak
EBR’nin LNCaP hiicrelerinde hem ODC’yi baskilayarak, hem de hiicre i¢ine PA
alimmasina ket vurarak hiicresel PA’lann azaltigi sonucu ¢ikmaktadir. DU145
hiicrelerinde ise, ODC anlatiminin diismesi Put seviyelerinin azalmasim indiiklemistir.
Fakat diger PA seviyelerinin anlamli bir sekilde etkilenmemesinin nedeni olarak OAZ
ve AZI'mn EBR uygulamasi sonrasi, LNCaP hiicreleriyle benzer sekilde anlatim
degisikliklerinin gozlemlenmemesi olarak yorumlanabilir. OAZ ve AZ arasindaki
dengenin neoplastik transformasyon sirasinda bozuldugu, OAZ:AZI oraninin diistigi
durumlarda hiicre cogalmasinin negatif yonde etkilendigi gosterilmistir [377]. Aym
zamanda PC3M-LN4 (insan) ve AT6.1 (rat) PKa hiicre hatlarinda OAZ ve AZI iizerine
yapilan calismalar prostat tiimorii iizerine fonksiyonel olduklarini da ortaya

konmaktadir [378].

PA seviyelerinin azalmasinin nedeni PA katabolik enzimlerinin artmasi olarak da
bilinmektedir [379]. EBR uygulamasi LNCaP hiicrelerinde SSAT, PAO ve SMO
anlatimlarinda artisa neden olurken, DU145 hiicrelerinde sadece SSAT ve PAO
anlatimlan artmistir. Fakat EBR’nin bu etkisi LNCaP hiicrelerinde daha belirgindir.
SSAT mRNA’s1 24 saat EBR uygulamasi sonrasi LNCaP hiicrelerinde, kontrol
hiicrelerine oranla yaklasik 6 kat artmaktadir. SSAT ve PAO mRNA seviyelerinin
zamana bagl olarak arttigi gosterilmis, bu artistn PAO mRNA’s1 i¢in her iki hiicre
hattinda da daha fazla oldugu belirlenmistir. Kemoterapotik ajanlarla SSAT’in
indiiklendigi kolon kanseri hiicre hatlarinda saptanmistir [349]. PAO anlatimindaki artis
ise daha once Deveureux ve dig. [179] tarafindan akciger tiimor hiicre hatlarinda
gozlemlenmistir. PAO ve SMO gibi PA oksidazlarin katalizledikleri reaksiyonlar
boyunca H,O; ve aldehitler gibi toksik yan iiriinlerin agiga ¢iktig1 bilinmektedir [380].
Bu ajanlar hiicre i¢inde ROS olusumunu ve apoptozu tetiklemektedirler. CDK
inhibitorleri gibi kemoterapétik ilaglarin CaCo-2 ve HCT1116 kolon kanseri hiicre
hatlarinda SSAT ve PAO’yu indiikleyerek ROS olusumunu uyardiklart bilinmektedir
[381, 382]. EBR uygulamas1 ile es zamanli olarak PAO ve SMO inhibitérii MDL
72,527 hiicrelere uygulandiginda, EBR ile tetiklenen ROS olusumu indirgenmistir. Bu
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sonu¢ PA katabolizmasinin EBR ile tetiklendigini ve EBR ile tetiklenen ROS
olusumunun PA katabolizmasi aracili oldugunu gostermektedir. Ozellikle LNCaP
hiicrelerinde, EBR ile birlikte H,O, tutucu NAC uygulanmasi, EBR ile tetiklenen hiicre
canliligi kaybin1 azaltmaktadir. Yine LNCaP hiicrelerinde daha belirgin olmak iizere,
EBR ile NAC birlesimi, sadece EBR uygulanmis LNCaP hiicrelerine gére A,m kaybini
azaltmaktadir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak, EBR’nin PA katabolizmasin1 hedef alarak

ROS iiretimine etki ettigi ve bu sekilde apoptozu indiikledigi sonucuna varilabilir.

PA katabolizmasinin EBR ile tetiklenen apoptozda fonksiyonel olup olmadig1 éncelikle
PAO ve SMO enzimlerinin ortak inhibitorii olan MDL 72,527 varliginda incelenmistir.
MDL 72,527 varliginda, EBR’nin neden oldugu hiicre canliligi kaybi1 ve apoptoz
engellenmistir. Cesitli kanser hiicre hatlarinda farklt apoptotik ajanlarin  PA
katabolizmasina etkisi incelenmis ve MDL 72,527’nin bu etkiyi nasil degistirdigi
incelenmistir. MDL 72,527°nin l6semi ve kolon kanseri hiicrelerinde apoptozu
indiikledigi gosterilirken [383, 384], Casero ve dig. [374], meme, kolon ve prostat
tiimorlerinde timor capinin kiiclilmesini sagladigimi da gostermislerdir . Bu son
bulguyla paralel olarak, MDL 72, 527 ile EBR es zamanli uygulamasi LNCaP

hiicrelerinde apoptozun engellenmesini saglamistir.

PA katabolizmasi ile EBR uygulamasi arasindaki iliski daha sonraki agsamada sirasiyla
SSAT ve PAQ’ya 6zgii siRNA’lar kullanilarak ortaya konulmustur. Oncelikle, 48 saat
sire ile 100 nM SSAT veya PAO siRNA uygulamasinin LNCaP ve DUI145
hiicrelerinde SSAT ve PAO anlatimini anlamli bir sekilde susturdugu kantitatif es
zamanli PCR ile gosterilmistir. SSAT siRNA uygulamasini takiben EBR uygulamasi,
yalnizca EBR uygulanan LNCaP hiicrelerinde hiicre canliligi kaybin1 azaltmistir. Ayni
zamanda SSAT siRNA uygulamasim takiben EBR uygulanan LNCaP hiicrelerinde
DNA kiriklart sadece EBR uygulanan Orneklere oranla yaklasik % 50 kadar
geriletmistir. Bununla birlikte DU145 hiicrelerinde ayni etkiye rastlanilmamistir. Bu
sonuclardan yola cikarak, SSAT nin LNCaP hiicrelerinde, EBR ile tetiklenen hiicre
Olimiinde fonksiyonel bir rol oynadigi soylenebilir. SSAT’nin, kolon kanseri,

glioblastoma ve melanoma gibi kanser tiirlerinde sikline bagimli kinaz inhibitorleri, PA
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analoglar1 gibi kemoterapotiklerin kullanilmasi ile tetiklenen apoptozda rol oynadigina

dair pekcok calisma literatiirde yer almaktadir [12, 382, 385].

Aragtirmanin bir sonraki asamasinda bir diger PA katabolizma enzimi PAO’nun
anlatimi1 LNCaP hiicrelerinde gecici olarak spesifik siRNA ile susturulmus ve EBR’nin
etkilerine bakilmistir. PA oksidazlar aktif olduklarinda hiicrelerde son derece toksik
etkiler meydana getirebilen H,O, ve aldehitlerin yan {iiriin olarak meydana gelisini
tetiklemektedirler. Bu maddelerin hiicrelerde DNA hasarina, mutasyonlara ve hiicre
Olimiine neden olduklar bilinmektedir [386]. PAO siRNA ve EBR uygulamasi, LNCaP
hiicrelerinde yalmizca EBR uygulamasi ile tetiklenen DNA kiriklarn olusumunu
engellemektedir. Ayn1 zamanda EBR ile tetiklenen ROS iiretimi de, PAO enzimi gegici
olarak susturuldugunda azalmaktadir. Bu sonuclar PAO’nun EBR ile tetiklenen apoptoz
ve ROS iiretiminden sorumlu oldugunu gostermektedir. Bu bulgulara benzer sekilde
PAO’nun Helicobacter pylori bakterisi ile enfekte olan makrofajlarda H,O; iiretimini
artirarak mitokondri ve kaspaz bagimli apoptozu tetikledigi gosterilmistir [387]. PKa
hiicrelerinde ise PAO aktivitesinin spesifik inhibitorii MDL 72,527 ile inhibe
edilmesinin ROS iiretimine ket vurdugu ve hiicre sagkalimimi sagladigi gosterilmistir

[388].

Kanser hiicrelerinde, PA metabolizmasinin artmasi nedeni ile hiicreler siirekli olarak
boliinmeyi siirdiiriirler. Ayn1 zamanda PA’lar spesifik DNA bolgelerine (PA cevap
elementleri) baglanarak hiicrelerde onkogenlerin anlatimini artirarak hiicre ¢ogalmasini
tetiklemektedirler [389]. EBR’nin PA’lar ile iliskili olarak apoptozu nasil tetiklediginin
acikliga kavusturulmas: icin son olarak LNCaP ve DUI145 hiicrelerine EBR ile es
zamanli olarak Spd veya Spm uygulamasi yapilmistir. EBR ve Spd es zamanh
uygulamasi, yalmizca EBR uygulamasma oranla LNCaP hiicre canliligindaki azalist
engellemektedir. Aym1 zamanda EBR ile tetiklenen mitokondri bagimli apoptozu ve
ROS olusumunu da engellemektedir. Bununla beraber ayni etki PARP kesilimi ile de
gosterilmistir. DU145 hiicrelerinde ise EBR ile birlikte PA’larin uygulanmasi hiicre
canliligi kaybinin artmasina yol agcmistir, ayn1 zamanda mitotondriyal apoptozu, DNA

kiriklart olusumunu ve ROS olusumunu da tetiklemektedir. PARP kesilimi de DU145
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hiicrelerinde her iki PA ve EBR kombinasyonu ile artmaktadir. Spd’nin hiicre hatlarinda
apoptozu tegvik edici ya da ket vurucu farkh etkileri gdzlemlenmekle beraber [390], bir
otofaji tetikleyicisi oldugu bilinmektedir [391]. Spd ile beraber EBR uygulamasinin
LNCaP hiicrelerinde sadece EBR uygulamasina oranla hiicre canliligindaki diisiise ket
vurmasinin iki nedeninin olabilmesi s6z konusudur. Bunlardan birincisi Spd’nin
hiicrelerde aym1 zamanda boliinmeyi tesvik edici bir molekiil olmasi [392], ikincisi ise
otofajiyi tetikleyerek hiicrenin apoptoza gitmesini yavaglatarak omriinii uzatan bir ajan
olma potansiyelidir [391]. Otofaji her ne kadar fonksiyonelligini yitirmis proteinlerin,
organellerin par¢alanmasindan sorumlu ve hiicresel geridoniisiimii saglayan ve boylece
hiicrenin ¢esitli stres kosullarinda hayatta kalmasina yardimci fizyolojik bir olay olarak
tanimlansa da aym zamanda hiicreyi oliime gotiiren bir olaydir [393]. Apoptoz ile
otofaji arasindaki yakin baglanti ve molekiiler yolaklar aydinlatilmistir. Bununla
beraber aralarindaki iliski apoptozun miimkiin olmadigr durumlarda uyaranin ¢esidine,
siiresine bagl olarak otofajik 6liimii tetikledigi yoniindedir [394]. Bu bilgilerden yola
cikarak Spd’nin EBR ile es zamanli uygulamasinin hiicrelerde nasil bir molekiiler
cevaba yol actig1 da ileriki zamanlarda ele alinacak bir soru olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Spm ise, LNCaP ve DU145 hiicre hatlarinda EBR’nin apoptotik etkisini artiran bir ajan
olarak belirlenmistir. Spm’nin apoptozu tetikleyici etkisi bir¢cok calisma tarafindan
ortaya konulmustur [395-398] . Ozellikle serum oksidazlari ile birlikte docetaksel gibi
kemoterapotiklerin etkisini artirdigir gosterilmistir [399, 400]. Bu bulgulara benzer
sekilde Spm, LNCaP ve DU 145 hiicrelerinde EBR’nin apoptotik etkisini artirmistir.

Arastirmanin son asamasinda ise, EBR’nin LNCaP hiicrelerinde, DU145 hiicrelerine
oranla daha fazla etki gostermesinin PA metabolizmasi disinda olas1 nedenleri {izerinde
durulmustur. Her iki hiicre hatti1 birbirinden AR yoniinden farkli olduklarindan dolay1
oncelikle EBR’nin AR anlatimi iizerine etkisi incelenmis ve EBR’nin 6zellikle LNCaP
hiicrelerinde AR anlatiminmi indirgedigini, bununla beraber fonksiyonel AR’ye sahip
olmayan DU145 hiicrelerinde ise AR anlatiminda herhangi bir degisime rastlanmadigi
gbdzlemlenmistir. Steroid yapida molekiillerin AR ile etkilesime girerek, AR’nin
fonksiyonunu tetikledigi ya da inhibe ettigi bilinmektedir. Bunlara 6rnek olarak dogal

androjenler, yani testosteron ya da DHT, AR fonksiyonunu tetikleyici molekiillere



128

ornek olarak verilebilir. AR fonksiyonunu inhibe edici steroid molekiillere 6rnek olarak
da klinikte halen kullanilan anti-androjenler ya da progestinler 6rnek olusturabilirler
[401-403]. EBR, LNCaP hiicrelerinde anlaml bir sekilde AR anlatimini diisiirdiigii gibi,
buna bagl olarak PSA anlattimina da ket vurmustur. Bununla birlikte AR’nin hiicre
icindeki partneri HSP90 anlatiminda herhangi bir degisiklige yol agmamistir. AR
sitoplazmada herhangi bir uyaran yoklugunda HSP40, HSP 70, BAG-1 gibi bircok
saperon ile bagli olarak bulunmaktadir. Hiicre AR’ye bagli bir bdliinme uyarisi
aldiginda bu proteinlerle etkilesimine son vererek nukleusa gocmektedir [404-406].
Gelecekte bu proteinlerin EBR uygulamasindan nasil etkilendiklerine de hem
immunoblotlama hem de immunopresipitasyon yontemleri ile bakilmasi
planlanmaktadir. Boylelikle EBR’nin AR ile herhangi bir etkilesime girip girmedigi

daha iyi anlagilmig olacaktir.

AR’nin EBR uygulamasi sonucu LNCaP hiicrelerindeki aktivitesi sitoplazmadan
nukleusa gocii ile incelenmistir. EBR ile azalan AR anlatimina bagh olarak nukleusa
gbcen AR seviyesinde azalma tespit edilmistir. Steroidal olan veya olmayan
antiandrojenlerin AR’nin nukleusa gogiinii engelleyerek hiicre ¢ogalmasinda gorevli
proteinlerin anlatimlarina dolayl olarak ket vurduklar1 gosterilmistir. Ornek olarak, son
yillarda PKa tedavisinde siklikla kullanilan antisteroidal bikalutamid veya steroidal

siproteron asetat gibi ajanlarin, AR’nin go¢iinii engelledigi gosterilmistir [407, 408].

AR’nin LNCaP hiicrelerinde EBR ile tetiklenen apoptozda roliiniin anlasilabilmesi igin
ise AR gecici olarak kendine 6zgii siRNA ile susturulmustur. Bu asamay1 takiben EBR
uygulamasi, sadece EBR uygulanan LNCaP hiicrelerine oranla PARP kesilimini
engellemistir. Bu sonuctan yola cikarak, AR’nin EBR ile tetiklenen apoptozda
fonksiyonel oldugu soylenebilir. Su ana kadar EBR’nin AR ile etkilesimini gosteren ya
da AR bagiml olarak apoptozu tetikledigini ortaya koyan herhangi bir calisma
bulunmamaktadir. Bu yoniiyle bu arastirma EBR’nin apoptozu AR ile iligkili olarak

tetikledigini gostermesi yoniinden bir ilki tagimaktadir.
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Sonug¢ olarak, bu arastirma kapsaminda elde edilen bulgulara gére: EBR, AR (+)
LNCaP ve AR (-) DU145 hiicrelerinde apoptozu tetiklemekle beraber bu etkisinin
LNCaP hiicrelerinde daha belirgin oldugu goriilmektedir. Literatiirde ilk defa EBR ile
tetiklenen mitokondri ve kaspaz bagimli apoptoz PKa hiicre hatlarinda detayli bir
sekilde aydinlatilmistir. Elde edilen sonuglara gore EBR uygulamasi ile birlikte kaspaz-
3 belirgin bir sekilde LNCaP hiicrelerinde etkili olurken, kaspaz-7 ise DU145
hiicrelerinde etkilidir. Buradan yola ¢ikarak EBR’nin farkli hiicre hatlarinda farkli
kaspazlar1 hedef aldig1r sonucuna varilabilir. Ayn1 zamanda her iki hiicre hattinda da
farkli Bcl-2 ailesi iiyeleri EBR’ye karsi cevap olusturmustur. EBR ayni zamanda,
LNCaP hiicrelerinde daha etkili olmak iizere hiicre dongiisiinii kontrol eden siklinler,
CDK’lar, p21 ve p53 gibi proteinlerin de anlatimina etki ederek hiicre dongiisiine ket
vurmaktadir. Ozellikle p53, LNCaP hiicrelerinde EBR ile tetiklenen apoptotozda
fonksiyoneldir (Sekil 5.1).

EBR

p21
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) !
e’l Bax, Bak, Puma ” Mcl-1, Bel-x,. | /
' /

| v

|Puma || Mcl-1,Bel-2 |

|

Sitokrom ¢

| Sitokrom ¢ ¢
Apaf-1 Apaf-1
Kaspaz-9 ¢
¢ Kaspaz-9
-
Kazpaz-3 ¢
S Kaspaz-7 Kaspaz-7

Sekil 5. 1. EBR'nin, LNCaP ve DU145 hiicrelerindeki apoptotik etki mekanizmasi
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Ayrica, EBR’nin poliamin biyosentez ve katabolizmasi ile iliskili olarak apoptozu
tetikledigi literatiirde ilk defa gosterilmistir. LNCaP hiicrelerinde yapilan SSAT ve PAO
gen sessizlestirme metodlar1 ve katabolik enzimlere 6zgii inhibitorler ile aktivite
engellenmesi durumlarinda, EBR ile tetiklenen hiicre canlilign kaybi, apoptoz ve ROS
tiretimindeki artisin  gézlemlenmedigi saptanmistir. Bu sonuglar EBR’nin LNCaP
hiicrelerinde poliamin metabolizmasi ile iligkili olarak apoptotik cevabin olustugunu
gostermektedir. Aynm1 zamanda disaridan PA uygulamalarininin da EBR ile tetikleyen
apoptozu farkli etkileyebilecegi ortaya konulmustur. AR anlatimi bakimindan farklh
olan hiicre hatlarinin, EBR ile tetiklenen apoptozun aydinlatilmasi i¢cin model olarak
secilmesinden faydalanarak, EBR ile tetiklenen apoptozda AR’nin 6nemi ortaya
konmustur (Sekil 5.2). Elde edilen tiim bu bilgiler, EBR ile ilgili mevcut literatiirii
dogruladig: gibi, ayn1 zamanda apoptotik mekanizmanin aydinlatilmasi ve poliaminlerle
olan ilskisi bakimindan bir ilk niteligi tagimaktadir. Bununla birlikte bu arastima
gelecekte yapilacak calismalar i¢cin EBR’nin terapotik etkinligi hakkinda daha fazla

bilgi verme potansiyelindedir.

LNCaP DU145

AZl

| SSATsiRNA
| PAO siRNA
\ \/ SSAT

| MDL 72,527 B

.

Sekil 5. 2. EBR'nin, LNCaP ve DU145 hiicrelerinde poliamin metabolizmasi ile olan iliskisi
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Bu arastirmadan elde edilen bulgulardan yola cikarak yeni hedefler belirlenmistir.
Kemoterapotik ajanlarin molekiiler mekanizmalarinin aydinlatilmasinda yeni global
yaklagim, tetikledikleri sinyal yolaklarinda gorevli potansiyel molekiillerin
translasyonel analizlerinin gergeklestirilmesi yoniindedir. Bu yeni proteomik yaklagim
ile aym zamanda posttranskripsiyonel modifikasyonlar da belirlenebilmekte ve ilacin
fizyolojik etkilerinin anlasilmasi i¢in daha etkin bir adim atilmaktadir. Buradan yola
cikarak ileriki calismalarda proteomik yaklasimlart kullanarak EBR’nin neden oldugu
proteomik farkliliklar ve molekiiler diizeyde etki mekanizmasi farkli genomik
ozelliklere sahip PKa hiicre hatlarinda incelenecektir. Boylelikle EBR’nin hem poliamin
katabolizmasi ile olan iligkisinin, hem de AR varlig1 etkisinin daha global bir yaklagim
ile de dogrulanmasi planlanmaktadir. Proteomik calismalar ile EBR uygulamasi sonucu
meydana gelen tiim molekiiler degisiklikler, 6zellikle hiicre oliimiinii tetikleyen diger
hiicre 6liim mekanizmalarinda (hiicre membranm aracili apoptoz, otofaji gibi) gorevli
proteinlerdeki degisikliklerin tam olarak aydinlatilmasi diisiiniilmektedir. Bdylece yeni
bir kemoterapédtik ajan adayr olan bitkisel kokenli EBR’nin PKa hiicrelerinde hangi
molekiiler mekanizmalar1 hedef aldig1r ve terapide kullanilabilirligi ortaga cikarilmis
olacaktir. Bu verilerden yola c¢ikarak planlanan bir diger yaklagim ise, EBR’nin
gelecekte olasi ila¢ tasariminda kullanilabilmesi igin in vivo denemelerin yapilmasi

yoniindedir.
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EKLER

Tablo 1. Kullanilan cihazlarin listesi
ADI URUN KODU | FIRMA ADI
Buzdolabi ( No frost ) 4263TMB Arcelik
Derin Dondurucu 2041D Arcelik
Dikey akish giivenlik kabini Model: HeraSafe
Distile Su Cihaz1 D56412 TKA-Pacific
Dondurucu (-80°C) Ultra Low New Brunswick
Elektroforez sistemi 165-8000 Bio-Rad
Elektroforez transfer sistemi 170-4155 Bio-Rad
Floresan atacmanh invert Model: 1X71 Olympus
Fluorometre Fluoroskan Thermo Labsystems
Giic Kaynag PowerPac/Basic BioRad
Hassas Tart1 LE6202S Sartorius
Hemositometre 7359629 Sigma Aldrich
HPLC 1200 series Agilent
Invert Mikroskop XDS-1B SOIF
Inkiibator EN 025 Niive
Kantitatif es zamanhh PCR PTC-1148C Bio-Rad
Kar-buz makinasi AF80 Scotsman
Manyetik Karistirici SB162 Stuart/ProLab
Masaiistii sogutmali santrifiij 5417R Eppendorf
Mikropipet (0,5ul-10ul) EH52836 Thermo Scientific
Mikropipet (2ul-20ul) CJ17240 Thermo Scientific
Mikropipet (20ul-200ul) EH46925 Thermo Scientific
Mikropipet (200ul-1000ul) T27274 Thermo Scientific
Mikroplaka okuyucu, 680 Bio-Rad
Otoklav 0TO32 Niive
pH Metre N315 SEM/Mettler Toledo
PVDF Membran 88518 Thermo Scientific
Sivi azot tanki ve ikmal tanki Arpege 40 Air Liquid
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Spektrofotometre Ultraspec 2100 | Biosciences

Tarti LE6202S Sartorius

Tiip rotasyon aleti SRTID Stuart

Vorteks SA8 Stuart/ProLab

X-ray Film 34090 Thermo Scientific
Tablo 2. Hiicre kiiltiirii donanimlari.

ADI URUN KODU | FIRMA ADI

100 mm petri 93100 TPP

12 kuyucuklu petri 92012 TPP

25cm” hiicre biiyiitme kaplari 90026 TPP

6 kuyucuklu petri 92006 TPP

60 mm petri 93060 TPP

75cm? hiicre biiyiitme kaplari 90076 TPP

96 kuyucuklu petri 92096 TPP

DU145 hiicre hatti CRL-2698 ATCC

Fetal Bovine Serum P291509 Pan Biotech

Kriyovial tiip V7634 NUNC

LNCaP hiicre hatt1 CRL-1740 ATCC

Penisilin/Streptomisin P06-07100 Pan Biotech

RPMI besiyeri 21875 GIBCO

Steril pipetler (10ml) 94010 TPP

Steril pipetler (5ml) 94005 TPP

Siringa filtreleri (0.22 pm) 99722 TPP

Tripsin-EDTA P10-0231 Pan Biotech
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Tablo 3. Kullanilan kimyasallarin listesi.

ADI URUN KODU | FIRMA ADI

10X PBS P04-53500 Pan Biotech
2-merkaptoetanol 54805940517 Merck

Akrilamid / Bis-Akrilamid 30 % A3699 Sigma Aldrich

Amonyum persiilfat A3678 Sigma Aldrich
Anti-apoptotik Bcl-2 ailesi 99412 Cell Signaling Technology
antikorlari

Apoptoz antikorlar: 9915 Cell Signaling Technology
AR antikoru sc-390429 Santa Cruz

AR siRNA sc-29204 Santa Cruz

Benzoil klorid A4746 AppliChem

Coomassie Blue Belirteci 500-0006 Bio-Rad

DAPI D1306 Invitrogen

DCFH-DA C6827 Invitrogen

Dietileter 296082 Sigma Aldrich

DiOC6 Boya 2129966 Fluka

DMSO D5879 Sigma Aldrich

DTT D0632 Sigma Aldrich

EDTA A3452 Sigma Aldrich
Epibrassinolide El1641 Sigma Aldrich

Etanol A3452 Sigma Aldrich

Fetal Bovine Serum (FBS) P290310 Pan Biotech

Film Gelistirici P7042 Kodak

Film Sabitlestirici P7167 Kodak

Glisin A1067 AppliChem

Hidrojen peroksit K39218400838 | MERCK

Hiicre dongiisii antikorlar: 9932 Cell Signaling Technology
izopropanol 24137 Rieel-de Haen

Kazpaz antikorlari 9929 Cell Signaling Technology
Laemli Tamponu S3401 Sigma Aldrich

Luminol A8511 Sigma Aldrich
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MDL 72,527 M?2949 Sigma Aldrich

MDM2 antikoru sc-965 Santa Cruz

Metanol 24229 Sigma Aldrich

MTT M2003 SIGMA

Negatif siRNA 1027280 Qiagen

Nutlin-3 N6287 Sigma Aldrich

ODC antikoru sc-390366 Santa Cruz

pS3 antikoru 2527 Cell Signaling Technology
Page Ruller Prestained Protein SMO0671 Fermentas

PAO antikoru sc-166185 Santa Cruz

PAO siRNA sc-44540 Santa Cruz

p-Coumaric Asit C9008 Sigma Aldrich

Pifithrin o P4359 Sigma Aldrich
Pro-apoptotik Bcl-2 ailesi 9942 Cell Signaling Technology
antikorlari

Propidium Iodide A2261 Applichem

Protein izolasyonu Tamponu K0301 Fermentas

Saf Etanol 32221 Rieel-de Haen

SDS (Sodyum dedosil siilfat) A3452 Applichem

Si181ir Serum Albumin (BSA) 500-0007 BioRad

Sodyum Kloriir A2942 AppliChem

SSAT antikoru sc-67159 Santa Cruz

SSAT siRNA sc-61616 Santa Cruz

TEMED A1148 Applichem
Trikloroasetik asit T0699 Sigma Aldrich

TriPure RNA izolasyon ajam 11667157001 Roche Applied Sciences
Tris Baz A2264 Applichem

Tris-HCI A3452 Applichem

Tween 20 S4927784 802 MERCK

Yagsiz Siit Tozu 9999 Cell Signaling Technology
Yiikleme standart antikorlar 5142 Cell Signaling Technology
z-LEHD-FMK 550381 BD Biosciences
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z-VAD-FMK 550377 BD Biosciences
Tablo 4. Kullanilan molekiiler biyoloji kitleri.

ADI URUN KODU | FIRMA ADI

Annexin V-PI kiti BV-K101-3 MBL International

cDNA sentez Kkiti 170-8891 Bio-Rad

Cell Death ELISA 11774425001 Roche

Sitokrom c apoptoz Kiti K257-100 BioVision

Kantitatif es zamanh PCR Kiti 170-8892 Bio-Rad

Sitoplazmik mitokondriyal 89874 Thermo Scientific

protein izolasyon Kiti

Sitoplazmik nuklear protein
izolasyon Kiti

KO0311

Fermentas
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