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OZET

AMAGC: Kanser kok hucreleri, tumor hacrelerinin bir alt populasyonu olup,
tumaorun baglatilmasindan sorumludur ve ylksek duzeyde kendi kendini yenileme
potansiyeline sahiptir. TUmorin niksetmesindeki rollerine ek olarak, kemoterapi
ve radyasyona karsl diren¢ duzeyleri yuksektir. Elde edilen bulgular, DETA
NONOate gibi nitric oksit(NO) vericilerinin kemo-duyarhlik yaratici etkileri
oldugunu gdstermistir. Uglincli nesil bifosfonat zoledronik asit (ZAYin insan
prostat DU-145 kanser kok hucreleri Uzerinde gozlemledigimiz pro-apoptotik
proteinlerin fazla ekspresyonu ve bazi anti-apoptotik proteinlerin normalden az
ekspresyonu ile karakterize apoptotik etkileri, bizi insan prostat kanseri
hicrelerinde, DETA NONOate’in, hicre sagkalimi ve ZA ile indUklenmis apoptoz
uzerindeki etkilerini incelemeye yoneltmigtir.

YONTEM: insan prostat kanseri DU-145 hiicre hattindan izole edilen kanser kok
hicreleri ve non-KKH, 500 uM DETA NONOate ile 24 saat inkube edildi ve daha
sonra 72 saat boyunca ZA'nin belirlenen ICsy dozu ile muamele edildi. Hucre
viabilite testleri ve Annexin V testi Muse™ cell analyzer ile gergeklestirildi.
Apoptoz iligkili 84 genin ekspresyonu qRT-PCR array ile dl¢uldu.

BULGULAR: DETA NONOate ve ZA’nin birlikte kullanimina bagli olarak azalan
hicre viabilitesi ve yanhzca ZA ile muamele edilen DU-145 kanser kok hucreleri
ile elde ettigimiz dnceki sonuglarimiza kiyasla total apoptozun artan duzeyleri ile
sitotoksisitede anlamli derecede artis oldugu goézlenmistir. Apoptoz Onleyici
protein ailesi, BIRC2 ve BIRC3 genlerinin ekspresyonu DETA-NONOate ile
onceden muamele edilen kanser kok hucrelerinde, sadece ZA ile muamele edilen
hicrelere gore anlamli derecede azalmistir. DETA NONOate ile g6zlenen bu
etkiler, non-KKH’de gozlenmemisgtir.

SONUG: Sonuglarimiz, DETA NONOate ve ZA’nin kombine kullanimi ile, kanser
kok hucreleri Uzerinde, non-KKH’lara oranla, daha yuksek dizeyde toksik ve
apoptotik etki elde edilmistir. Nitrik oksit, kanser kok hucrelerini, BIRC2 ve
BIRC3’Un ekspresyonunu azaltarak, ZA ile induklenen apoptoza karsi duyarli hale

getirir. Bu nedenle, nitrik oksit vericisi olan DETA NONOate ve prostat kanser kok



hucrelerinde kritik oneme sahip, hicre sagkalimi ile iligkili yolaklari hedefleyen
ilaclarin beraber kullanimi, agresif prostat kanserinin tedavisi igin gelistirilen klinik

faz calismalarinda dnemli derecede etkili olabilir.

Anahtar Kelimeler: Kanser Kok Hucresi; Apoptoz; ilag direnci; Bifosfonat;

Zoledronik asid; DETA NONOate
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ABSTRACT

Cancer stem cells (CSCs) are a subset of tumor cells responsible for tumor
initiation and exert a high self-renewal potential. In addition to their role in tumor
recurrence, they also exhibit increased resistance to chemotherapy and
radiation. Evidence shows that nitric oxide (NO)-donors such as DETA
NONOate possess chemo-sensitizing effects. Our previous observations of
apoptotic effects of third generation bisphosphonate zoledronic acid (ZA) in
human prostate DU-145 CSCs through over-expression of some pro-apoptotic
and under-expression of some anti-apoptotic proteins prompted us to investigate
the impact of DETA NONOate on cell survival and ZA-induced apoptosis in
prostate cancer. CSCs and non-CSCs isolated from human prostate cancer DU-
145 cell line were first treated with 500 microM of DETA NONOate for 24 hours
and then with ICsy doses of ZA for an additional 72 hours. Cell viability tests
and Annexin V assays were performed by Muse™ cell analyzer. Expressions of
84 apoptosis-related genes were analyzed by qRT-PCR array. Sequential
treatment with DETA NONOate demonstrated significantly greater cytotoxicity
through decreased cell viability and enhanced levels of total apoptosis in prostate
DU-145 CSCs compared to our previous results of treatment with ZA only.
Expressions of inhibitor of  apoptosis protein (IAP)  family
BIRC2 and BIRC3 genes decreased significantly in CSCs pretreated with DETA
NONOate compared with those treated with ZA alone. These effects of DETA
NONOate were not observed in non-CSCs. Our findings indicate that combined
treatment with ZA and DETA NONOate has more cytotoxic and apoptotic effect
on CSCs than non-CSCs and that nitric oxide sensitizes CSCs to ZA-induced
apoptosis through down-regulation of IAP proteins BIRC2 and BIRC3. Therefore,

sequential treatment with nitric oxide donor DETA NONOate and drugs
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specifically targeting key survival pathways in prostate CSCs warrant testing in

prospective clinical trials for treatment of aggressive prostate cancer.

Keywords: Cancer stem cell; Apoptosis; Drug resistance; Biphosphonate;
Zoledronic acid; DETA NONOate
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BOLUM I
1. GIRIS

Kanser, dinyada oldugu gibi Turkiye’'de de kalp hastaliklarindan sonra en
onemli mortalite nedenidir ve gorulme sikligi giderek artmaktadir. Dinya Saglik
Orgutiinin son verilerine gore, tim dinyada her yil 12.4 milyon yeni kanser
vakasl, 25 milyon kanserli hasta ve 7.6 milyon da kansere bagl 6lum gozlenirken,
Tarkiye'de de her yil 100 bin kisinin 229'una yeni kanser teshisi konulmaktadir.
Artigin bu hizla devam etmesi halinde, 2030'lu yillarda kanserin 2 misli artacagi
ve 100 binde 450'lere yaklasacagi ongorulmektedir. Bu nedenle hem dinyada
hem de ulkemizde kanser aragtirmalari 6nemli yer tutmaktadir. Kanserin
molekuler temellerinin anlagiimasinda, kanser teghisi ve tedavisinde buyuk
gelismeler kaydedilmis olmasina ragmen bazi kanser turlerinin halen kesin
tedavisi bulunmamaktadir. Ameliyat, hormon tedavisi, anti-anjiyogenetik tedauvi,
immunoterapi, kemoterapi ve radyoterapi halen tum dinyada uygulanmakta olan
baslica tedavi yaklagimlaridir. Ancak bunlarin sistemik veya lokal toksisite ve ilag
direnci gibi birgok olumsuz etkileri olmaktadir. Halen en yaygin olarak kullanilan
antikanser ajanlar arasinda paklitaksel, doksorubisin, sisplatin ilk akla gelenlerdir.
Bu ajanlar ylksek bir sitotoksisiteye sahip oldugundan tumor kitlesini ortadan
kaldirmada etkili olduklarindan klinik uygulamada yer bulmaktadirlar, ancak
bunlar dogrudan timor hicrelerini spesifik hedef olarak almadiklarindan (non-
target ajanlar) ilag direnci nedeni ile timoérin nuksune neden olur. Kanserlerin
¢ogunda, radyoterapi iyi bir noninvaziv tedavi segenegi ve yuksek sagkalim
oranlari sunarken, kanser kok hucreleri (KKH) Uzerine etkili olmadiklari igin
tedavinin etkinligi de dusuk olabilmektedir. Her ne kadar KKH’leri timor kitlesinin
¢ok kuguk bir oranini olustursa da tedaviye direncin ortaya ¢gikmasinda basrolu
oynarlar. KKH’lerinin tedaviye direngli olmasinin altinda yatan neden ya da
mekanizmalarin baslicalari bunlarin dormant/hicre dongusu kinetiklerinin yavas
olmasi, yuksek DNA onarim kapasitesine sahip olmalari, ¢oklu ila¢ direng
tasiyicilara sahip olmalari (6rnegin ABC transporterler gibi), anti-apoptotik
proteinleri yUksek miktarda eksprese etmeleri ve mikrogevresel oOzellikleridir.

Geleneksel kanser tedavi yaklasimlari bazi hallerde yukarida sayilan nedenlerle



etkisiz kalabildiginden tumaorun nuks riskini ve tedavinin yan etkilerini minimize
edebilmek icin KKH’lerini de hedefleyen terapotik yaklagimlarla kombine edilerek
desteklenmelidir. Bu terapotik yaklagimlarin tipta devrimsel gelismelere yol
acacagina inaniimaktadir. KKH’lerini yok etmek kanserin koklerini ve nuks riskini
de minimize edeceginden kanseri tedavi etmeye ve sagkalim oranlarini arttirmaya
yonelik umut verici yaklasimlar oldugu dusunulmektedir. Kanser kok hacrelerini
oldurme calismalarinda, molekller hedefleme terapisi, sinyal yolaklarini
hedefleme, dogal bilesenler ve bunlarin gugli KKH’lerini hedeflemesi,
mezensimal kok hdcre kullanimi ve farklilastirma terapisini (differentiation
therapy) iceren birgok yontem gelistiriimistir. Son yillarda buyuk ilerlemeler
kaydedilmesine ragmen, kanser kok hucrelerinin tedaviye direng gelistirme
mekanizmasi halen tam olarak agiklanamamis ve bu nedenle bunlara etkili bir
tedavi segenegi de gelistirilememistir.

Osteoporoz tedavisinde yaygin olarak kullanilan bifosfonatlar kemik
metastazli hastalarda kemik kaybini azaltarak yasam Kkalitesini arttirilarr.
Bifosfonatlar yapi ve etki mekanizmalarina gore iki ayri kusak olustururlar. Birinci
kusak bifosfonatlar, klodronat ve etidronat gibi pirofosfata benzeyen bifosfonatlar
olup metabolik olarak hidroliz edilemeyen sitotoksik adenozintrifosfat (ATP)
analoglari olustururlar. Daha yeni ve guglu olan ikinci kusak ise alendronat,
pamidronat, risedronat, ibandronat ve zoledronik asid (ZA) gibi nitrojen iceren
bifosfonatlardir (N-BPs). ZA mevalonat yolaginda anahtar bir enzimi, farnesil
pirofosfat sentazi (FPP), inhibe eder. Sonugta, ZA kemik rezorbsiyonu ve
osteoklastlarin yasamini etkileyen temel hucresel fonksiyonlari bozar. Bu
baglamda ZA, farnesil pirofosfat sentaz enzimini inhibe etmekte diger
bisfosfonatlardan daha etkilidir. Bu yolakda, guanozin Ras, Rho ve Rac gibi
trifosfata baglanan proteinlerin translasyon sonrasi modifikasyonu igin farnesil
pirofosfat ve geranilgeranil pirofosfattan olusan bir ka¢ ara trtn gereklidir. Bu
sinyal molekuller hucre proliferasyonu, hiucre sagkalimi ve hicre iskeletinin
organizasyonunda duzenleyici rol oynarlar.

Osteoklastogenez Uzerindeki etkilerine ek olarak, ZA'in solid ve

hematolojik malignitelerde dikkat cekici antikanser aktiviteye sahip oldugunu



gOsteren ¢ok sayida preklinik kanit bildirilmigtir. ZA’in proliferasyon hizinin
dusurulmesi ve apoptozisi induklemek gibi dogrudan anti-kanser etkilerinin yani
sira, antikanser immun yaniti aktiflestirmek gibi dolayli etkileri de vardir.
Bisfosfonatlarin  dogrudan  antitmor — aktivitesi  igin ~ sorumlu  birincil
mekanizmalardan biri, timor hicresi apoptozunun indiksiyonudur.

Cok sayida calismanin bulgulart ZA’in kanser hucreleri Uzerindeki

apoptotik etkilerini gostermektedir. Ancak yaptigimiz literatlr incelemelerinde,
buglne kadar gercgeklestirilen ¢alismalarda kanser kok hucreleri (KKH'leri) ve
diger kanser hucrelerinin (non-KKH’leri) ayri gruplar halinde ele alinarak ayni
hiacre hatti icinde incelemelerin KKH’leri ve non-KKH’leri igin ayri ayri
yapiimadigini ve ZA'in KKH’leri Gzerine olasi apoptotik etkilerinin incelenmedigini
fark ettik.
Son yillarda yeni ¢ikan ajanlar iginde, NO indukleyen veya DETA NONOate gibi
NO verici ajanlar bulunmaktadir. NO ¢ok sayida biyolojik etkisi olan ve bol
miktarda bulunan bir molekuldir. NO'in timadr hicrelerinde gesitli kemoterapik
ilaglara karsi kemo-duyarhlik indiklenmesinde ¢ok onemli bir faktor olarak
bilinmektedir. Bu gsekilde, NO gibi kemo-duyarlihk kazandirici ajanlar,
kemoterapdtik ilaglarin anti- tUmorijenik etkisini yukseltebilir. Buna ragmen, bu
tumor karsiti etkilerin mekanizmasini tamamen agiklayabilmek igin daha fazla
¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Bu projenin amaci, KKH modeli olarak prostat KKH kullanilarak, zoledronik
asid ve DETANONOate'in birlikte uygulanmasi invitro ortamda KKH’leri Uzerine
olasi apoptotik etkilerinin ve apoptoz ile iligkili genlerdeki ekspresyon
degisimlerinin incelenmesidir. Proje kapsaminda zoledronik asid ve DETA
NONOate'in; prostat karsinoma hucre hatlarinda, prostat karsinoma kdk hticreleri
ve koOk hudcre digi tumodr hicrelerinde apoptoza ve sagkalima etkileri
degerlendiriimigtir. Kanser hucrelerini apoptoza sevk eden mekanizmalarin
anlasiimasi, gelecekte bugiunden daha etkili kanser tedavi yaklagimlarinin
geligtirimesinde hayati 6nem tasimaktadir.

Bu calismanin temel amaci, ZA ve DETA NONOate'in kanser kok hucreleri

Uzerine olan apoptotik etkileri ve apoptoz ile iligkili genlerdeki ekspresyon



degisikliklerinin  invitro ortamda incelenmesidir. Bu tez c¢alismasi surecinde

asagidaki sorularin cevaplarinin arastiriimasi hedeflenmigtir;

1.

Prostat KKH’lerinde ZA'in kanser hucrelerinin  %50’sini  6lduren
konsantrasyonunun (ICso de@eri) belirlenmesi,

Prostat KKH’lerinde ZA’in indUkledigi apoptozun kantitatif olarak
belirlenmesi,

Prostat KKH’lerinde DETA NONOate'n indukledigi apoptozun kantitatif
olarak belirlenmesi,

Prostat KKH’lerinde DETA NONOate ve ZA’in birlikte uygulandigi
indUkledigi apoptozun kantitatif olarak belirlenmesi,

KKH’lerinde ZA’in ekspresyonunu etkiledigi apoptozla iligkili genlerin
belirlenmesi,

KKH’lerinde DETA NONOate ve ZA'in birlikte uygulaninca ekspresyonunu

etkiledigi apoptozla iligkili genlerin belirlenmesi,

. KKH’leri ve diger tumor huicrelerinde olusan apoptotik gen ekspresyon

degisikliklerinin  karsilastiriimasi ve olasi direng mekanizmalarinin
tartisiimasi
KKH’lerinde ZA'in ekspresyonunu etkiledigi apoptozla iligkili genlerin

protein seviyesinin incelenmesi amaglanmistir.

KKH’lerinde DETA NONOate'in ekspresyonunu etkiledigi apoptozla iliskili

genlerin protein seviyesinin incelenmesi amaglanmistir.

10.KKH’lerinde DETA NONOate ve ZA'in birlikte uygulaninca ekspresyonunu

etkiledigi apoptozla iligkili genlerin protein seviyesinin incelenmesi

amaglanmistir.



BOLUM Il

2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser Kok Hicreleri

2.1.1. Kanser Kok Hiicrelerin Tanimi

Tumor dokulari, normal dokularda oldugu gibi, anahtar sinyal yolaklari ve
islevlerini duzenleyen yuzey markerlarinda farkli derecelerde genetik mutasyona
sahip heterojen hicre populasyonlarindan olugurlar. Kanser hucreleri arasindaki
bu iglevsel heterojenlik, iki farkli kanser olusumu modeli ile agiklanmaya
calisiimistir. Bunlar hiyerarsi modeli ve stokastik modeldir (1,2).

Hiyerarsi modelinde kendini yenileme, niks, uzak metastaz ve ilag/isin
direnci gibi kanser modaliteleri, dncelikle kanser kok hucreleri (KKH) ile iligkilidir.
Bu hucreler timorun icinde ¢ok az sayida bulunan bir populasyonu olustururlar.
Belirli bir kanser icinde heterojenlik, KKH’lerinin asimetrik htucre bolunmesi ile
olusur. Bu sekilde timor iginde bir KKH havuzu ve timor olusturma potansiyeli
dusuk olan non-KKH'leri sinifi olusur. KKH'lerinin kanserin kendini yenileme ve
metastaz yapabilme 6zelligi ile ilgili oldugu dusunulmektedir. Tamor kitlesini
olusturan diger tum hucreler ise, farklilasmis kardes hicrelerden turetilmigtir (3).

Tamor icinde bulunan heterojenlik i¢in diger bir alternatif agiklama stokastik
modelden gelmektedir (4). Bu modele gore timor hdcrelerinin hepsi kendini
yenileme 6zelligine sahiptir ve tumoértin devamlilidina degisen dl¢ulerde katkida
bulunurlar. Buna goére, tumar igerisinde bulunan heterojenlik dncelikle timdrlesme
esnasinda genetik ve epigenetik heterojenlikten meydana gelen alt klonlardaki
degisikliklerden kaynaklanir. Ozet olarak, hiyerarsi modeli, altkolonlar arasinda
genetik degisiklikleri gz onlne almadan hicre buyumesi ve tumor olugsumu
acisindan fenotipik ve fonksiyonel heterojenlige odaklidir. Ancak stokastik model,
tumor kitlesinin icinde alt klonlar arasindaki fonksiyonel varyasyonlari gz ardi
ederek tumorun iginde bulunan genetik heterojenligi vurgulamaktadir (5).

En etkili kanser tedavisi, kendini yenileme, metastaz ve ilag/radyasyon

direnci yetenegi olan kanser hucresi alt populasyonunu hedefleyen tedavidir.



2.1.2. Kanser Kok Hucrelerin Tanimlanmasi

Tumor kitlesinde bulunan kanser hucrelerinin gogunlugu sinirli bolinme ve
tumor olusturma yetenegine sahip iken, kanser hucrelerinin sadece belli bir alt
populasyonu kendini yenileme ve yeni bir tumar olusturma potansiyeline sahiptir.
Bu benzersiz hucre populasyonuna kanser kok hucreleri (KKH) veya kanser
olusturan hucreler (KOH) ismi verilmigtir. Tumor olusturan ve gelistiren KKH
modeli, timor alt populasyonlari ile iligkili fenotipik ve islevsel degisiklikler igin bir
aciklama getirmektedir (1).

1963 vyilinda, Bruce ve arkadaslari, transplante kemirgen lenfoma
hdcrelerinin sadece %1 — 4’Unun vitro ortamda koloni olugturabildigini ya da fare
dalaginda kanseri baglatabilecegini gosterdiler (6). KKH'lerinin tanimlandigi ilk
solid timor meme kanseridir. Burada KKH'leri CD44%/CD24- ve epitel hiicre
yuzeyi antijenlerine karsi pozitif olmak Uzere siniflandiriimiglardir.(7,8). Bu
hucreler farelere nakledildiklerinde yalnizca 100 kadar hucrenin ¢ogalabildigi ve
yeni tumor olusturabildikleri gozlenmistir. Son on yilda beyin (9), akciger (10,11),
karaciger (12), kolon (13), bas boyun (14), ve diger (15) solid timoérlerde de
KKH’leri tanimlanabilmistir.

KKH’leri in vitro ortamda agagidaki 6zelliklere gore tanimlanirlar:

a) yuzey markerleri dizey ve paternlerine gére (16—19);

b) suspansiyon kulturlerinde sferik koloni olugturma yetenegine gore (20);

c) konvansiyonel kemoterapdétikler veya iyonizan radyasyonlar ile muamele
edildiginde yuksek oranda sagkalim gosterebilme Ozelligine gore (21-23).

Malign timorler igcinde az miktarda bulunan bu htcre alt gruplarinin tedavi
sonrasinda tumor baslatma ve buyutme hizi daha yuksektir (18,24-27). Bu
durum, kemoterapi ve radyoterapi gibi kanser tedavi secgeneklerinin tUmor
hucrelerinin 6nemli bir kismina etkili olmakla birlikte, yeni tumor olusturabilen ve
direngli KKH’lerine karsi etkili olamamalari nedeni ile kanser hastalarini tamamen

iyilestirmede basarisiz oldugunu dusundurmektedir.



2.1.3. Terapotik Bir Hedef Olarak KKH'ler

Hem eski hem de guncel kanser tedavi yaklagimlarindaki kisitliliklar nedeni
ile siklikla tedavide basarisizlik ve yuksek risk oranlari ile karsilasiimaktadir.
Tedavideki basarisizigin yaygin bir nedeni radyoterapi veya standart
kemoterapiye direnctir. KKH'den zengin populasyonlar standart tedavilere daha
direnclidir (28). KKH aracili kemoterapiye direng losemi (29), meme (23),
melanoma (30), pankreas (31), beyin (32), ve kolorektal (33) kanserlerde
belgelenmistir. Ayrica, KKH aracili radyoterapiye diren¢ beyin (9) ve meme
kanserinde (34) gosterilmistir. Bu nedenle, KKH’lerini yok etmek icin 6zellikle
hastalarin saglikli hucrelerine zarar vermeden yeni terapdtik stratejilerin
gelistiriimesine acil olarak ihtiya¢ duyulmaktadir (35-37).

Yuzey marker farklklarini ve coklu sinyal yolaklarindaki degigimleri
hedefleyerek etkin bir tedavi elde edilebilir. Arastirmacilar son zamanlarda,
transkripsiyon faktorleri, hucre yuzeyi markerleri ve kokluk 6zelligine iliskin sinyal
yolaklari da dahil olmak Uzere ¢ok sayida potansiyel KKH terapotik hedefleri,
belirlemiglerdir. Bunlarin amaci, KKH’lerini ve tUmorin nikstnd tamamen ortadan
kaldirmak i¢in yeni terapotik hedefleri belirlemektir. Maligniteleri tamamen ortadan
kaldirmaya yonelik KKH’lerini hedef alan yeni tedavi yaklagimlar gekil 2.1’de

Ozetlenmigtir (2).
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2.1.3.1. Yuizey Marker Bazl Terapi

Tumor kutlesinden ve normal saglikli hucrelerden KKH'lerini spesifik olarak
ayirabilmek igin spesifik hicre yuzey belirteclerini hedeflemek gerekir ki bu
KKHlerini hedef alan tedavinin de temelini olusturmaktadir (38). Halen, floresans-
activated cell sorting (FACS), flow sitometri, PCR, ve immunfloresan analiz,
KKH’lerinin izolasyonu, saflastiriimasi ve tanimlanmasi igin yaygin olarak
kullaniimaktadir. KKH belirlenmesi ve ylzey belirteglerin tanimlanmasinda 6nemli
ilerleme kaydedilmis olmasina ragmen, pek ¢ok sorun hala devam etmektedir. Bu
nedenle, bu belirteclerin 6zgun olmamasi ve muhtemelen bazi non-KKH’lerde ve
normal hucrelerde de ifade olabilmesi mumkinddr. Bu nedenle, KKH
markerlerinin, sinyal yolaklari ve/veya transkripsiyon faktorleri gibi diger hedefler
ile kombine kullaniimasi gerekebilir (38).

CD133; Prominin-1 olarak da bilinen CD133 membrani kateden bes bdlgeli
ve iki buyuk N-glikozile hicre digi ilmege sahip 120 KDa’luk bir glikozile proteindir.
Yetigkinlerde, CD133 dncelikle immatir hematopoetik kdk hucreler ve endotelial
progenitor hicrelerin yuzeyinde mevcut olup islevi ve fizyolojik dizenlenmesi
hakkinda bilgi azdir (39). CD133’Un kolon ve hepatosellular karsinoma gibi pek
¢ok insan kanserinde eksprese olur (40,41). Son arastirmalar, CD133 pozitif
hicrelerin yuksek sagkalim ve paklitaksel, doksorobisin, sisplatin ve etopozid gibi
cesitli ilaclara karsi direng 6zelligi bulundugunu gostermektedir (42).

CD44; hucre-matriks ve hucre-hucre etkilesimlerinde rolt olan, ¢ok farkh
yapi ve iglevlere sahip bir molekul olup hyaluronik asit igin temel reseptordir (43).
CD44 ekspresyonu malign hastaliklari olan hastalarda tumor yuku ve metastaza
isaret eden faydali bir gostergedir. CD44; meme (8), over (44), serviks (45),
mesane (46), mide (47), kolon (48), pankreas (49), prostat (50), ve akciger (51)
gibi solid kanserlerin KKH’lerinde tespit edilmistir. CD44’Un birgok kanserde ve
KKH’sinde artmis ekspresyonu, CD44’an hemen hemen tum kanser tiplerinin
gelismesinde 6nemli dizenleyici bir role sahip oldugunu dusundurmektedir. Genel
olarak, CD44 bir KKH ylzey belirteci olarak cesitli kanser tiplerinin

karakterizasyonunda, tani ve tedavisinde kullaniimaktadir.



CD24; CD24 ilk olarak hematolojik malignitelerde tespit edilmis olan ve cesitli
solid tumorlerde eksprese olan kuguk bir hicre yuzey glikoproteinidir. Hlcre-
hicre ve hlcre-matriks etkilesimlerinin duzenlenmesinde rol oynayan agir
derecede glikozile bir proteindir (52,53). Adezyon ile iligkili olup kanser
hicrelerinin metastaz potansiyeline katkida bulunur (52). Bu durumda CD24
cesitli kanser turlerinde 6nemli bir prognostik belirteg olarak kabul edilebilir. Hicre
adezyonu ve metastazi duzenleyici rolleri ile birlikte, CD24 bir prognostik faktor
olarak ve yeni KKH belirteci olarak onemli biyolojik rollere sahip gibi
gorunmektedir (52).

Ayrica, tumor dokularinda KKH’lerini tanimlamak ya da ayirmak igin
kullanilmis olan hidcre yuzeyi belirtecleri sadece KKH’lerinde ifade edilmez,
normal kok hidcreler ve hatta bazi somatik hicreler de ayni belirtecleri ifade
edebilmektedir. Bu nedenle, sadece hlcre ylzey belirteg ifadesine bakarak KKH
tanimlanmasi ve izole edilmesi yeterli degildir. Spesifik hlcre yuzey belirteclerinin
tespitine ek olarak KKH’lerine 6zgu gen ifadesi analizleri, ALDH enzim
aktivitesinin belirlenmesi, serumsuz ortamda veya yumusak agarda sferoid
olusumu deneyleri gibi diger fonksiyon bazli hedefleme yaklagimlari da

kullaniimalidir.

2.1.3.2. Sinyal Yolagi Hedefleme Terapi

KKH’lerinin belirlenmesi ve ortamdan alinmasi igin diger bir yol ise
KKH’lerinin iglevi i¢cin esas olan ve onlara 06zglu sinyal yolaklarinin
hedeflenmesidir. KKH’lerinin kendini yenilemesi ve farklilagsmasi tumor
hucrelerinin mikrogevresi ve sitokinler gibi cesitli dluzenleyici sinyal yolaklari
tarafindan duzenlenmektedir. Wnt/B-catenin, Notch ve Hedgehog gibi cesitli
sinyal yolaklari kanserin gelismesi ve ilerlemesini kontrol etmektedir (54). Bu
sinyal yolaklari hucre proliferasyonu, polaritesi ve buyumesi gibi ¢ok onemli

sureclerin duzenlenmesinde ve kontrolunde buylk énem tagimaktadir.



2.1.3.2.1. Wnt/B-Katenin Sinyal Yolagi

Whnt proteinleri, hedef hlicrelerin ylizeyinde bulunan reseptorlere baglanan,
normal gelisim ve hastaliklardaki cesitli olaylari duzenleyen salgisal sinyal
molekulleridir. Wnt/B-Katenin sinyal yolaginin, KKH’lerinin fonksiyonlarinda
duzenleyici roll oldugu dusunulmekte, akut miyeloid 16semi, kolon ve karaciger
kanseri, melanoma, meme ve akciger kanserlerinde KKH’lerinin fonksiyonunda
rol oynamaktadir (55,56).

2.1.3.2.2. Notch sinyal yolagi

Ntoch yolagi, hucrenin kaderinin belirlenmesi, morfogenez gibi genis bir
yelpazede gelisimi yoneten evrimsel olarak korunmus bir sinyal yolagidir (57). Bu
yolagin pro-onkojen iglevi iyi bilinirken KKH’lerindeki roli henlz yeni yeni

belirlenmektedir.

2.1.3.2.3. Hedgehog (Hh) sinyal yolagi

Hedgehog (Hh) sinyal yolagi, ilk olarak Drosophilanin erken gelisimindeki
asamalarda buyume ile iligkili olaylarda kritik bir dUzenleyici olarak tanimlanmigtir.
Bu yolak, embriyonik hicrelerde proliferasyon, migrasyon (yapisma/kopma) ve
farklilagsmayi duzenler (58-61). Memelilerde bulunan Sonik (Shh), Desert (Dhh)
ve Indian Hedgehog (ihh) olarak bilinen (i¢ salgisal liganddan birinin reseptére
baglanmasiile sinyal baglar. Kronik myeloid I6semi (KML), pankreatik
adenokarsinoma, meme kanseri, gliyoblastoma ve multipl miyeloma gibi pek ¢ok
insan kanser tipleri Uzerindeki arastirmalardan ortaya c¢ikan verilere gore, Hh
sinyal yolagi KKH’lerinin kendi kendini yenileme ve tumorijenisitesini

duzenlemektedir.

2.1.3.3. Protein Detoksifikasyon Bazl Terapiler
2.1.3.3.1. Aldehid dehidrojenaz (ALDH)

NAD(P)*-bagimli, evrensel olarak korunmus bir enzim ailesinden olan
ALDH, ‘aldehid ¢dpgusl’ olarak hucrenin sitoplazma, ¢ekirdek ve mitokondrisinde
yer alan aldehidleri karboksilik asite okside etmektedir (62,63). ALDH aktivitesi ilk
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defa I6semi KKH’lerinin izolasyonunda kullaniimigtir (64). Ayrica, meme
kanserlerinin  tumoérijenik  ve kendini yenileme potansiyeli tasiyan alt
populasyonlarinda, ALDH-pozitifliginin kotu klinik sonug belirleyicilesi oldugu
gOsterilmistir (65). Son yillarda, ALDH aktivitesi melanoma disinda (66), beyin
(67), karaciger (68), bas ve boyun (69), kolon (70), akciger (10), ve prostat (71)
gibi pek cok kanser tipinde evrensel bir KKH markeri olarak basarili bir sekilde

kullaniimistir.

2.1.3.3.2. ilag-disari atim pompasi ABCG2 Hedeflemesi

ABCG2; kanser hucrelerine ¢oklu ila¢ direnci kazandiran ATP baglayici
coklu ilag transporter kaset (ABC) ailesinin bir uyesidir (72). ABCG2'nin genis
substrat afinitesi ve tasima kapasitesi oldugundan, kanser nuksu ve tumorin
¢oklu ilag direncine katkida bulundugu goésterilmistir (73). Son yillarda, prostat
(74), beyin (75), limbik epitel (76), pankreas (77), ve akciger (78) dokularina 6zgu
kok hicre cegitlerinde ABCG2'nin  ekspresyonu gosterilmigtir. ABCG2
ekspresyonunun small interfering RNA (siRNA) ile inhibisyonu ise meme kanseri

hucrelerinin cogalmasini anlamli derecede azaltmistir (79).

2.2. Bifosfonatlar
2.2.1. Tanim ve tarihge

Halen klinik tipta ilag olarak kullaniimakta olan tim bifosfonatlarda (BP’lar)
iki adet P/C bag@i bulunur. Bunlar, dogada genis bir sekilde bulunan pirofosfat
bilesiklerinin kimyasal olarak stabil analoglaridir. Dogada bulunan en basit
pirofosfat inorganik pirofosfatdir. Bu bilesigin endojen bir ‘su yumusaticisi’ olarak
vucut igerisinde dolagmakta oldugunun kesfi ile bisfosfonatlar Gzerinde ¢alismalar
bagslatiimistir. Bifosfonatlar kimyasal olarak 1800'lerde sentezlenmesine ragmen
(80), kalsiyum metabolizmasi bozukluklarinin tedavisinde kullaniimaya
baslanmasi son 40 yil igerisinde olmustur. insanlarda kullaniimis ilk bisfosfonat
olan etidronat, ilk olarak 100 yil dnce sentezlenmigtir (81). Ik yayinlar 1968 yilinda
abstrakt seklinde ortaya ¢ikmis ve ardindan 1969 yilinda Science dergisinde iki

makale yayinlanmigtir. Bu yayinlarda iki bifosfonat olan etidronat ve klodronatin
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damarlarin kalsifikasyonu ve kemik rezerbsiyonu Uzerindeki etkileri Gzerinde
durulmustur (80,82,83).

%~ ~E

e
Pamidronate (PAM) Alendronate (ALN) Nenidronate (NER)
Alkyl-amino BPs
%
N "
H
'c\” / _ v
u,c/ 2\ OH
% ou
Olpadronate (OLP) Ibandronate (IBN)
Substituted Alkyl-amino BPs
z % /ﬁ % ’ %Z-
e ' NS / \
Lr—on P — P
N N e

Risedronate (RIS) Zoledronate (ZOL) Minodronate (MIN)
Heterocyclic N-BPs

ok

Incadronate (INC) EB 1053
Other cyclic N-BPs

Sekil 2.2. Klinik uygulamalarda kullaniimig olan bifosfonatlar (80)

2.2.2. Biyokimyasal diizeyde bisfosfonatlarin etki mekanizmasi

Guncel gorus, bifosfonatlarin osteoklastlar Uzerine etkilerini iki farkh
molekller mekanizma ile olusturduklari ve bu farkli etki mekanizmalari temel
alinarak bifosfonatlarin en az iki ana gruba ayrilabilecegi seklindedir (84). ilk grup,
pirofosfata benzeyen, klodronat ve etidronat gibi nitrojensiz bisfosfonatlardan

olusmaktadir. Klodronat ve etidronat hidroliz olamayan ATP analoglarina
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baglanarak aminoagcil-tRNA sentetazlarin etkilerini degistirir ve PPi analoglari gibi
davranirlar. Ortaya ¢ikan metabolitlerde, ATP’nin B,y-fosfat gruplarinin yerini
P\C\P vyapilari alir, bu durumda hidroliz edilemeyen nUkleotidler ortaya
citkmaktadir (85-87). Bu metabolitlerin osteoklastlarin iginde birikmesi ile
osteoklast islevleri inhibe olurken, muhtemelen mitokondri ATP translokazlarla
interferans osteoklastik hucre 6lumune yol agmaktadir (80,88,89). Bu nedenle, bu
azotsuz bifosfonatlar bir 6n ila¢ gibi davranmakta, in vivo etkilerini osteoklastlar
ile hicre icine alindiktan sonra aktif ilag metabolitlerine dontserek

gOstermektedirler.
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Sekil 2.3. Bisfosfonatlarin hiicresel ve biyokimyasal etki mekanizmalari (80).

Bunun tersine, bifosfonatlarin ikinci grubu yukarida bahsedildigi gibi
AppCp-tip metabolitlere metabolize olmayip ve azot igeren bilesenlerden (N-BPs)
olusmaktadir. Bu N-BP grubun uGyeleri spesifik metabolik tepkimelere ozellikle

kolesterol ve diger sterollerin sentezlendigi mevalonat biyosentez yolaginda
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mudahale etmektedir. Bu yolaktaki enzimler pirofosfat igceren izoprenoid lipidleri,
metabolize etmektedir. Bisfosfonatlar bu yolaktaki enzimleri gesitli derecelerde
inhibe edebilirler fakat anti-resorptif N-BP’lar icin en blylUk hedef farnesil
pirofosfat sentazdir (FPPS) (90). Mevalonat yolaginda uretilen izoprenoid lipidler
arasinda izopentenildifosfat (IPP), farnesildifosfat (FPP) ve geranilgeranildifosfat
(GGPP) yer alir. FPP ve GGPP, Ras, Rab, Rho ve Rac gibi kiguk GTPaz’larin C-
terminalinde bulunan sistein kalintisinin pernilasyonu icin gereklidir (91,92).
Kagclk GTPaz'lar osteoklastlarin  hucre  morfolojisi, hucre iskeletinin
dizenlenmesi, membran dallanmasi, vezikul trafigi ve apoptoz gibi onemli
hicresel sureglerin duzenlenmesinde 6nemli rolu olan sinyal proteinlerdir (93—
95). Bu proteinlerin iglevlerini gergeklestirebilmeleri i¢cin prenilasyon gereklidir,
¢unklU prenil grubu, proteini hicre membranina tutturmak ve protein-protein

etkilesimi igin gereklidir (sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Mevalonat yolagdi ve azot iceren bifosfonatlarin etkileri (96)

2.2.3. ZA’in potansiyel antikanser etkileri
Preklinik bulgular, bisfosfonatlarin tumaor hiucrelerini inhibe etme yetenegini

aciklayabilecek olasi mekanizmalar sunmaktadir (96).

Preklinik verilere gore, ZA’in (ve diger bisfosfonatlarin) olasi anti-kanser etki
mekanizmalari (sekil. 2.4) (96):

1. TUmor hicresi proliferasyonunun inhibisyonu ve apoptozun indiklenmesi
Sitotoksik ajanlarin inhibitor etkilerinin arttiriimasi
Anjiogenezin inhibisyonu

Tumor hicresinin kemige adezyonunun azatiimasi

O & DN

Tumor hicrelerinin invazyon ve migrasyonunun azatiimasi ve hucre
iskeletinin organizasyonunun bozulmasi
6. yo T hucrelerinin aktivasyonu

7. tumor makrofaj infiltirasyonu Uzerine etkiler

2.2.3.1. Tumor hicresi proliferasyonunun inhibisyonu ve apoptozun
induklenmesi

ZA'in dogrudan antitimor etkisini destekleyen onemli preklinik kanitlar
vardir. ZA’in in vitro ortamda insan fibrosarkoma hucrelerinin proliferasyonunu
guglu bir sekilde inhibe ettigi, hicre dongusuna S ve G2/M fazlari arasinda
durdurup ve apoptozu indukledigi bildirilmistir (97). Ayni aragtirmacilar, bir fare
modelinde ZA'in osteosarkoma hdcrelerinin - buyumesinin  engelledigini
bildirmislerdir (98). Baska bir calismada, Zwolak ve arkadaslari, ZA’in kemik
sementinden salinabildigini gostermislerdir. Proliferasyon deneylerinde, ZA'in
stromal dev hucreli tumor kualturlerinde, multipl myeloma ve renal hucrel
karsinomada doza bagimli sitotoksik etkisi oldugu gosterilmistir (99). Diger bir
calismada, ZA’in dort farkli oral karsinoma hucre hatti Uzerinde 10 — 100 mM
konsantrasyonlar arasinda direkt anti-tumor etkisi gosterilmistir. ZA apoptotik

yolakta kaspaz-3, -8 ve -9'u aktiflestirip apoptozda olan hucre sayisini artirmigtir.
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Western blotlama analizlerinde ZA'in anti-hman poliADP-riboz polimeraz ifadesini
arttird181, Bcl2 ve Bid ifadesini azalttigr gosterilmigtir (100). Renal kanser hlcre
hatlarinda (ACHN, A-498 ve CAKI-2), 6.25 — 100 mM konsantrasyonlarinda ZA
uygulanmasindan sonra her Ug¢ hucre hattinda canli hiicrelerde ZA uygulanmamis
kontrollere goére anlamli bir azalma tespit edilmistir. Ayni zamanda apoptoz
kaspazina bagimlhi M30 antijeninde de artis gosterilmistir. Bu etki Z-VAD pan-
kaspaz inhibitoru ile bloke edilebilmektedir (101). ZA’in benzer apoptotic etkisi (5-
40 konsantrasyonunda) deksametazon direngli multiple miyeloma (MM)
hicrelerinde de gorulmagtur (102). ZA'in anti-timor etkisinin preklinik kanitlari,
akciger, meme ve prostat gibi diger solid timoér modelleri icin de belgelenmistir
(103,104). En azindan preklinik arastirmalarda, ZA’in anti-proliferatif etkisinin en
onemli mekanizmasi apoptozun induklenmesidir. Bu mekanizmanin Kklinik
calismalarla desteklenmesi gerekir.

Her ne kadar, 15 dakikalik 4 mg ZA intraven6z infuzyonu ile 0.97 mM
maksimum konsantrasyon elde edilebilse de (urin bilgisi: RECLAST(R) IV
injeksiyon, Novartis Pharma Stein AG, Stein, Switzerland, 2008), bazi kemik
metastazli meme kanseri fare modellerinde alternatif bir ZA dozaj rejiminin
(b6lunmus dozlarda gunluk ve haftalik uygulama) tumord kuagultebildigi
gosterilmigtir. Bu nedenle, ZA'in bolinmug dozlar halinde gunluk ya da haftalik

uygulamalari klinik calismalarda daha uygun olabilir.

2.3. Nitrik oksit (NO) ve DETA NONOate
2.3.1. Nitrik oksit (NO)

Son yillarda yeni c¢ikan ajanlar icinde, NO indukleyen veya DETA
NONOate gibi NO verici ajanlar bulunmaktadir. NO ¢ok sayida biyolojik etkisi olan
ve bol miktarda bulunan bir molekildur. Klinikte kalp damar hastaliklarinda
kullanilmaktadir. Ayrica, kanser Onleyici bir ajan olarak ve daha yakin zamanda
ise tumor hucrelerin ilaca dayanikhliginin kirilmasinda yeni bir terapotik olarak
taninmistir. NO, protein translasyon sonrasi modifikasyon yolu ile vazodilasyon,
norotransmisyon, inflamasyon ve hucre 6lumu gibi temel fizyolojik sureclerin

dizenlenmesi ile ilgilidir. NO bu sureglerin ¢ogunu sitozolda bulunan ¢ézunur
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guanilil siklaz (sGC) reseptorlerine baglanarak etkilemektedir. Bu eylem, sCG
aktivitesini tetikleyen konformasyonel degisimlere yol acar ve farkli yolaklarin akis
asagisinda yer alan, protein kinazlar, fosfodiesterazlar ve iyon kanallari gibi duz
kas gevsemesi, platelet ¢ozulmesi ve sinaptik plastisite gibi hicresel islevleri
module eden farkli hedef molekulleri aktive edici 6zellikte olan siklik GMP’nin

GTP’den olusumunu saglar.

2.3.2. NO'in kemoterapi duyarllastirmasi

NO'in tumor hicrelerinde c¢esitli kemoterapik ilaglara kargi kemo-duyarlilik
indtiklenmesinde ¢cok onemli bir faktdr olarak bilinmektedir. Hipoksinin, kanser
hiicrelerinde ilag direncinin indiklenmesi ile ilgili oldugu bilinmektedir. insan
meme karsinoma (MDA-MB-231) ve fare melanoma (B16F10) hucre hatlarinin
kullanildig1 bir galismada, hicreler 6nce oksijene maruz birakilmig, NO inhibitoru
ile muamele edilmig, ardindan kemoterapdétik ilaglar verilmis ve ilag direnci
acisindan incelenmigtir. NO'in inhibisyonu, hipoksi ile indiklenmis kemo-
duyarlihginin yukselmesini saglamistir. Bu sonugclara gore, hipoksi aracihgi ile
saglanan ila¢ direnci, muhtemelen, endojen NO Uretiminin baskilanmasindan
kaynaklanmaktadir ve NO, tUmor hucrelerinde bir kemo-duyarlilik yaratici ajan
olarak islev yapmaktadir. Baska bir ¢alismada, insan PC-3 ve fare TRAMP-C2
prostat adenokarsinoma hucreleri gliseril trinitrat (NO'in dusik konsantrasyonu)
ile birlikte inkiibasyonu, doksorobisin'e karsi hipoksi ile induklenmis direngliligi
inhibe etmigtir. Ayrica, NO aracili kemo-duyarlilik, Eving ve arkadaglari tarafindan
yapilan bir calismada gosterilmistir. Bu ¢alismada, MCF-7 insan meme kanseri
hicreleri doksorobisin ile muameleden 6nce NO ¢ozeltisine maruz birakilmig ve
bu calisma sonucunda doksorobisin ile %40 ve NO ve doksorobisinin kombine
uygulanmasinda ise sadece %5 sad kalm oldugu bulunmustur. Baska bir
¢alismada, doksorobisine direngli epitel kolon hiucre hattinda (HT29-dx) NO'in
kemosensitizasyonda benzer bir rolt oldugu gosterilmistir. SNAP, GSNO ve SNP
gibi farkli NO vericilerinin yani sira, NO uretimi indukleyicilerinin (6rn: atorvastatin)
uygulanmasi ile, HT29-dx hucrelerin doksorobisine olan direngleri kismi olarak

geri alinmistir. Hem Doksorobisin birikiminin, hem NOS aktivitesinin artisi
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gOrulmustar. Ayrica, kinetik datalara gore, NO, ¢oklu ilag direnci iliskili proteinlerin,
tirozin nitrasyonunu tetiklemis ve ayrica doksorobisinin dig-atilimini inhibe etmis
ve bu sekilde, henlz aydinlatilamamis bir mekanizma ile aktive transportorlerin
(P-glikoprotein) sayisini azaltarak hucrelerin ilaglara kargi direncini azaltmistir.
konovalova ve arkadaslari, siklofosfamid (CPA) ve NO vericinin birlikte P388
I6semi farelere enjeksiyonununi CPA aktivitesini anlamli derecede yukselttigini
gOstermiglerdir. Ayrica, NO verici, tumorun sisplatin ve doksorobisine karsi
duyarlih@ini arttirmistir. Bunlara ek olarak, melanoma B16 tUmoru tasiyan
farelerde, CPA ve NO vericinin birlikte enjekte edilmesinin, metastazi onledigi
gosterilmistir. Bonavida ve arkadaslari, subkutan insan prostat karsinoma (PC3)
zenograftl tasiyan atimik fareleri, NO verici DETA NONOate, sisplatin veya iki
ajanin kombinasyonu ile tedavi etmigler ve bu ¢alisma sonunda, kombinasyonlu
uygulamanin, sadece DETA NONOate veya sadece sisplatin uygulanan gruplara
goOre daha anlamli derecede tUmaorun buyumesini 6nledigini gostermiglerdir.
Sonug olarak NO gibi kemo-duyarlilik kazandirici ajanlar, kemoterapdtik
ilaglarin anti- timorijenik etkisini yukseltebilir. Buna ragmen, bu tumor karsiti
etkilerin mekanizmasini tamamen agiklayabilmek i¢in daha fazla calismaya

ihtiyag duyulmaktadir.

2.4. KKH’lerinde Apoptoz Sinyal Yolagi

Apoptoz aktif, siki dizenlenmekte olan ve enerji bagimli bir hicre 6lumu
surecidir (105,106). Memeli hucrelerinde, apoptoz iki farkli yol Uzerinden
duzenlenmektedir: ekstrensek ve intrensek yollar. Kaspazlar apoptoz yolaginda
onemli role sahiplerdir. Kaspaz ailesinin bu iki yolakla aktiflesmesi kromatinin
yogunlasmasi, DNA'nin parcalanmasi, membranin kabarmasi ve hicrenin

bazigmesi gibi bir takim hlucresel degisimlere neden olur (Sekil 2.5 ve 2.6) (107).
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Sekil 2.5. Apoptozis sinyal yolagi semasi (108)

2.4.1. Apoptozisin Ekstrensek Yolagi

Ekstrensek yolak hucre digi proapoptotik ligandlarin 6lum reseptorleri
olarak da bilinen CD95, sinir buyume faktoru reseptort (NGFR) ve TNF’ye bagimh
apoptoz indiikleyen ligand (TRAIL) gibi hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanmasi
ile baslar (sekil 2.5 ve 2.6) (109). Reseptore baglandiktan sonra, Fas ile ilgili 61um
domeini (FADD) ve prokaspaz-8 ve -10 dan olusan 6lum indikleyen sinyal
kompleksi (DISC) olusturulur (110-112). Olusan bu kompleks kendi i¢inde yer
alan kaspaz-8 ve -10’u aktiflestirir ve bunun sonucu kaspaz-3 parcalanarak

aktiflesip apoptoz surecini baslatir (113). Ekstrensek yolakda, hicresel FLICE
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inhibitor proteinin uzun izoformunun (c-FLIP) downregulasyonu, 195. lizinde

ubikitinasyon ile ortaya ¢ikmaktadir (114).

2.4.2. Apoptozisin igsel Yolag:

Mitokondriyal yolak olarak da bilinen igsel yolak, iyonizan radyasyon,
sitotoksik ajanlar ve blyume faktorunun yoklugu gibi bir takim hucre ve DNA
hasarina neden olan stres sinyalleri ile indUklenmektedir. Bunlar mitokondrinin dig
zarinin gegirgenliginin artisina (MOMP) ve BH3-only proapoptotik B hucrel
I6semi/lenfoma (Bcl-2) ailesi proteinin transkripsyonu veya transkripsyon sonrasi
aktivasyonuna neden olmaktadir (109). Mitokondri permeabilitesi apoptoz
kaskatinin anahtar asamasidir ve Bcl-2 ailesi proteinleri aracihdi ile
gerceklesmektedir. Mitokondrinin permeabilitesi sitokrom ¢ ve mitokondriadan
olusan ikinci kaspaz aktivitora (Smac) gibi apoptotik proteinlerin membranlararasi
alandan sitozole salinmasina izin vermektedir (115,116).

Sitokrom C ve apoptotik proteaz aktivator factor-1 (Apaf-1)’in birlesmesi,
kaspaz-9'u aktiflestirir, bunun sonucunda kaspaz-3 , -6 ve -7 aktiflesir ve bu
sekilde apoptoz gergeklestirilir (109). Apoptoz proteini inhibitorleri (IAP) kaspaz
aktivitesini inhibe ederek hem i¢sel hem de dissal apoptozu dnlemektedir. Bu
mekanizma, apoptoza kargl son koruyucu énlemdir (117). igsel yolakda 6lim
sinyali c-Jun N-terminal kinaz (JNK) ile de aktiflesebilmektedir, bunun igin Bcl-
xL’nin serin 62’de fosforillenir ve antiapoptotik etkisi azalir (114). Apoptozun igsel
ve dissal yolaklarinin her ikisi de kanser hiucrelerinde bozulmus durumda olup
apoptozdan kacgis kanser hucrelerinin temel o6zelliklerinden biri sayiimaktadir
(16,118).
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Sekil 2.6. Apoptozisin intrensek ve ekstrensek sinyal yolaklari (119)

2.4.3. KKH'lerinde Apoptozis Sinyal Yolaklari

KKH’lerinde apoptozun i¢sel ve digsal yolaklarinin dizenlenmesi bozulur.
Glioblastoma ve akciger KKH’lerinde digsal yolaga aracilik eden o6lum reseptorleri
(DR) ylUksek duzeyde eksprese olmakta (120) ve kolon KKH’lerinde DR4’Un
upregtilasyonu kemoterapi direncine neden olmaktadir (121). Oliim reseptoriine
bagdimli apoptozun negatif modulatori olan FLICE-benzeri inhibitor proteinleri
(cFLIP), iki alt tipten olugsmaktadir: uzun cFLIP (cFLIPL) ve kisa cFLIP (cFLIPS)
(122,123). CD133+ glioblastoma, meme kanseri, ve T hucreli akut l6semi
hdcrelerinde, cFLIP’ler upregule durumdadir (124,125).

cFLIP’lerin siRNA ile susturulmasi, hucrenin Olum uyaranlarina karsi
hassasiyetini geri getirerek KKH’lerinin kendini yenilemesini ve tumor metastazini
baskilar (126,127). Olim reseptorlerinin yetersiz, c-FLIP’lerin yiiksek diizeyde
ifadesi TRAIL’e karsi KKH’den zengin noérosfer direncine neden olur (128).
Apoptoz inhibitor proteinler (IAP) ailesinden bir anti-apoptoz protein olan survivin,
hidcre bolinmesi, apoptoz ve pluripotensi duzenler (117,129,130). Survivin

hematopoetik kdk hicrelerde, néronal pekursor hiucrelerde, CD34(+)/38(-) AML
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kok hlcrelerinde, glioblastoma ve astrositoma KKH’lerinde yuksek miktarlarda
bulunur (131-133). KKH’lerinde upregtile olan diger IAP proteinler arasinda XIAP,
c-IAP1, ve Livin sayilabilir (124,133).

KKH’lerinde i¢sel yolagin duzenlenmesinde bozukluklar baslica Bcl-2 ailesi
proteinlerde ve DNA hasar yanitinda yansitilmaktadir. Bcl-2 ailesi proteinler anti-
apoptoz proteinleri (Bcl-2, Bcl-XL ve Mcl-1) ve pro-apoptotik molekdllerden (Bax,
Bak, Bid, Bim, Bik, Noxa and Puma) olusmaktadir (134). Spesifik bir molekulun
ifade dlzeyinden ¢ok, anti-apoptotik/ pro-apoptotik oraninin dengesizligi hucre
sagkalimi ve apoptotik uyarilara hassasiyeti belirlemektedir (134). Tumorlerin
cogunda, KKH’lerde anti-apoptotik Bcl-2 ailesi proteinler yiuksek duzeyde
eksprese olmaktadir (135).

Ornegin, CD133+ glioma KKH’lerinde anti-apoptotik Bcl-2 ve Bcl-XL
proteinleri yuksek duzeyde ifade edilmektedir (124,136), glioma KKH’lerinde Mcl-
1’in yUksek ifade duzeyi, ABT-737 Bcl-2 inhibitdrine direng ile orantilidir (136).
Kolon KKH’lerinde, Bcl-2’nin ¢ogalmasi apoptoz ve otofajinin inhibisyonuna
neden olur (137). Bcl-2 ‘nin downregulasyonu ve Bax’in upregulasyonu
KKH’lerinde apoptozu induklemektedir (115,138). Bu nedenle, mitokondriyal lum
kaskadinin inhibisyonu KKH-hedefli kanser tedavi yaklasimlari arasindadir.

DNA hasarina yanit olarak timar supresor p-53-aracili hicre dongisuniun
durdurulmasi, DNA onarimi, ve apoptoz DNA hasar yaniti olarak adlandirilir
(139). Insan glioma ksenograftlarindan izole edilmis glioma KKH’leri ve primer
glioblastoma DNA hasari yanitini aktiflestirmek yoluyla radyo-rezistans
olusturmaktadir. KKH’lerin radyo-direnci P53’Un upstream aktivatoria Chk1 ve
Chk2 cekpoint kinazlarin spesifik inhibitoru ile geri alinabilmektedir (9). Ek olarak,
nukleer faktor-kapa B (NF-kB) sinyali KKH'lerinin apoptozunu pro- ve anti-
apoptotik proteinlerin ifadesini etkilemek yolu ile regule etmektedir. Losemi kok
hicrelerinde, NF-kB aktifleserek sessiz |6semi hucre sayisini artirmaktadir
(140,141). Meme  KKH'leri  parthenolid, pirolidineditiokarbamat, ve
dietilditiokarbamat gibi NF-kB yolag: inhibitorlerine apoptoz ve hassasiyet
gOstermektedir. CD44+ meme KKH’lerinde CD24 ifadesi bu hicrelerde NF-kB
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sinyalini bastirarak DNA hasarinin indukledigi apoptozu guglendirmektedir (142—
144).

miRNA’lar kuguk ve kodlamayan RNA’lardir (ncRNA’lar). Bunlar, protein
translasyonunu target mRNA’lara baglanarak regule etmektedir (145). miRNA’lar
hdcrelerin bayUmesi, migrasyonu, invazyonu, ve ilag hassasiyeti ile iligkilidir
(146,147). Tumor hacrelerinde, miRNA ifadesi duzensiz olup onkojen veya tumor
supresor olarak rol oynar. C")rnegin, miR-223, miR-122, ve miR-26 karaciger
tumor stpresord olup miR-130b, miR-221, ve miR-222 ise, onkojenik faktorlerdir
(148-152). Ortaya cikan kanitlar miRNA'larin stemness anahtar rolu oldugunu
g6sterir. Ornegin, let-7, miR-21, miR-22, miR-34, miR-101, miR-146a, ve miR-200
miRNA’lari KKH fenotipini etkiler ve islevini onkojenik sinyal yolaklari hedefleme
yoluyla surdurar (153). Diger miRNA'lar KKH’lerin kendini yenilemelerini kontrol
ederek onlarin kaderini etkilemektedir. Ornegin, MiR-34 Notch ve bcl-2 gen
ifadesini duzenlemek yoluyla insan pankras KKH’leini inhibe etmektedir (154), ve
miRNA-34a glioma KKH’lerini g¢esitli onkojenleri hedeflemek yoluyla
bastirmaktadir (155).

KKH’leri ve non-KKH’leri arasinda miRNA ifade seviyesinde fark mevcuttur
(156). Ornegin, mir-21 and mir-302 ifadesi KKH'lerinde artmigken let-7a ifadesi
azalmistir. Ek olarak, mir-372, mir-373, ve mir-520c-5p non-KKH’lerde KKH’lere
gore yuksek duzeylerde ifade edilmektedir (156).
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BOLUM Il

3.GEREG VE YONTEM

3.1. Materyaller

3.1.1. Kullanilan kitler, cihazlar, sarf malzemeleri ve kimyasallar

Calismada kullanilan kitler, Gretici firma ve katalog bilgileri, kullanilan

cihazlar, sarf malzemeleri ve kimyasallar tablo 2.1, 2.2, 2.3 ve 2.4'de

gOsterilmigtir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan kitler ve Uretici firma bilgileri.

Kitin ismi

Uretim firma ve Katalog numarasi

Count&Viability kit

Milipore / Katalog No: MCH100102

Annexin V&Dead Cell kit

Milipore / Katalog No: MCH100105

RNeasy Mini Kit

Qiagen / Katalog No: 74104

RT?2 First Strand Kit

Qiagen / Katalog No: 330401

g | WODN

RT” PCR Array Yiikleme

Rezervuari

Qiagen / Katalog No: 338162

RT” SYBR Green qPCR Master
Mix

Qiagen / Katalog No: 330522

Human Apoptosis RT? Profiler
PCR Array

Qiagen / Katalog No: 330231

Tablo 3.2. Calismada kullanilan cihazlar.

N

Muse Cell Analyzer, Milipore

inkiibatdr, Thermo Scientific

Sogutmali santrifij, Ependorf

inverted Mikroskop, Shimadzu UV-1208

Floresan Mikroskop, Olympus BX 50, Japan

Laminer kabin, Esco

Su Banyosu, Nive BM 402

Vorteks, Dragonlab

O 0| N| O O & WO N

Etlv, Heraeus, Germany
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10

Real Time-PCR Cihazi, Applied Biosystems 7900

11

Gold Blok Termal Cycler, Applied Biosystems PCR System 9700

12

NanoDrop ND-100 DNA, RNA ve protein 6lgimi igin spektrofotometre

13

Cift Kapili Buzdolabi, Argelik

14

Mikrosantrifuj, Eppendorf Minispin plus

15

-80°C derin dondurucu, Thermo

16

Dijital hassas terazi, Sartorius

Tablo 3.3. Calismada kullanilan sarf malzemeleri

[N

PCR tipleri

PBS ¢ozeltisi

Pudrasiz eldiven

Kurutma kagiti

Cam malzemeler (Beher, Erlen ve Meziir)

Eppendorf tip (1,5 mL)

Otomatik pipet

Steril mikropipetler (10,100,1000 pL)

Steril mikropipet uglari (10,100,1000 pL)

= O O N O O | WO N

Seroloji pipetleri (2, 5, 10, 25 mL)

N
N

PCR tipleri

Tablo 3.4. Calismada kullanilan kimyasallar

N

DETA NONOate (Enzo Life Science, Katalog No: ALX-430-153-M025)

Zoledronik asid (Enzo Life Science Katalog No: ALX-430-014-M025)

RPMI1640 media

FBS (Fetal Bovine Serum)

Penisilin/Streptomisin

Amfoterisin B

PBS (Phosphate Buffer Saline)

Tripsin-EDTA

L-Glutamine

= O 0O N O O | WO N

o

Alkol (% 70’lik Etanol Cozeltisi)

N
N

Steril distile su

-
N

Steril deyonize su
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3.1.2. Gozeltilerin hazirlanmasi
3.1.2.1. Zoledronik asid ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Zoledronik asid (ZA), Enzo Life Science (Katalog No: ALX-430-153-M025)
firmasindan satin alindi. Deneylerde kullanmak Uzere akigli kabin altinda ve steril
ortamda 25 mg ZA tartilarak 2 ml deiyonize su iginde ¢ozulerek stok c¢ozelti
hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozelti 100 pl'lik hacimler halinde -20°C de saklandi.
Deney sirasinda, stok c¢ozeltide gereken miktarlarda alinarak hucre kualtart

medyumu igin gereken konsantrasyonlarda hazirlandi.

3.1.2.2. DETA NONOate ¢ozeltisinin hazirlanmasi

DETA NONOate, Enzo Life Science (Katalog No: ALX-430-014-M025)
firmasindan satin alindi. Deneylerde kullanmak Uzere akigli kabin altinda ve steril
ortamda 25 mg DETA NONOate tartilarak 2 ml deiyonize su iginde ¢ozulerek stok
¢ozelti hazirlandi. Hazirlanan stok ¢ozelti 100 ul'lik hacimler halinde -20°C de
saklandi. Deney sirasinda, stok ¢ozeltide gereken miktarlarda alinarak hucre

kaltdri medyumu igin gereken konsantrasyonlarda hazirlandi.

3.1.2.3. %70’lik Etanol Gdzeltisinin Hazirlanmasi

Muse ™ cihazinda hiicre dénglisii deneyleri igin %70’lik soguk etanol (ice
cold) kullanilarak hucreler fikse edildi. %70’lik etanol ¢dzeltisini hazirlamak igin
kabin altinda ve steril ortamda absolu etanolden (Merck, Almanya, 1009832500)
70 ml ve steril distile sudan 30 ml ilavesi ile hazirlandi ve . kullanim zamanina
kadar -20°C’de sakland..

3.1.2.4. Hucre hatti kiltiird igin medyumun hazirlanmasi:

Yuzde bir oraninda L-Glutamin iceren RPMI1640 ¢ozeltisine %10 oraninda
Fotal Bovin Serumu , Penisilin/Streptomisin ve Amfoterisin B eklendi. Pipet ile
birka¢ kez ¢ekilip geri birakilarak homojen dagilim saglandi. Hazirlanan medyum,

+4° C’'de saklandi. Kullanilan maddeler ve oranlari Tablo 2.5°de yer almistir.
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Tablo 3.5. Hucre kulturu i¢in hazirlanan medyumun bilegenleri

Soliisyonlar % Hacim (ml)
1 | RPMI1640 (Lonza, BE12-167F) 1x 500 ml
2 | Fotal Bovin Serumu (Biowest, S1810) % 10 | 50 ml
3 | L-Glutamin (Thermo Scientific, SH3003401) % 1 5ml
4 | Penisilin/Streptomisin (Thermo Scientific, SV30010) | % 1 5ml
5 | Amfoterisin B (Lonza, 17-836E) % 1 5ml
3.2. Yontem

3.2.1. Hucre Hatlarinin Temini ve Cogaltiimasi

insan prostat kanseri hiicre hatti (DU-145) Amerikan Tip Kltir Koleksiyonu
(American Type Culture Collection=ATCC)'den saglandi. Hlcreler hazirlanmig
medyumla 75 cm?lik steril Corning polistiren hiicre kiiltiriine 6zel flasklarda
37°C’de ve %5 CO.'li ortamda, inkiibatérde kiiltiire edildi.

Hucrelerin pasajlanma iglemi igin, flasklarin yuzeyinin %80’den fazla
miktarda kaplanmis olmasi (konfluency= >80%) esas alindi. Flasklardaki
hicrelerin Uzerindeki besiyeri pipet yardimi ile aspire edilip uzaklastirildi.
Hucreleri temizleyip yikamak igin flasklardaki hicrelerin Gzerine PBS ilave edilip
ardindan aspire edilerek uzaklastirildi. Hucre pasajlama iglemi, flask igerisinde
tek tabaka halinde olan hucrelere hi¢bir zarar vermeden yuzeyden kaldirip ¢ozelti
icinde suspanse ederek bagka bir ortama aktarma prensibine dayalidir. Hlcreler
tripsin yardimi ile kaldirildi. Aktarilan hiicreli ortam %5 CO'li inkiibatérde 37° C'de
hicreler gogalip hicre tabakasi olusturana kadar inkibe edildi. Standardizasyon
amacl ic¢in hucrelere tripan mavisi uygulanarak hemositometre laminda isik
mikroskop altinda incelendi. Her pasajlama isleminde hucre morfolojisi, canliligi
ve sayisi kontrol edildi. Tripsin-EDTA 37°C su banyosunda 15 dakika bekletildi.
Hicreler 2.5 ml %0.05 Tripsin-EDTA ile muamele edilerek en fazla 4 dakika 37°C,
%5 CO, ortaminda inkube edilerek flask ylzeyinden ayrilmasi saglandi. Surenin
bitiminde hucrelerin flaskin ylizeyinden kopup ayrilmasi 1sik mikroskobu altinda
gOzlendi. Tripsin-EDTA ile muamele edilen hiicre ortamina en az 5 ml FBS igeren
RPMI 1640 medyumu eklenerek tripsinin aktivesi durduruldu. Flaskta bulunun tim

sivi pipet ile 15 ml'lik santriftj tipune transfer edilip 5 dakika 1000 rpm’de santrif(j
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edildi. Supernatant uzaklastirilip kalan pellet Gzerine 2 ml medyum eklendi. Hafif
hareketle pellet suspanse edildi ve Muse cihazinda sayim islemine gegcildi. Sayim
islemi sonrasinda hicreler ¢ogaltilmak igin yeni kaltur flasklarina alindi. Hicreler
37°C’de ve % 5 CO'li ortamda, inkiibatérde killtiire edildi.

3.2.2. Akim Sitometri Cihazinda Kanser Kok Hiicrelerinin izolasyonu ve
Toplanmasi

DU145 insan prostat kanseri hucreleri %1 L-Glutamin, %10 FBS, %1
Penisilin/Streptomisin ve %1 Amfoterisin B iceren RPMI1640 medyumunda 75
cm?lik Corning polisitren hiicre kiiltiirii flasklarinda gogaltildi. Ardindan hiicreler
2.5 ml %0.05 Tripsin-EDTA ile muamele edilerek 4 dakika 37°C, %5 CO, ortamli
inklUbatorde tutulup hicrelerin ylizeyden ayrilmalari saglandi. Bekleme suresi
dolduktan sonra, her iki tupun igine FBS iceren 5 ml medyum eklenerek tripsinin
inaktivasyonu saglandi. Her iki tipten ayri ayri tum sivi pipet ile gekilerek 15 ml’lik
santrifj tuplerine transfer edilip 5 dakika 1000 rpm’de santriflj edildi. Stpernatant
uzaklastirildiktan sonra tuplerde kalan pelletin Gzerine 5 ml PBS ilave edilip
vortekslendi. Her 6rnekten 20 pl alinip Muse cihazinda sayim yapildi. Her iki
tUpun iginde yaklasik 3x10° canli hiicrenin varoldugu tespit edildi. Sonrasinda bu
suspansiyonlar 5 dakika 500 rpm’de santrifij edilip supernatantlar Gzaklastirildi.
Ardindan tekrar yikamak amaciyla hucreler ayri ayri 1x PBS ile 5 dakika 300

rom’de santrifij edilip supernatant uzaklastirildi.

3.2.2.1. DU-145 Hucrelerin ayirimi

DU145 hacreleri igceren tupe 10 pyl CD44-FITC (Clone B-F24, GenProbe
USA) ve 10 yl CD133-PE (Miltenyi Biotech, UK) eklendi. Ardindan 20 dakika oda
sicakhginda karanlik ortamda inkube edildikten sonra tzerine 1 ml PBS eklendi.
CD133'/CD44" ylizey belirtegleri barindiran DU145 insan prostat kanseri
hucrelerinin ayirma iglemi floresan hucre ayirma (FACS) akim sitometri yontemi
ile Ege Universitesi Tip Fakiltesi Arastirma ve Egitim Laboratuvari (AREL)de
bulunan FACS Aria Il (Beckton Dickinson) cihazinda yapildi. Ayirilan hucreler,
CD133"/CD44" (sorting) ve bunun disinda kalan hicreler (non-sorting) olarak

siniflanip, iglerinde 3’er ml RPMI 1640 mediumu bulunan polisitren Falcon
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tuplerinde toplandi. Ayirma isleminden hemen sonra, bu hicreler ¢gogaltiimak

lizere 25 cm?lik polisitren steril Corning hiicre kiiltiirii flasklarina alind.

3.2.3. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Calismamizda, DU-145 insan prostat kanser hicre hattindan izole edilen
CD133"/CD44" hiicreler (DU-145-KKH), DU-145 KKH disinda kalan hlcreler
(DU-145 non-KKH) olmak uzere 2 farkli hicre grubu ile ¢calisildi (Sekil 3.1).

Prostat Kanseri Hiicreleri
(DU-145 Hiicre hatti)

Kanser Kok Hiicreleri
Hiicre Grubu 1

Non-Kanser Kok
L Hiicreleri

Hiicre Grubu 2

sekil 3.1. Calismadaki 2 deney grubu

3.2.4. Hucre Canlihigi ve ICso degerlerin Belirlenmesi

Hucre canhligi ve sayimi Muse™ Count & Viability Kiti kullanilarak Muse ™
Cell Analyzer cihazi ile belirlendi. Yontem, 6zel bir reaktifin igcindeki DNA-baglayici
boyalarin, hucreler tarafindan membran butunligunin kaybedilmesi ile 6lu ve
canl hucre c¢ekirdedinin ayri ayri boyanmasi prensibine dayanmaktadir. Alti
kuyucuklu plaklara (6-well plate) 3x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde DU-145
KKH ve DU-145 non-KK ekildi. Hucrelerin morfolojisini geri kazanip plak yuzeyine
tutunmalari icin 24 saat beklendi. Bekleme suresi dolduktan sonra hicrelerin
Uzerlerine farkli dozlarda (0, 20, 40, 60, 80, 100, 120 ve 140 uM) Zoledronik asid
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eklenerek 24, 48 ve 72 saatlik Ug¢ farkli inkibasyon suresi uygulandi. DETA
NONOate uygulamasi i¢in hucrelerin tzerine (0, 500, 1000 ve 1500 uM) DETA
NONOate eklendi. Kombine muamele igin, Hicreler Uzerine once belirlenmig
dozlarda DETA NONOate eklendi, ardindan 24 saat inkibasyondan sonra, her
grup icin belirlenmis IC50 konsantrasyonunda ZA eklenerek 72 saatlik
inkibasyon suresi uygulandi. Kontrol gruplarinda ise sadece medyum kullanildi.
Deneyler 3 tekrar seklinde uygulandi. inkiibasyon siresi dolduktan sonra
kuyucuklardaki besiyeri ayri ayri pipet ile c¢ekilip her biri etiketlenmis 5 ml’lik
santrifuj taplerine alindi. Ardindan her kuyucugun igine 0.5’er ml Tripsin-EDTA
eklenerek 37°C’de yaklasik 3 dakika inkibatérde tutularak hiicrelerin plak
yuzeyinden ayrilmalari saglandi. Tripsinin agiri aktivasyonunu engellemek igin her
kuyucuga birer ml serum iceren RPMI| 1640 besiyeri eklenerek kuyucuktaki
hicreler ayri ayr etiketlenmis santriflj tuplerindeki sivilarin Uzerine eklendi, 5
dakika 1000 rpm’de santriflj edildikten sonra sipernatant uzaklastirilip Gzerlerine
2’ser ml besiyeri eklenerek yeniden suspanse edildiler. 1.5 ml’lik steril Eppendorf
mikrosantrifij tiplerine ayri ayri hicre suspansiyonlarindan 20’ser ul ve Uzerine
Muse™ Count & Viability reaktifinden 380 ul alinarak (1/20 dilusyon) vorteks ile
karistinilip 5 dk karanlik ortamda, oda sicakliginda inktbe edildi ve Muse™ Cell
Analyzer cihazinda 6lguimleri yapildi. Olglimler esnasinda toplam hiicre sayisi,
canl hdcrelerin sayisi ve yuzdesi kaydedildi. Bu verilerin 1s1ginda ZA'in hlcrelerin

%50’sini 6lduren konsantrasyonu (ICso degeri) hesaplandi.
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Sample # 001 002 Sample_002 - .
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Events to Acquire: 1000 Events ) Viable Cells / mL 2.68E+06
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Sekil 3.2. Muse™ Cell Analyzer cihazinda hucrelerin canllik yuzdesi

degderlerinin belirlenmesi (157).

3.2.5. Annexin-V Yontemi ile Apoptotik Hiicre Olgiimii

Hucrelerin apoptozis incelemesi, Muse™ Annexin V & Dead Cell Kiti
kullanilarak Muse™ Cell Analyzer cihazi ile yapildi. Annexin-V fosfatidilserine
(PS) baglanabilen bir proteindir. PS normalde hidcre zarinin i¢ ylzeyinde
yerlesmis olan bir fosfolipittir. Apoptotik hlcrede hdcre zarinin dis yuzeyine
transloke olur. Annexin-V dis ylzeye transloke olmus PS’e baglanarak apoptotik
hiicrenin gorilebilmesini saglar. Alti kuyucuklu plaklara her kuyucukta 3x10*
hicre olacak sekilde DU-145 KKH ve DU-145 non-KKH htcreleri ekildi. Hlcre
morfolojilerinin geri kazanilmasi ve hucrelerin plak yuzeyine tutunmalari igin 24
saat inkUbatorde bekletildi. Ardindan Zoledronik asidin her hucre grubu igin
saptadigimiz ICso dozlari uygulanarak kontrol grubu ile birlikte 37°C, %5CO,
ortamda 72 saat inkubasyona birakildi. DETA NONOate uygulamasi igin
hdcrelerin Gzerine (0, 500 ve 1000 uM) DETA NONOate eklendi. Kombine
muamele icin, Hucreler Uzerine once belirlenmis dozlarda DETA NONOate
eklendi, ardindan 24 saat inkibasyondan sonra, her grup igin belirlenmis 1C50

konsantrasyonunda ZA eklenerek 72 saatlik inklibasyon suresi uygulandi. Kontrol
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grubu hucrelerine igin sadece medyum eklendi. Uygulama sureleri dolduktan
sonra her kuyucukdaki besiyeri uzaklastirilip her kuyucuga 2’ser ml 1x PBS
eklenerek yikama islemi yapildi ve daha sonra PBS uzaklastirildli. Yikama
isleminin ardindan her kuyucuga 1 ml Tripsin-EDTA eklenip inkiibatérde 37°C’de
yaklasik 3 dakika bekleterek hucrelerin kuyucuk yuzeyinden ayrilmalari saglandi.
Asiri tripsin aktivitesini dnlemek icin her kuyucuga 2 ml serum iceren RPMI 1640
besiyeri eklenerekher kuyucuktaki hucreler ayri ayri etiketlenmis 5 ml'lik santrifyj
tuplerine alindi. 1000 rpm’de 5 dakika santriflij edildikten hemen sonra hicrelerin
Uzerindeki sUpernatant uzaklastirimis ve Uzerlerine 2 ml besiyeri eklenerek
yeniden suspanse edilmistir. 1.5 ml'lik steril Eppendorf mikrosantrifij tuplerine
hidcre suUspansiyonlarindan 100’er yl ve Muse™ Annexin V & Dead Cell
reaktifinden 100 pl ilave edilerek oda sicakliginda, karanlik ortamda, 20 dakika
inkuibe edildi ve Muse™ Cell Analyzer cihazinda dlgumleri yapildi. Deneyler 3 kez
tekrar edildi.

1001 hiicre siispansiyonunun eklenmesi  100p1 reaktifin eklenmesi
20 dk inkiibasyon
-
Hiicrelerin Hiicrelerin Reaktifin
hazirlanmasi eklenmesi eklenmesi

002 Sample_002 el

Cell Conc
(Cells /mL)

% Gated
Live (LL) 359E+05 6550%

Early Apoptotic (LR)  5,17E+04  9.45%
Late Apop. /Dead (UR)  1.37E405  25.00 %
Dead (UL) 274E+02 005%

Total Apoptotic ~ 189E+05 3445%

Plots

Sekil 3.3. Muse™ Cell Analyzer cihazinda hucrelerin apoptotik degerlerinin

belirlenmesi (158).
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3.2.6. immunfloresan Yontemi

Altili kuyucuklar igine konulmus 6zel lamellerin Uzerine alinan hicreler, %1
Glutamin iceren RPMI 1640, 10% FBS ve %5 Amfoterisin-Penisilin-Streptomisin
iceren medyumda bir gece boyunca inkube edildi. Hucrelerin morfolojilerini geri
kazanip lamel yuzeyine tutunmalari igin 24 saat beklendikten sonra Zoledronik
asidin doza ve zamana bagl olarak belirlenmis olan ICsy degerlerinde kontrol
grubu ile birlikte inklbe edildi. Deney kontrol grubuna ise sadece medium eklendi.
Hucreler %4 PFA ile 2 saat sure ile fikse edildikten sonra PBS ile 3 kez yikandi.
Once %0.1 PBS ve TritonX-100 g6zeltisinde 10 dakika ve ardindan blocking
serumda (Invitrogen, USA) +4°C’de 1 saat bekletildi. Tekrar PBS ile 3 kez yikanip
Kaspaz-9 (abcam, ab32539), Kaspaz-7 (abcam, ab32522), Kaspaz-4 (abcam,
ab25898), BIRC2 (abcam, ab196592), BIRC3 (abcam, ab23423), Bcl-2 (abcam,
ab32124), BAX (abcam, ab77566) ve BAD (abcam, ab32445) 1/100 oraninda
PBS ile diliie edilip uygulandi. Gece boyunca +4°C’de bekletildi. Uygun sekonder
antikor FITC (Abcam, USA) eklenerek 1 saat boyunca +4°C’de bekletildi. Tekrar
PBS ile 3 kez yikanip DAPI ile kapatilarak Olympus BX 50 marka floresan

mikroskopta goruntulendi.

3.2.7. RNA izolasyonu ve Saflagtiriimasi
RNA izolasyonu ve saflastirmasi igin RNeasy Mini Kit'i (Qiagene / Katalog
No: 74104) kullanildi. izlenen asamalar kisaca asagida aciklanmistir.

1. Hucreler kaldirihip sayim yapildi. 1x10° hiicre sonraki asamalar icin isleme
alindi.

2. Hucrelerin parcalanmasi: Olusan pellet, tiplin Uzerine parmak ucu ile
hafifce vurularak dagitildi. Hacrelerin Gzerine 350 pl hicre lizis (RLT)
tamponundan ilave edilip vortekslendi.

3. Lizatin homojenize edilmesi: Olusan lizat pipet ile direkt 2 ml’lik toplama
kolonunun igine alinip “shredder spin column” kolonuna aktarilip 2 dakika
maksimum hiz ile santrifuj edildi.

4. Homojenize olmus lizatin Gzerine lizat hacmi kadar %70 etanol ilave edilip

pipet yardimi ile karigtirildi.
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5. 2 mllik toplama tupunun i¢ine konulmus RNeasy spin kolonun igine
maksimum 700 pl 6rnek transfer edilip kapagi kapatihp 15 saniye 10,000
rom’de santrifij edilmigtir.

6. RNeasy spin kolonun Uzerine 700 yl RW1 tamponu ilave edilip kapagi
kapatilip 15 saniye 10,000 rpm’de spin kolonun membraninin yikanmasi
icin santriflj edildi. Ardindan kolon toplama tupunden ¢ikartilip toplanan
sivi atilip kolon bosaltildi. Spin kolon tekrar toplama tiptne konuldu.

7. RNeasy spin kolonun Uzerine 500 pyl RPE tamponu ilave edilip kapagi
kapatilip 15 saniye 10,000 rpm’de spin kolonun membraninin yikamasi igin
santrifij edildi. Ardindan kolon toplama tupunden ¢ikartilip toplanan sivi
atilip kolon bosaltildi. Spin kolon tekrar toplama tuptne konuldu.

8. RNeasy spin kolonun uzerine 500 uyl RPE tamponu ilave edilip kapagi
kapatilip 2 dakika 10,000 rpm’de spin kolonun membraninin yikanmasi igin
santrifij edildi. Santrifuj asamasinin uzun oldugu spin kolon membrani
kurutularak bu sekilde kalmis olan etanol uzaklastirildi.

9. RNeasy spin kolonun altindaki toplama tlipu degistirilip kalmasi muhtemel
tamponun uzaklastiriimasi igin 1 dakika maksimum hizda santrifdj edildi.

10.RNA yikamasi: RNeasy spin kolonu 1.5 ml’lik toplama tlupune konup
dogrudan membranin Uzerine 50 yl RNaz icermeyen su eklendi. Kolonun
kapag! kapatilip 1 dakika 10,000 rpm’de spin RNA’nin yikanmasi igin
santrifuj edildi.

11. Toplama tlipunde toplanan su icindeki RNA sonraki asamalarda kullanildi.

12.RNA’nin 8lctimii ve kalite kontrolii: izole edilmis RNA'nin dlgimii ve kalite
kontroll icin NanoDrop ND-100 spektrofotometre kullanildi. Cihaz RNaz
icermeyen su kullanarak kore karsi sifirlandi. Agso/A230 orani 1.7°nin
Uzerinde ve RNA'nin safligini gosteren Agzeo/Azsp orani 2.0 olarak tespit
edildi.

13.Baslangig icin RNA miktari: her 96’lik plak igin total 1 ug RNA kullanildi.
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3.2.9.cDNA sentezi
cDNA sentezi icin RT? first strand kiti (Qiagen / Katalog No:330401) ve
GeneAmp PCR 9700 PCR cihazi kullanildi.

1.

DNA elimine eden karisim hazirlanmasi igin, her plak basina, 1 uyg RNA, 2
pl Genomik Eliminasyon (GE) tamponu ve 7 pl RNaz icermeyen su
hazirlandi. Karisim yavasca pipet ile karistirilip kisa sure santriftj edildi.
Ardindan karigim 5 dakika boyunca 42 °C’de inkube edilip sire dolduktan
sonra en az 1 dakika buzlu ortamda bekletildi.

Revers-transkripsiyon karisimi hazirlanmasi:

Her bir reaksiyon icin, 5x BC3 tampondan 4 ul, kontrol P2’den 1 ul, RE3
revers transkriptazdan 2 ul ve RNaz igcermeyen sudan 3 ul olmak Uzere
toplam 10 pl karisim hazirlandi.

10 ul revers-transkriptaz karigimi igeren bir tupun igine 10 pl DNA
eliminasyon karigsimindan ilave edilip pipet ile karistirildi.

Karisim 15 dakika 42°C’de inklbe edildi. Sure dolduktan hemen sonra
reaksiyonu durdurmak igin 5 dakika boyunca 95°C’de inkibe edildi.

5. Hertube 91 pl RNaz igermeyen su ilave edilip pipet ile defalarca karigtirildi.

6. Tupler buzlu ortama birakilarak sogutuldu.

3.2.10. Gen Ekspresyon Analizi

Gen ekspresyon analizi i¢in izlenmis prosedurin 6zeti sekil 3.5’de

gosterilmistir. Bu analiz, Kantitatif Real Time PCR ydntemi ile, apoptozis

yolaginda gérevli 84 gen icin tasarlanmis olan Human Apoptosis RT? Profiler
PCR Array kiti (Qiagen/ Katalog No: PAHS-0122) kullanilarak gerceklestirildi. Bu
sistem, 96 kuyucuklu plak seklinde olup apoptozis ile iligkili 84 gen igin spesifik

olarak tasarlanmis primerler icermektedir. RT? Profiler PCR Array plak deseni

Sekil 3.6 de gdsterilmistir. Apoptozis ile iligkili genlerin isim ve fonksiyonlari

Tablo 3.6 da yer almaktadir.
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RNA saflagtinimas:

RT? First Strand Kit kullanimi ile izole edilmiy
RNA’dan ¢cDNA sentezi

¢DNA’nin RT2 SYBR Green

Mastermix’e eklenmesi

Karigimin RT? Profiler PCR
Array'lere yuklenmesi

Real Time cyclerde ddnginin
gergeklesmesi

’ 1
N T . ..‘
)

| Sonuglann analizi |

Sekil 3.4. Human Apoptosis genes RT? Profiler PCR Array Prosediirii (159).
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Sekil 3.5. RT? Profiler PCR Array plate diizeni (159).
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Tablo 3.6. incelenen apoptozis ile iligkili genlerin isim ve fonksiyonlar

Gen sembolii Genin agik adi

1 AKT1 Homo sapiens v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1
2 APAF1 Homo sapiens apoptotic peptidase activating factor 1
3 AVEN Homo sapiens apoptosis, caspase activation inhibitor
4 BAD Homo sapiens BCL2-antagonist of cell death
5 BAG1 Homo sapiens BCL2-associated athanogene
6 BAK1 Homo sapiens BCL2-antagonist/killer 1
7 BAX Homo sapiens BCL2-associated X protein
8 BBC3 Homo sapiens BCL2 binding component 3
9 BCL2 Homo sapiens B-cell CLL/lymphoma 2

10 | BCL2L1 Homo sapiens BCL2-like 1

11 | BCL2L10 Homo sapiens BCL2-like 10 (apoptosis facilitator)

12 | BCL2L11 Homo sapiens BCL2-like 11 (apoptosis facilitator)

13 | BCL2L13 Homo sapiens BCL2-like 13 (apoptosis facilitator)

14 | BCL2L2 Homo sapiens BCL2-like 2

15 | BID Homo sapiens BH3 interacting domain death agonist

16 | BIK Homo sapiens BCL2-interacting killer (apoptosis-inducing)

17 | BIRC2 Homo sapiens baculoviral IAP repeat-containing 2

18 | BIRC3 Homo sapiens baculoviral IAP repeat-containing 3

19 | BIRC5 Homo sapiens baculoviral IAP repeat-containing 5
20 | BOK Homo sapiens BCL2-related ovarian killer
21 | CAD Homo sapiens carbamoyl-phosphate synt. 2, aspartate transcarb., and dihydroorotase
22 | CASP1 Homo sapiens caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase
23 | CASP10 Homo sapiens caspase 10, apoptosis-related cysteine peptidase
24 | CASP12 Homo sapiens caspase 12 (gene/pseudogene)
25 | CASP14 Homo sapiens caspase 14, apoptosis-related cysteine peptidase
26 | CASP2 Homo sapiens caspase 2, apoptosis-related cysteine peptidase
27 | CASP3 Homo sapiens caspase 3, apoptosis-related cysteine peptidase
28 | CASP4 Homo sapiens caspase 4, apoptosis-related cysteine peptidase
29 | CASP5 Homo sapiens caspase 5, apoptosis-related cysteine peptidase
30 | CASP6 Homo sapiens caspase 6, apoptosis-related cysteine peptidase
31 | CASP7 Homo sapiens caspase 7, apoptosis-related cysteine peptidase
32 | CASP8 Homo sapiens caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase
33 | CASP8AP2 | Homo sapiens CASP8 associated protein 2
34 | CASP9 Homo sapiens caspase 9, apoptosis-related cysteine peptidase
35 | CFLAR Homo sapiens CASP8 and FADD-like apoptosis regulator
36 | CRADD Homo sapiens CASP2 and RIPK1 domain containing adaptor with death domain
37 | DFFA Homo sapiens DNA fragmentation factor, 45kDa, alpha polypeptide
38 | DIABLO Homo sapiens diablo homolog (Drosophila)
39 | ENDOG Homo sapiens endonuclease G
40 | FADD Homo sapiens Fas (TNFRSF6)-associated via death domain
41 | FAM96A Homo sapiens family with sequence similarity 96, member A
42 | FAM96B Homo sapiens family with sequence similarity 96, member B
43 | FAS Homo sapiens Fas (TNF receptor superfamily, member 6)
44 | FASLG Homo sapiens Fas ligand (TNF superfamily, member 6)
45 | HMGB1 Homo sapiens high-mobility group box 1
46 | HRK Homo sapiens harakiri, BCL2 interacting protein (contains only BH3 domain)
47 | HSP90B1 Homo sapiens heat shoc¢k protein 90kDa beta (Grp94), member 1
48 | HTRA2 Homo sapiens HtrA serine peptidase 2
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49 | LRDD Homo sapiens leucine-ri¢h repeats and death domain containing

50 | McCL1 Homo sapiens myeloid cell leukemia sequence 1 (BCL2-related)

51 | NFKB1 Homo sapiens nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1
52 | NFKB2 Homo sapiens nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 2
53 | NGFR Homo sapiens nerve growth factor receptor (TNFR superfamily, member 16)
54 | PMAIP1 Homo sapiens phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1

55 | PTEN Homo sapiens phosphatase and tensin homolog

56 | REL Homo sapiens v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog (avian)
57 | RELA Homo sapiens v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A (avian)
58 | RELB Homo sapiens v-rel reticuloendotheliosis viral oncogene homolog B

59 | sOcCs2 Homo sapiens suppressor of cytokine signaling 2

60 | SOCS3 Homo sapiens suppressor of cytokine signaling 3

61 | STAT1 Homo sapiens signal transducer and activator of transcription 1, 91kDa
62 | STATSA Homo sapiens signal transducer and activator of transcription 5A

63 | STATSB Homo sapiens signal transducer and activator of transcription 5B

64 | TNF Homo sapiens tumor necrosis factor (TNF superfamily, member 2)

65 | TNFRSF10A | Homo sapiens tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10a
66 | TNFRSF10B | Homo sapiens tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10b
67 | TNFRSF10C | Homo sapiens tumor necrosis factor receptor superfamily, member 10c
68 | TNFRSF11B | Homo sapiens tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11b
69 | TNFRSF1A | Homo sapiens tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1A
70 | TNFRSF1B Homo sapiens tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1B

71 | TNFRSF21 Homo sapiens tumor necrosis factor receptor superfamily, member 21

72 | TNFRSF25 Homo sapiens tumor necrosis factor receptor superfamily, member 25

73 | TNFSF10 Homo sapiens tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10

74 | TNFSF11 Homo sapiens tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 11

75 | TNFSF8 Homo sapiens tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 8

76 | TP53 Homo sapiens tumor protein p53

77 | TP5313 Homo sapiens tumor protein p53 inducible protein 3

78 | TRAF1 Homo sapiens TNF receptor-associated factor 1

79 | TRAF2 Homo sapiens TNF receptor-associated factor 2

80 | TRAF3 Homo sapiens TNF receptor-associated factor 3

81 | TRAF4 Homo sapiens TNF receptor-associated factor 4

82 | TRAF5 Homo sapiens TNF receptor-associated factor 5

83 | TRAF6 Homo sapiens TNF receptor-associated factor 6

84 | TRAF7 Homo sapiens TNF receptor-associated factor 7
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3.2.10.1. Gen Ekspresyon Analizi Asamalari
PCR karigiminin bilesenlerinin hazirlanmasi amaci ile, 96’lik bir plak igin 5
mllik bir tlipte, Tablo 3.7’de goOsterilen maddeler karistirildi. SYBR green

mastermiksin igerigi Tablo 3.8’de gosterilmistir.

Tablo 3.7. PCR karigsiminin bilesenleri

madde miktar

2x RT2 Sybr Green Mastermix 1350 pl
Sentezlenmis cDNA reaksiyonundan 102 pl
RNaz icermeyen su 1248 pl
Total hacim 2700 pl

Tablo 3.8 SYBR green mastermiksin igerigi

SYBR green mastermiksin igerigi

HotStart DNA Taq Polimeraz

PCR tamponu

dNTP Karigimi (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
SYBR Yesil Boya

ROX Pasif Referans Boyasi

1. Hazirlanmis PCR bilesenleri karisimi PCR RT? Profiler PCR Array plagina
8 kanalli pipet kullanilarak kuyucuk basina 25 pl olacak sekilde dagitildi.

2. Plagin Uzeri “optikal-8 cap” filmi ile kapatildi.

3. Kabarciklari uzaklastirmak icin plaklar 1 dakika 1000 g’de oda sicakliginda
santrifuj edildi.

4. Real-time cycler cihazi dongu kosullari Tablo 3.9'da yer almistir.

Tablo 3.9 PCR i¢cin dongu kosullar

Dongii sayisi Siire ISI Aciklama
1 10 dakika 95 °C DNA Taq Polimerazin aktiflestiriimesi
40 15 saniye 95 °C
1 dakika 60 °C Fluresans veri toplama

5. Plak cihaza yerlestirilip kapagi kapatildiktan sonra baglatildi.
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6. ‘Real time cycler’ yazilimi kullanarak her kuyucuk igin threshold dongu (Cr)
hesaplandi.

7. Amplifikasyon planinin lineer kisminda géziuken en erken amplifikasyon
bulunup baseline olarak tanimlandi. Cihaz, gbzuken en erken
amplifikasyondan 2 déngu dncesinden itibaren okumaya ayarlandi.

8. Amplifikasyon planinin log bdliumunde, threshold dederi belirlendi.
Threshold degerinin arkaplan sinyalinin Ust kisminda fakat lineer fazin alt
yarl kisminda olmasi gerekmektedir. Threshold degerinin tum array
ranlarinin Gzerinden gecmesine dikkat edildi.

9. Tum kuyucuklarin Ctdegerleri veri analizi igin toplandi.

10. PCR’In spesifitesini dogrulamak igin, ‘melting curve analizi’ yapildi. Bunun
icin, real-time cycler yazihmi kullanilarak her kuyucuk igin Birinci tlrev
ayrisma egrisi (first derivative dissociation curve) olusturuldu. Her

reaksiyon igin 80 °C’nin Uzerinde tek bir pik gézlemlendi.

3.2.10.2. AACt Metodu ile Veri Analizi
Veri analizi AACt metodu ile gergeklestirildi. Gruplarinda ayri ayri PCR
sonrasinda SDS 2,3 programi kullanilarak elde edilen Cr degerleri analiz
edildi. Cut off degeri 35 oldugundan 35’den blyuk olan CT degerleri 35’e

sabitlendi. Kontrol kuyucuklari Tablo 3.10’da gosterilmistir.

Tablo 3.10. Kontrol i¢in kullanilan genler

Kuyucuk kodu Aciklama
H6 insan Genomik DNA kontrolii (HGDC)
H7
H8 Ters transkripsiyon kontroli (RTC)
H9
H10
H11 PCR pozitif kontrol (PPC)
H12
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Normalizasyon yapmak amaciyla, apoptozis yolaginda gorevli genler
(GOA) icin her bir plakda Cr degerleri kullanilarak ilgili genler ve
housekeeping genler (HKG) icin ACt degerleri ACt= C®°* = C:°™C formiilii
kullanilarak hesaplandi. iki grup RT? Profiler PCR Array arasinda, her bir gen
icin AACt degerleri hesaplandi. Formul:

“AACt = AC+ (ZA uygulanmis hacre grubu) — ACt (ZA uygulanmamig, kontrol

hacreler)”

3.2.10.3. Veri Analizinin Yorumlanmasi
AACt= ACr (ilag uygulanmis hucreler) — AC+ (ilag uygulanmamis kontrol
hicreler)
o 1<AACt<2ise ilgili gen ilag uygulanmig grupta up-regule oldugu ihmal
edilebilir
o 2<AACs ise ilgili gen ilag uygulanmis grupta up-reguledir (ekspresyon
artmis).
o 0.5<AACt<1 ise ilgili gen ilag uygulanmis grupta down-regule oldugu
ihmal edilebilir
o AACr<0,5ise ilgili gen ilag uygulanmis grupta down-reguledir.
Her gen igin ilag uygulanmis grupta ilag uygulanmamis kontrol grubuna goére
kat degisimi (FC), 20AY94°") formiilii kullanilarak hesaplandi.
Kat degdisimi degeri 3’Un Ustinde ve -3'Un altinda olan genler sirasiyla en

anlamli up-regule ve en anlamli down-regule olan genler olarak tanimlandi.

3.3. istatiksel Analiz

Deneylerde ZA'in sitotoksisite, apoptoz, hucre dongusi ve gen
ekspresyonu analizlerinde her deney Ug¢ kez tekrarlandi. ZA ile muamele edilmis
hucreler ile edilmemig kontrol hicreler arasinda anlamh farkhihgin olup olmadigi
ve standart sapma degerleri t-test yontemi ile arastirildi. Gruplar arasinda verilerin
kargilastiriimasi igin tek yonld ANOVA ve ardindan HSD post hoc testleri
uygulandi. Kargilastirmalarda 0.05'ten kuguk p degeri (P < 0.05) anlamli olarak
kabul edildi.
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BOLUM IV
4. BULGULAR

4.1. KKH’lerin ayirimi, oran ve safliginin belirlenmesi:

insan prostat kanseri DU-145 hicreleri (izerinde CD133 ve CD44 yiizey
antijenleri icin FACS ile sort yapildi (Sekil 4.1 ve 4.2). DU-145 KKH hucrelerinin
orani %5.7, non-KKH’lerinin ise %94.3 idi (Sekil 4.1). Hucre populasyonlarinin

safligini belirlemek igin ‘post sort’ analizi yapilarak safligin >%90 oldugu tespit

edildi.
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Hr 8,322 832 832
P2 2,607 313 261
Hr: 2,067 793 207
Wrs 1,562 756 158
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Ors 573 408 57
Hr7 0 0.0 0.0
W NOTERT) 573 1000 57
W NOT(P4) 505 244 51
W NOT(P3) 540 20.7 5.4
@ noTP2) 5715 687 57.2

Sekil 4.1. CD133"/CD44" prostat kanseri kok hiicrelerinin FACS-Aria Cell Sorter

ile ayiriimasi.
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4.2. Canhhik/Viabilite Bulgulari

4.2.1. DU-145 insan prostat kanseri hiicre kultliriinde DETA NONOate’in
sitotoksik etkilerinin incelenmesi

DETA NONOatein DU-145 insan prostat kanser kok hucreleri (DU-145
KKH) ve kanser kok hucre disinda kalan hucrelerin (DU-145 non-KKH) canliligi
Uzerine etkileri, artan dozlara (0, 500, 1000 ve 1500 uyM) ve zamanlara (24, 48 ve
72 saat) bagh olarak incelendi. Bu bulgular Sekil 4.2 — 4.8’de gosterilmistir.
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1000 1500

Viability (%)

Dose uM

Sekil 4.2. Giderek artan dozlarda DETA NONOat'in 24. saatte DU-145

KKH’lerinde hlcre canlihdi tzerindeki etkileri.
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Sekil 4.3. Giderek artan dozlarda DETA NONOat'in 48. saatte DU-145

KKH’lerinde hiucre canlih@r Uzerindeki etkileri.
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Sekil 4.4. Giderek artan dozlarda DETA NONOat'in 72. saatte DU-145

KKH’lerinde hlcre canlihdi tzerindeki etkileri.
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DETA NONOate ile 24 saat muamele sonunda, DU-145 KKH’leri kontrol
ile kiyaslandiginda 500, 1000 ve 1500 uM DETA NONOate konsantrasyonlarinda
sirasl ile %96.79, %94.49 ve %91.55 oranlarinda viabilite saptandi (Sekil 4.2). 48
saat muamele sonunda ayni ZA konsantrasyonlarinda sirasi ile %87.94, %84.01
ve %80.81 oranlarinda viabilite saptandi (Sekil 4.3). 72. saatte ise DU-145
KKH’leri kontrol ile kiyaslandiginda ayni konsantrasyonlarda sirasi ile %82.87,
%80.60 ve %77.53 oranlarinda viabilite saptandi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.5. Giderek artan dozlarda DETA NONOat'in 24. saatte DU-145 non-

KKH’lerinde hicre canlih@i Uzerindeki etkileri.
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Sekil 4.6. Giderek artan dozlarda DETA NONOat'in 48. saatte DU-145 non-

100

80

60

Viability (%)

40

20

KKH’lerinde hlcre canlihdi tzerindeki etkileri.

0 500 1000
Dose (uM)

1500

Sekil 4.7. Giderek artan dozlarda DETA NONOat'in 72. saatte DU-145 non-

KKH’lerinde hlcre canlihdi tzerindeki etkileri.
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DETA NONOate ile 24 saat muamele sonunda, DU-145 non-KKH’leri
kontrol ile kiyaslandiginda 500, 1000 ve 1500 uM DETA NONOate
konsantrasyonlarinda sirasi ile %95.76, %93.40 ve %92.29 oranlarinda viabilite
saptandi (Sekil 4.5). 48 saat muamele sonunda ayni DETA NONOate
konsantrasyonlarinda sirasi ile %86.80, %81.76 ve %81.09 oranlarinda viabilite
saptandi (Sekil 4.6). 72. saatte ise DU-145 KKH’leri kontrol ile kiyaslandiginda
ayni konsantrasyonlarda sirasi ile %82.85, %79.10 ve %72.21 oranlarinda
viabilite saptandi (Sekil 4.7).

DU-145 CSCs DU-145 nonCSCs
100 - 24h 100 4 - 24h
- 48h -- 48h
g - 72h g -+ 72h
2 2
5 504 5 504
. .
> >
0 T T T 1 0 T T T
0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500
Dose (uM) Dose (uM)

Sekil 4.8. DETA NONOate'in farkli doz ve surelerde tUm gruplarda elde edilen

hicre canhligi degerleri.

4.2.2. DU-145 insan prostat kanseri huicre kiiltiriinde ZA’in sitotoksik
etkilerinin incelenmesi

Zoledronik asidin DU-145 insan prostat kanser kok hucreleri (DU-145 KKH)
ve kanser kok hucre diginda kalan hucrelerin (DU-145 non-KKH) canhligi Gzerine
etkileri, artan dozlara (0, 20, 40, 60, 80, 100, 120 ve 140 uyM) ve zamanlara (24,
48 ve 72 saat) bagli olarak incelendi. Bu bulgular Sekil 4.9 — 4.14’ ve 4.15'de

gOsterilmigtir.
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Sekil 4.9. Giderek artan dozlarda ZA'in 24. saatte DU-145 KKH’lerinde hucre

canliligi Uzerindeki etkileri.
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Sekil 4.10. Giderek artan dozlarda ZA'in 48. saatte DU-145 KKH’lerinde hucre

canlligi Uzerindeki etkileri.
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Sekil 4.11. Giderek artan dozlarda ZA'in 72. saatte DU-145 KKH’lerinde hucre

canhligi Uzerindeki etkileri.

ZA ile 24 saat muamele sonunda, DU-145 KKH’leri kontrol ile
kiyaslandiginda 20, 40, 60, 80, 100, 120 ve 140 yM ZA konsantrasyonlarinda
siras! ile %96.94, %91.07, %84.32, %77.44, %71.32, %71.87 ve %68.79
oranlarinda viabilite saptandi (Sekil 4.9). 48 saat muamele sonunda ayni ZA
konsantrasyonlarinda sirasi ile %92.68, %86.31, %78.61, %70.75, %62.97,
%56.57 ve %54.17 oranlarinda viabilite saptandi (Sekil 4.10). 72. saatte ise DU-
145 KKH’leri kontrol ile kiyaslandiginda ayni konsantrasyonlarda sirasi ile
%89.29, %80.04, %70.80, %60.08, %54.78, %47.65 ve %42.98 oranlarinda
viabilite saptandi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.12. Giderek artan dozlarda ZA'in 24. saatte DU-145 non-KKH’lerinde

hicre canhligi Uzerindeki etkileri.
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Sekil 4.13. Giderek artan dozlarda ZA'in 48. saatte DU-145 non-KKH’lerinde

hicre canhligi Gzerindeki etkileri.
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Sekil 4.14. Giderek artan dozlarda ZA'in 72. saatte DU-145 non-KKH’lerinde

hicre canhligi Gzerindeki etkileri.

Zoledronik asid ile 24 saat muamele sonunda, DU-145 non-KKH’leri kontrol
ile kiyasladiginda 20, 40, 60, 80, 100, 120 ve 140 uM ZA konsantrasyonlarinda
siras! ile %94.37, %86.63, %85.57, %71.51, %64.70, %61.19 ve %60.09
oranlarinda viabilite saptandi (Sekil 4.12). 48 saat muamele sonunda ayni ZA
konsantrasyonlarinda sirasi ile %90.63, %75.09, %70.07, %60.77, %55.67,
%51.22 ve %47.82 oranlarinda viabilite saptandi (Sekil 4.13). 72. saatte ise DU-
145 non-KKH’leri kontrol ile kiyasladiginda ayni ZA konsantrasyonlarinda sirasi
ile %89.65, %70.88, %61.04, %55.07, %48, %39.35 ve %31.01 oranlarinda
viabilite saptandi (Sekil 4.14).

4.3. IC5o degerlerinin belirlenmesi

Viabilite sonuglarina gore her bir grup i¢in ICso degeri hesaplandi. Buna gore
prostat kanseri DU-145 KKH’leri igin 1Cso degeri 108 uM ve 72 saat, DU-145 non-
KKH’leri igin 96 uM ve 72 saat olarak hesaplandi.
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Sekil 4.15. Tum gruplarda ZA’in giderek artan doz ve slrelerde elde edilen
hicre canhligi de@erleri ve ICso de@erlerini gosteren grafikler. Positive sort:
KKHleri, Negative sort: non-KKHleri

4.4. DU-145 insan prostat kanseri hiicre kiiltiriinde DETA NONOate ve
ZA’in birlikte uygulamasinin sitotoksik etkilerinin incelenmesi

DETANONOate ve Zoledronik asidin birlikte uygulanmasi DU-145 insan
prostat kanser kok hucreleri (DU-145 KKH) ve kanser kok hicre disinda kalan
hucrelerin (DU-145 non-KKH) canliligi tzerine etkileri, DETA NONOate'in 500 ve
1000 yM dozlara ve ZA'in IC50 degerindeki dozuna ve zamana (72 saat) bagh
olarak incelendi.

KKH'lerinde:

500 yM DETA NONOate ve ICso konsantrasyonunda ZA uygulanilan
hicrelerde 39.40 % oraninda viabilite saptandi. 1000 uM DETA NONOate ve ICsg
konsantrasyonunda ZA uygulanilan hucrelerde ise 34.97 % oraninda viabilite
saptandi. Bu bulgular $ekil ve 4.16°de gosterilmigtir.
non-KKH'lerinde:

500 yM DETA NONOate ve ICso konsantrasyonunda ZA uygulanilan
hicrelerde 48.64 % oraninda viabilite saptandi. 1000 uM DETA NONOate ve ICsg
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konsantrasyonunda ZA uygulanilan hicrelerde ise 40.52 % oraninda viabilite

saptandi. Bu bulgular $ekil ve 4.16’de gosterilmigtir.

Groups

| (cscs
120.00 @non-CSCs

Mean Viability(%)

- Al i, 2, EE

Det. 500 uM Det. 1000 uM Det 500+ZA Det 1000+ZA

Treatment

Error Bars: 95% CI

Sekil 4.16. DETA NONOate ve Zoledronik asidin insan prostat DU-145 KKH
(CSCs) ve non-KKH'lerin (non-CSCs) Uzerinde viabilite etkisi

4.5. Apoptozis deneyleri bulgulari

4.5.1. insan Prostat Kanseri DU-145 Hiicre Kiiltiirinde DETA NONOate'in
Apoptotik Etkileri

DETA NONOate'in DU-145 KKH’lerine ve DU-145 non-KKH’lerine apoptotik
etkisi incelendi. DETA NONOate'in bu hucreler Gzerine apoptotik etkisi Muse™
Annexin V & Dead Cell Assay kiti ile belirlendi. Apoptotik etki canli hucreler (live
cells), erken apoptotik hicreler (early apoptosis), ge¢ apoptotik hicreler (late
apoptosis) ve 6lmus hucreler (dead cells) Uzerinden degerlendirildi. Sonuglar
Sekil 4.17 ve 4.18'de gosterilmistir.

500 pM ve 1000 pM DETA NONOate ile muamele edilen DU-145
KKH'lerinde total apoptoz orani sirasi ile %6.8 ve %13.07, edilmeyenler ise %2.2
olarak saptandi.

500 uM ve 1000 yM DETA NONOate ile muamele edilen DU-145 non-
KKH'lerinde total apoptoz orani sirasi ile %8.42 ve %12.21, edilmeyenler ise

%2.74 olarak saptandi.
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Sekil 4.17. DETA NONOate'in 500, 1000 uM konsantrasyonlari ile 72 saat
muamele edilen DU-145 KKH’lerinde bulunan “total apoptoz”

degerleri.
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Sekil 4.18. DETA NONOate'in 500, 1000 uM konsantrasyonlari ile 72 saat

muamele edilen DU-145 non-KKH’lerinde bulunan “total apoptoz”

degerleri.



4.5.2. insan Prostat Kanseri DU-145 Hiicre Kiiltiiriinde Zoledronik asidin
Apoptotik Etkileri

Zoledronik asidin DU-145 KKH’lerinde ve DU-145 non-KKH’lerinde hicre
canhligina olan etkilerinin apoptoza bagl olup olmadigi incelendi. ZA'in bu
hicreler Uzerine apoptotik etkisi Muse™ Annexin V & Dead Cell Assay Kkiti ile
belirlendi. Apoptotik etki canli hucreler (live cells), erken apoptotik hucreler (early
apoptosis), ge¢ apoptotik hicreler (late apoptosis) ve 6lmus hicreler (dead cells)
Uzerinden degerlendirildi. Sonuglar Sekil 4.19 — 4.22'de gosterilmistir.

Zoledronik asidin DU-145 KKH’lerindeki sitotoksik etkisine gore belirlenen
ICs0 degerine (108 uM, 72 saat) paralel olarak ZA ile muamelenin toplam
apoptotik degerlerde anlamli bir artisa neden oldugu saptandi (ZA ile muamele
edilen KKH’leri: %42.78, edilmeyenler %3.13, p<0.001, Sekil 4.19 - 4.21). ZA ile
muamele edilen DU-145 KKH’lerindeki erken apoptotik yuzde degeri ZA ile
muamele ile edilmeyenler ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli ylksek
bulundu (sirasi ile %26.33 ve %2.24, p<0.001, Sekil 4.20). Ayni sekilde, ge¢
apoptotik yuzde degeri de ZA ile muamele ile edilmeyenler ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli artmig bulundu (sirasi ile %16.44 ve %1.22, p<0.001,
Sekil 4.20).

Zoledronik asidin DU-145 non-KKH’lerindeki sitotoksik etkisine gore
belirlenen 1Cs, degerinde (96 uM, 72 saat) ZA ile muamelenin toplam apoptotik
degerlerde anlaml bir artisa neden oldugu saptandi (sirasi ile: %50.43 ve %3.47,
p<0.001, Sekil 4.19 - 4.20 ve 4.22). Erken apoptotik ylzde degerinde de ZA ile
muamele ile edilmeyenler ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli artig
bulundu (sirasi ile: %16.60 ve %1.91, p<0.001, Sekil 7.20). Ayni sekilde, ge¢
apoptotik yizde degeri de ZA ile muamele ile edilmeyenler ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli yuksek bulundu (sirasi ile: %32.83 ve %1.23, p<0.001,
Sekil 4.20).
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Sekil 4.19. Zoledronik asidin ICso dozu (108 pM) ile 72 saat muamele edilen DU-

145 KKH ve non-KKH’lerinde bulunan “total apoptosis” degerleri.
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Sekil 4.20. Zoledronik asidin IC50 dozu ile 72 saat muamele edilen DU-145 KKH

ve non-KKH’lerinde bulunan apoptotik degerler.
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APOPTOSIS PROFILE

APOPTOSIS PROFILE
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Sekil 4.21. Zoledronik asidin ICsp dozu ile 72 saat muamele edilen (108 yM) DU-

145 KKH kalturlerinde canli, 6lU, ge¢ apoptozis ve erken apoptozis

yuzde degerlerini gosteren bir 6rnek.

4 APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop.Dead Dead Late Apop./Dead
015% 1.90 % 665 % 3295 %

34 34

P |
o 2 K & 24
x » X
= B =
14
E 245% 46.85 % - 1355%
Early Apop. 0 Live Early Apop.
0 TR T o 1 2 3 4
Live ANNEXIN V- Apoptotic Live ANNEXINY  Apoptotic

Kontrol

ZA-Uygulanmig

Sekil 4.22. Zoledronik asidin ICso degerindeki dozuyla 72 saat muamele edilen
DU-145 non-KKH kulturlerinde canli, 6ll, ge¢ apoptosis ve erken

apoptozis yuzde degerlerini gosteren bir drnek.
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4.5.3. insan Prostat Kanseri DU-145 Hiicre Kiiltiirinde DETA NONOate ve
Zoledronik asidin birlikte uygulamasinin Apoptotik Etkileri

DETA NONOate ve Zoledronik asidin birlikte uygulanmasi DU-145
KKH’lerinde ve DU-145 non-KKH’lerinde hucre canhligina olan etkilerinin
apoptoza bagh olup olmadigi incelendi. Bu uygulamanin hicreler Uzerine
apoptotik etkisi Muse™ Annexin V & Dead Cell Assay kiti ile belirlendi. Apoptotik
etki canli hucreler (live cells), erken apoptotik hucreler (early apoptosis), ge¢
apoptotik hucreler (late apoptosis) ve 6lmus hucreler (dead cells) Uzerinden
degerlendirildi. Sonugclar Sekil 4.23 ve 4.24°de gosterilmigtir.

DU-145 KKH’lerinde DETA NONOate'iln 500 uM konsantrasyonu ve
Zoledronik asidin DU-145 KKH’lerindeki belirlenen ICso degerine (108 uM, 72
saat) birlikte olarak, muamelenin toplam apoptotik degerlerde anlamli bir artisa
neden oldugu saptandi (birlikte muamele edilen KKH’leri: %60.05, sadece ZA ile
muamele edilenler %46.11 ve muamele edilmeyenler %1.91, Sekil 4.23 ve 4.24).

DU-145 KKH’lerinde DETA NONOate''n 1000 pM konsantrasyonu ve
Zoledronik asidin DU-145 KKH’lerindeki belirlenen ICso degerine (108 uM, 72
saat) birlikte olarak, muamelenin toplam apoptotik dederlerde anlaml bir artisa
neden oldugu saptandi (birlikte muamele edilen KKH’leri: %64.16, sadece ZA ile
muamele edilenler %46.11 ve muamele edilmeyenler %1.91, Sekil 4.23 ve 4.24).

DU-145 non-KKH’lerinde DETA NONOate'in 500 uM konsantrasyonu ve
Zoledronik asidin non-DU-145 KKH’lerindeki belirlenen ICso degerine (96 uM, 72
saat) birlikte olarak, muamelenin toplam apoptotik dederlerde anlamli bir artisa
neden olmadigi saptandi (birlikte muamele edilen KKH’leri: %49.54, sadece ZA
ile muamele edilenler %47.43 ve muamele edilmeyenler %2.01, Sekil 4.23 ve
4.24).

DU-145 non-KKH’lerinde DETA NONOate'in 1000 uM konsantrasyonu ve
Zoledronik asidin DU-145 non-KKH'lerindeki belirlenen ICsq degerine (96 uM, 72
saat) birlikte olarak, muamelenin toplam apoptotik dederlerde anlaml bir artisa
neden oldugu saptandi (birlikte muamele edilen KKH’leri: %59.01, sadece ZA ile

muamele edilenler %47.43 ve muamele edilmeyenler %2.01, Sekil 4.23 ve 4.24).
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Sekil 4.23. DETA NONOate ve Zoledronik asid ile birlikte muamele edilen DU-145
KKH ve non-KKH’lerinde bulunan apoptotik degerler.

APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE 4, APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead Late Apop.Dead Dead Late Apop.Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop.Dead
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APOPTOSIS PROFILE 4. APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE APOPTOSIS PROFILE
Dm. Late Apop. ’De':d Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead Dead Late Apop./Dead
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B Control DET 500 uM DET 1000 uM ZA (1€50) DET 500 uM +ZA DET 1000 uM + ZA

Sekil 4.24. DETA NONOate ve Zoledronik asid ile birlikte muamele edilen DU-

145 KKH ve non-KKH’lerinde canl, 6lU, ge¢ apoptosis ve erken

apoptozis yuzde degerlerini gosteren bir drnek.
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4.6. Gen ekspresyon deneyleri

4.6.1. insan Prostat Kanseri DU-145 Hiicre Kiiltiirlerinde Zoledronik asidin
Apoptozis ile iligkili genlerin ekspresyonu uzerine etkileri

Gen ekspresyonunu incelemek amaci ile Human Cell RT? Profiler™ PCR
Array Kiti (SABiosciences, PAHS-405F-12) kullanildi ve test sonuglari kitin satin
alindigr firmanin yazihmiyla analiz edildi. Kisaca, gruplardaki gen ifade
degisimleri, baz alinan kontrol grubundaki degdisimlerin kati cinsinden belirlendi.
Kat degisim (FC-Fold change) analizi yapilarak 3’den buyuk kat degisimleri her
bir prob igin anlamh artis ve azalis olarak belirtildi. Bulgular Tablo 4.1ve 4.2 de

verilmigtir.

KKH’leri

DU-145 KKH’leri ICso dozunda 72 saat boyunca ZA ile inkUbe edilerek
apoptoz ile iligkili olan genlerin mRNA ekspresyon duzeyleri RT-PCR ile incelendi.
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, 6 gende anlamli degisim gozlendi. CASP9,
CASP4, BAX ve BAD genlerinin ekspresyon duzeyleri anlamli olarak yuksek
bulundu (Ortalama * Standart sapma, sirasi ile: FC =4.507 £ 0.73, 4.339 + 0.07,
3.589 + 0.23 ve 3.458+ 0.38, Tablo 4.1 ve Sekil 4.25). BIRC3, BIRC2 ve BCL2
genlerinin ekspresyon duzeylerinin ise anlamli olarak azaldidi belirlendi (Ortalama
+ Standart sapma, sirasi ile: FC = -4.755 + 0.30, -4.449 + 0.32 ve -4.545 £ 0.47,
Tablo 4.1 ve Sekil 4.25).

Tablo 4.1. IC5y dozu ve 72 saat sure ile Zoledronik asid ile muamele edilen
DU-145 KKH’lerinde apoptoz ile iligkili genlerde RT-PCR analizi ile belirlenen
ekspresyon degisikliklerinin ilag uygulanmamis hucrelerdekine gore kat

degisimi (FC) cinsinden degerleri.

Gen Sembolu Ortalama * Standart sapma
1 AKT1 -1.240 £0.29
2 APAF1 1.309 0.29
3 AVEN -1.300 +0.23
4 BAD 3.458 +0.38
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5 BAGH1 1.306 +0.21
6 BAK1 1.146  +0.23
7 BAX 3.589 +0.23
8 BBC3 1.160 0.07
9 BCL2 -4.545 +0.47
10 | BCL2L1 -1.208 +0.03
11 | BCL2L10 1.204 +0.20
12 | BCL2L11 1172 +0.27
13 | BCL2L13 -1.199 +0.28
14 | BCL2L2 -1.415 10.46
15 | BID 1436 +0.38
16 | BIK 1.035 +0.02
17 | BIRC2 -4.449 +0.32
18 | BIRC3 -4.755 +0.30
19 | BIRC5S 1431 0.16
20 | BOK 1.334 +0.46
21 | CAD 1.232 +0.09
22 | CASP1 1.204 +0.10
23 | CASP10 1.252 +0.16
24 | CASP12 -1.313  %0.29
25 | CASP14 1.149 0.15
26 | CASP2 2226 +0.25
27 | CASP3 1.049 £0.02
28 | CASP4 4.339 0.07
29 | CASP5 1.196 +0.10
30 | CASP6 1.343 +0.14
31 | CASP7 1.241  +0.07
32 | CASP8 2.222 +0.83
33 | CASP8AP2 -1.354 +0.26
34 | CASP9 4507 0.73
35 | CFLAR -1.361 +0.28
36 | CRADD 1.267 +0.27
37 | DFFA -2.145 x0.14
38 | DIABLO 1.363 +0.33
39 | endoG 1.205 0.14
40 | FADD 1.267 +0.25
41 | FAM96A 1.370 +0.08
42 | FAM96B -1.744 10.20
43 | FAS 1.032 +0.03
44 | FASLG 1.137 £0.12
45 | HMGB1 -1.184 %0.10
46 | HRK -1.274 +0.28
47 | HSP90B1 2.742 +0.28
48 | HTRA2 -1.264 +0.31
49 | LRDD 1.085 +0.03
50 | MCL1 1.156  +0.07
51 | NFKB1 2502 0.07
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52 | NFKB2 -1.128 +0.02
53 | NGFR 1.253 +0.17
54 | PMAIP1 1.239 +0.19
55 | PTEN 1.273 +0.36
56 | REL 1.195  +0.31
57 | RELA 1.086 +0.07
58 | RELB -1.082 +0.01
59 | SOCS2 1.566 +0.12
60 | SOCS3 1.349 +0.27
61 | STAT1 2.095 +0.08
62 | STAT5A 1429 +0.27
63 | STAT5B 1.103 +0.05
64 | TNF 1.606 +0.04
65 | TNFRSF10A |-1.417 £0.32
66 | TNFRSF10B |-1.429 £0.29
67 | TNFRSF10C | 1.415 £0.35
68 | TNFRSF11B | 1.062 +0.02
69 | TNFRSF1A -1.226  +0.23
70 | TNFRSF1B 1.264 +0.11
71 | TNFRSF21 -1.157 +0.15
72 | TNFRSF25 -1.073 +0.07
73 | TNFSF10 -1.201  +0.22
74 | TNFSF11 1.373 +0.29
75 | TNFSF8 -1.263 0.14
76 | TP53 1.368 +0.11
77 | TP53I3 1.096 +0.04
78 | TRAF1 1.341 +0.33
79 | TRAF2 1.110 +0.10
80 | TRAF3 1.118 +0.05
81 | TRAF4 1.371 +0.45
82 | TRAF5 1.236  +0.07
83 | TRAF6 1.127 +0.08
84 | TRAF7 1.211  +0.10

63



Kanser Kok Hiicreleri
ZA uygulanmis/Kontrol

6.000

5.000

4.000
< 3.000
L 2.000
55 ot ol i o
;2 0.000
g 2000 < 2o [FPSgsss®® Sfecn HELEEE
¥ -3.000 e O =

-4.000 z =

-5.000

-6.000

Genler

Sekil 4.25. ICso dozunda 72 saat sure ile Zoledronik asid ile muamele edilen DU-
145 KKH’lerinde apoptoz ile iligkili genlerde RT-PCR analizi ile belirlenen
ekspresyon degisikliklerinin ilag uygulanmamis htcrelerdekine (kontrol) gore kat

degisimi (FC) cinsinden degerleri.

Non-KKH'’leri

DU-145 non-KKH’leri belirlenen ICso dozunda 72 saat ZA ile inkube
edildikten sonra apoptoz ile iligkili genlerin mMRNA ekspresyon duzeyleri RT-PCR
ile incelendi. Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, 5 gende anlamli degisim tespit
edildi. Buna gore; CASP7 ve BAD genlerinin ekspresyon duzeylerinin anlaml
derecede arttigi (sirasi ile: FC =4.981 + 0.74 ve 3.442 + 0.24, Tablo 4.2 ve Sekil
4.26), BIRC3, BIRC2 ve BCLZ2 genlerinin ekspresyon duzeylerinin ise anlamli
derecede azaldigi goruldu (Ortalama + Standart sapma, sirasi ile: FC =-3.160 £
0.20, -3.151 £ 0.40 ve -4.488 + 0.15, Tablo 4.2 ve Sekil 4.26).
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Tablo 4.2. |ICsy doz ve suresi boyunca DU-145 non-KKH’lerine Zoledronik
asid uygulanarak RT-PCR analizi sonucunda apoptozis ile iligkili genlerinin
elde edilen ekspresyon degisiklikleri kat cinsinden ilag uygulanmamis kontrol

hicrelere gore gosterilmigtir.

Gen Sembolu Ortalama * Standart sapma
1 | AKT1 1.066 +0.06
2 | APAF1 -1.353 +0.04
3 | AVEN -1.244 +0.10
4 | BAD 3.442 +0.24
5 | BAG1 0.911 +0.74
6 | BAK1 -1.216 +0.17
7 | BAX 2.488 +0.47
8 | BBC3 -0.872 +0.61
9 |BCL2 -4.488 +0.15
10 | BCL2L1 -1.090 +0.92
11 | BCL2L10 1.176 +0.04
12 | BCL2L11 -0.845 +0.38
13 | BCL2L13 1.283 +0.23
14 | BCL2L2 1.113 +0.04
15 | BID 1.102 +0.06
16 | BIK -1.108 +0.06
17 | BIRC2 -3.151 +0.40
18 | BIRC3 -3.160 +0.20
19 | BIRC5 -1.051 +0.06
20 | BOK -1.258 +0.32
21 | CAD 1.254 +0.11
22 | CASP1 1.135 +0.18
23 | CASP10 1.518 +0.27
24 | CASP12 -1.454 +0.36
25 | CASP14 1.213 +0.15
26 | CASP2 1.180 +0.05
27 | CASP3 2.193 +0.28
28 | CASP4 1.087 +0.01
29 | CASP5 -1.144 +0.15
30 | CASP6 -1.434 +0.26
31 | CASP7 4.981 +0.74
32 | CASP8 1.118 +0.14
33 | CASP8AP2 1.050 +0.05
34 | CASP9 -1.059 +0.03
35 | CFLAR -1.347 +0.32
36 | CRADD -1.242 +0.10
37 | DFFA 1.606 +0.32
38 | DIABLO -1.360 +0.22
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39 | endoG 1.126 +0.06
40 | FADD -1.221 +0.12
41 | FAM96A -1.280 +0.30
42 | FAM96B 1.473 +0.40
43 | FAS -1.151 +0.12
44 | FASLG -1.112 +0.07
45 | HMGB1 -1.343 +0.28
46 | HRK -1.250 +0.28
47 | HSP90B1 -1.365 +0.23
48 | HTRA2 1.336 +0.36
49 | LRDD -1.153 +0.15
50 | MCLA1 -1.078 +0.06
51 | NFKB1 1.141 +0.15
52 | NFKB2 -1.226 +0.38
53 | NGFR 1.069 +0.05
54 | PMAIP1 -1.416 +0.32
55 | PTEN 1.372 +0.34
56 | REL -1.171 +0.10
57 | RELA -1.153 +0.06
58 | RELB 1.225 +0.07
59 | SOCS2 1.495 +0.15
60 | SOCS3 1.347 +0.40
61 | STAT1 1.274 +0.13
62 | STAT5A -1.115 +0.08
63 | STAT5B -1.277 +0.23
64 | TNF 1.682 +0.39
65 | TNFRSF10A | 1.203 +0.08
66 | TNFRSF10B | 1.522 +0.38
67 | TNFRSF10C | -1.413 +0.32
68 | TNFRSF11B | -1.278 +0.19
69 | TNFRSF1A -1.201 +0.14
70 | TNFRSF1B -1.438 +0.36
71 | TNFRSF21 -1.379 +0.23
72 | TNFRSF25 -1.067 +0.01
73 | TNFSF10 1.460 +0.24
74 | TNFSF11 -1.100 +0.04
75 | TNFSF8 1.323 +0.47
76 | TP53 -1.136 +0.04
77 | TP53I3 1.369 +0.17
78 | TRAF1 -1.153 +0.07
79 | TRAF2 -1.233 +0.14
80 | TRAF3 1.245 +0.14
81 | TRAF4 1.194 +0.30
82 | TRAF5 1.271 +0.07
83 | TRAF6 1.136 +0.09
84 | TRAF7 -1.214 +0.15
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Sekil 4.26. ICs5o dozunda 72 saat sure ile Zoledronik asid ile muamele edilen DU-
145 non-KKH’lerinde apoptoz ile iligkili genlerde RT-PCR analizi ile belirlenen
ekspresyon degisikliklerinin ila¢g uygulanmamis hucrelerdekine (kontrol) gore kat

degisimi (FC) cinsinden degerleri.

4.6.2. insan prostat kanseri DU-145 hiicre kiiltiiriinde Zoledronik asidin
anlaml etkiledigi apoptotik genlerin ekspresyonu lizerinde DETA

NONOate ile birlikte muamele sonrasi degisimler

Zoledronik asidin ekspresyonunu anlaml degistirdigi apoptotik genlerin
ekspresyonlarindaki degisiklikler, hicreler DETA NONOate ve ZA ile birlikte

muamele edildikten sonra incelendi. Bulgular Tablo 4.3 de verilmigtir.
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Tablo 4.3. DETA NONOate, ZA ve DETANONOate ile ZA'in birlikte

uygulanmasi sonrasi, DU-145 KKH ve non-KKH'lerinde apoptoz ile iligkili

genlerde RT-PCR analizi ile belirlenen ekspresyon degisikliklerinin ilag

uygulanmamig hucrelerdekine (kontrol) gore kat degisimi (FC) cinsinden

degerleri.

Gen FC: KKH'leri FC: non-KKH'leri
Sembolu Agiklama Det/kont.  ZA/Cont.  Det+ZA/kont. Det/kont.  ZAlkont.  Det+ZA/kont.
BAD BCL2-Associated Agonist of Cell Death ~ 1.573+0.12 3.458+0.38  4.237%1.25 1.33120.36  3.442+0.24  3.142+0.40
BAX BCL2-Associated X Protein 1.362+0.26 3.589+0.23  4.253%+1.10 1.307+0.18  2.488+0.47  3.188+0.43
BCL2 B-Cell CLL/Lymphoma 2 -1.279+0.36  -4.545+0.47  -5.7161.01 -1.284+0.39  -4.488+0.15  -4.922+0.94
BIRC2 Baculoviral IAP Repeat Containing 2 -1.576+0.21 -4.449+0.32  -7.389+0.98 -1.354+0.26  -3.151+0.40 -3.717+1.03
BIRC3 Baculoviral IAP Repeat Containing 3 -1.517+#0.34  -4.755+0.30 -8.278%1.66 -1.434+0.26  -3.160+0.20  -3.827+1.36
CASP4  Kaspaz 4 1.378+0.37 4.339+0.07  3.711%0.72 1.328+0.26  1.087+0.01 1.421+0.57
CASP7  Kaspaz7 1.127+0.19 1.241+0.07  1.282+0.47 1.308+0.37  4.981+0.74  4.414+1.41
CASP9  Kaspaz 9 1.271%0.07 4.507+0.73  5.300%1.40 1.369+0.17  2.392+0.56  2.759+0.81

KKH’leri:

Zoledronik asid ile muamele edilen DU-145 KKH'lerinde ekspresyon
seviyesi anlamli artan BAD, BAX, CASP4 ve CASP9 genlerinde, DETA NONOate
ve ZA ile birlikte muamele edildikten sonra ayni genlerin ekspresyon seviyesi
artmis oldu, ancak sadece ZA ile uygulandigi degerlerden anlamli bir fark
gOstermedi (Ortalama = Standart sapma, sirasi ile: FC = 4.237 + 1.25, 4.253 +
1.10, 3.711 £ 0.72 ve 5.300 £ 1.40, Tablo 4.3 ve Sekil 4.27).

Zoledronik asid ile muamele edilen DU-145 KKH'lerinde ekspresyon
seviyesi anlamli azalan BIRC2, BIRC3 ve Bcl-2 genlerinde, DETA NONOate ve
ZA ile birlikte muamele edildikten sonra ayni genlerin ekspresyon seviyesinde
dugus oldu, ancak BIRC2 ve BIRC3 genlerinde ekspresyon seviyesi sadece ZA
ile uygulandigi degerlerden anlamli derecede daha da dusus gosterdi. Bel-2 geni
ise sadece ZA ile uygulandigi degerlerden anlaml bir fark gérilmedi (Ortalama +
Standart sapma, sirasi ile: FC = -7.389 + 0.98, -8.278 + 1.66 ve -5.716 = 1.01,
Tablo 4.3 ve Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. DETA NONOat'in 500 uM konsantrasyonu ile muamele edilen,

ICs0 dozunda Zoledronik asid ile muamele edilen ve DETA NONOate ve ZA ile
muamele edilen DU-145 KKH’lerinde apoptoz ile iligkili genlerde RT-PCR analizi
ile belirlenen ekspresyon degisikliklerinin ila¢ uygulanmamis hucrelerdekine

(kontrol) gore kat degisimi (FC) cinsinden degerleri.

non-KKH’leri:

Zoledronik asid ile muamele edilen DU-145 non-KKH'lerinde ekspresyon
seviyesi anlamli artan BAD ve CASP7 genlerinde, DETA NONOate ve ZA ile
birlikte muamele edildikten sonra ayni genlerin ekspresyon seviyesi artmis oldu,
ancak sadece ZA ile uygulandigi degerlerden anlamli bir fark gdstermedi
(Ortalama + Standart sapma, sirasi ile: FC = 3.142 + 0.40 ve 4.414 £ 1.41, Tablo
4.3 ve Sekil 4.28).

Zoledronik asid ile muamele edilen DU-145 non-KKH'lerinde ekspresyon
seviyesi anlamli azalan BIRC2, BIRC3 ve Bcl-2 genlerinde, DETA NONOate ve
ZA ile birlikte muamele edildikten sonra ayni genlerin ekspresyon seviyesi
azalmis oldu, ancak sadece ZA ile uygulandigi degerlerden anlamli bir fark
gOstermedi (Ortalama * Standart sapma, sirasi ile: FC = -4.922 + 0.94, -3.717 &
1.03 ve -3.827 + 1.36, Tablo 4.3 ve Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. DETA NONOat'in 500 uM konsantrasyonu ile muamele edilen,

ICs0 dozunda Zoledronik asid ile muamele edilen ve DETA NONOate + ZA ile
muamele edilen DU-145 non-KKH’lerinde apoptoz ile iligkili genlerde RT-PCR
analizi ile belirlenen ekspresyon degisikliklerinin ilag uygulanmamig

hicrelerdekine (kontrol) gore kat degisimi (FC) cinsinden degerleri.

4.7. DETA NONOate ve Zoledronik asidin gen ifadesini anlaml etkiledigi
apoptotik proteinlerin immunofloresans boyama yéntemi ile dogrulamasi

DETA NONOat'in 500 uM konsantrasyonu ile muamele edilen,

ICs0 dozunda Zoledronik asid ile muamele edilen ve DETA NONOate ve ZA ile
birlikte muamele edilen DU-145 KKH ve DU-145 non-KKH'de hucrelerinde, gen
ifadelerinde anlamli degisiklik bulunan apoptotik proteinler, immunofloresan
boyama yontemi ile incelendi. DETA NONOate ve ZA ile birlikte muamele edilmis
ve gen ekspresyonunda sadece ZA ile muamele edilmis hdcrelerin gen
ekspresyonundan anlamli derecede degigiklik gostermis olan genlerin
proteinlerinde ortaya ¢ikan degisimler incelendi.

KKH'lerinde, ZA ile muamele edilmeyen kontrol grubu ile kiyaslandiginda,
Kaspaz-9, Kaspaz-4 ve BAD pro-apoptotik proteinlerinde floresans miktarinda
artis gorulurken, BIRC2, BIRC3 ve Bcl-2 anti-apoptotik proteinlerinde floresans
miktarinda azalma oldugu gozlendi (Sekil 4.29 - 4.40).
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KKH'lerinde, kontrol grubu ile kiyaslandiginda, DETA NONOate ve ZA ile
birlikte muamele edilen hicrelerde, sadece ZA ile muamele edilmis hucrelere
gore, BIRC 2 ve BIRC3 proteinlerinde floresans miktarinda azalma oldugu
gozlendi (Sekil 4.41 - 4.44).

Non-KKH'lerinde, ZA eklenmeyen kontrol grubu ile kiyaslandiginda,
Kaspaz-3 ve BAX pro-apoptotik proteinlerinin floresan miktarinda artis, BIRC2,
BIRC3 ve Bcl-2 anti-apoptotik proteinlerindeki floresansda ise azalma oldugu
gozlendi (Sekil 4.29 - 4.40).

Non-KKH'lerinde, kontrol grubu ile kiyaslandiginda, DETA NONOate ve ZA
ile birlikte muamele edilen hlcrelerde, sadece ZA ile muamele edilmis hlcrelere
gore, BIRC 2 ve BIRC3 proteinlerinde floresans miktarinda anlamli bir degisiklik
tespit edimedi (Sekil 4.41 - 4.44).

Bcl-2 DAPI Merge

Sekil 4.29. ICso dozunda 72 saat sure ile Zoledronik asid ile muamele edilen DU-
145 KKH'lerinde Bcl-2 proteininde ortaya cikan degisimler (Ust sira: ZA ile

muamele edilmis hlcreler; alt sira: kontrol hucreler).
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Bcl-2 DAPI Merge

Sekil 4.30. ICso dozunda 72 saat sure ile Zoledronik asid ile muamele edilen DU-
145 non-KKH'lerinde Bcl-2 proteininde ortaya ¢ikan degisimler (Ust sira: ZA ile

muamele edilmis hlcreler; alt sira: kontrol hucreler).

Bax DAPI Merge

Sekil 4.31. ICso dozunda 72 saat sure ile Zoledronik asid ile muamele edilen DU-
145 KKH'lerinde Bax protein'inde ortaya cikan degdisimler (Ust sira: ZA ile

muamele edilmis hlcreler; alt sira: kontrol hucreler).
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Kaspaz-7 DAPI Merge

Sekil 4.32. ICso dozunda 72 saat sure ile Zoledronik asid ile muamele edilen DU-
145 non-KKH'lerinde Kaspaz-7 protein'inde ortaya ¢ikan degisimler (Ust sira: ZA

ile muamele edilmis hucreler; alt sira: kontrol hicreler).

Bad DAPI Merge

Sekil 4.33. ICs5o dozunda 72 saat sure ile Zoledronik asid ile muamele edilen DU-
145 KKH'lerinde Bad protein'inde ortaya c¢ikan degisimler (Ust sira: ZA ile

muamele edilmis hlcreler; alt sira: kontrol hucreler).
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Bad DAPI Merge

Sekil 4.34. ICs5o dozunda 72 saat sure ile Zoledronik asid ile muamele edilen DU-
145 non-KKH'lerinde Bad protein'inde ortaya g¢ikan degisimler (Ust sira: ZA ile

muamele edilmis hlcreler; alt sira: kontrol hucreler).

Kaspaz-4 DAPI Merge

Sekil 4.35. ICs5o dozunda 72 saat sure ile Zoledronik asid ile muamele edilen DU-
145 KKH'lerinde Kaspaz-4 protein'inde ortaya ¢ikan degisimler (Ust sira: ZA ile

muamele edilmis hlcreler; alt sira: kontrol hucreler).
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Kaspaz-9 DAPI Merge

Sekil 4.36. ICs5o dozunda 72 saat sure ile Zoledronik asid ile muamele edilen DU-
145 KKH'lerinde Kaspaz-9 protein'inde ortaya ¢ikan degisimler (Ust sira: ZA ile

muamele edilmis hlcreler; alt sira: kontrol hucreler).

BIRC-2 DAPI Merge

Sekil 4.37. ICso dozunda 72 saat sure ile Zoledronik asid ile muamele edilen DU-
145 KKH'lerinde BIRC-2 protein'inde ortaya g¢ikan degisimler (Ust sira: ZA ile

muamele edilmis hlcreler; alt sira: kontrol hucreler).
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BIRC-2 DAPI Merge

Sekil 4.38. ICs5o dozunda 72 saat sure ile Zoledronik asid ile muamele edilen DU-
145 non-KKH'lerinde BIRC-2 protein'inde ortaya ¢ikan degisimler (Ust sira: ZA ile

muamele edilmis hlcreler; alt sira: kontrol hucreler).

BIRC-3 DAPI Merge

Sekil 4.39. ICso dozunda 72 saat sure ile Zoledronik asid ile muamele edilen DU-
145 KKH'lerinde BIRC-3 protein'inde ortaya g¢ikan degisimler (Ust sira: ZA ile

muamele edilmis hlcreler; alt sira: kontrol hucreler).
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BIRC-3 DAPI Merge

Sekil 4.40. ICso dozunda 72 saat sure ile Zoledronik asid ile muamele edilen DU-
145 non-KKH'lerinde BIRC-3 protein'inde ortaya ¢ikan degisimler (Ust sira: ZA ile

muamele edilmis hlcreler; alt sira: kontrol hucreler).
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A
BIRC2 DAPI Merge

Sekil 4.41. DETA NONOat'in 500 uM konsantrasyonu ile muamele edilen,
ICs0 dozunda Zoledronik asid ile muamele edilen ve DETA NONOate ve ZA

|o1uo)

‘124

174

YZ +312Q

ile

birlikte muamele edilen DU-145 KKH’lerinde BIRC2 proteininde ortaya c¢ikan

degisimler.
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B
BIRC3 DAPI Merge

Sekil 4.42. DETA NONOat'in 500 uM konsantrasyonu ile muamele edilen,
ICs0 dozunda Zoledronik asid ile muamele edilen ve DETA NONOate ve ZA

jo1uo)
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ile

birlikte muamele edilen DU-145 KKH’lerinde BIRC3 proteininde ortaya c¢ikan

degisimler.
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C
BIRC2 DAPI Merge

Sekil 4.43. DETA NONOat'in 500 uM konsantrasyonu ile muamele edilen,
ICs0 dozunda Zoledronik asid ile muamele edilen ve DETA NONOate ve ZA

jo1wuo)
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ile

birlikte muamele edilen DU-145 non-KKH’lerinde BIRC2 proteininde ortaya ¢ikan

degisimler.
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D
BIRC3 DAPI Merge

Sekil 4.44. DETA NONOat'in 500 uM konsantrasyonu ile muamele edilen,
ICs0 dozunda Zoledronik asid ile muamele edilen ve DETA NONOate ve ZA ile

birlikte muamele edilen DU-145 non-KKH’lerinde BIRC3 proteininde ortaya ¢ikan

|o1uo)
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degisimler.
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BOLUM VvV
5. TARTISMA

Calismamizda prostat kanserlerinde ZA'in dogrudan kanser hucrelerinin
proliferasyonunu inhibe ettigini ve bu etkinin DETA NONOate ile daha arttigini
saptadik. Bu bulgular daha 6nce yayinlanmis pek ¢ok pre-klinik galismanin
sonucu ile tutarlidir. Ornek verecek olursak; Han ve arkadaglari, ZA’in SW480
insan kolon kanseri hicre hatti Uzerindeki anti-proliferatif etkilerini ve
mekanizmasini inceledikleri bir calismada ZA'in konsantrasyon ve zamanla artan
bicimde bu hucrelerin proliferasyonunu inhibe ettigini ve hicreleri apoptoza
g6tirdigunu ve bunu mitokondri permeabilitesini arttirip sitokrom C’nin sitozole
salinmasini arttirarak gergeklestirdigini ortaya koymuslardir (160). ZA’in insan
fibrosarkoma hucrelerindeki anti kanser etkileri Gzerinde ¢aligsan bir grup ise ZA'in
sitotoksik ve apoptotik etkilerini farkli dozlarda (0-10 pM) ve diger antitimor
ajanlarla birlikte vererek incelemigler ve ZA’in insan fibrosarkoma hicre hattinda
proliferasyonu dogrudan inhibe ettigini ve diger antitimor ajanlarla birlikte
verildiginde bunlarin tedavi etkinligini arttirabileceg@ini bildirmiglerdir (161). Ayni
grup deneysel bir hayvan modelinde de ZA ile ¢calismis ve klinik dozlardaki ZA’in
farelerde osteosarkomanin spontan akciger metastazini inhibe ettigini
goérmaglerdir (98). Akciger kanserinde hem in vitro (insan akciger kanser hucre
hatlar1) hem de in vivo (akciger kanseri xenograft fare modeli) ortamda ZA’in
prenilasyonu inhibe ederek Ras ailesi onkoproteinlerin aberran aktivasyonunu
engelledigi, bu yolla anti-proliferatif ve apoptotik etki gosterdigi ve akciger
kanserinin tedavisinde diger kemoterapdtiklerle birlikte kullanildiginda sinerjik etki
ile tedaviye karsi olusan direncin Ustesinden gelinmesine yardimci oldugu ortaya
konmustur (162). ZA oOzellikle metastatik/tumorijenik potansiyeli yuksek olan
prostat ve meme kanser hucre hatlarinda kanser hucrelerinin proliferasyonunu
baskilamakta ve apoptozu survivin ve kaspaz-3 ve -7’de down regulasyon yolu ile
indUklemektedir (104). Bu literatirlerin 1s1ginda kendi sonuglarimizi incelersek;
uzerinde calistigimiz 2 farkh hdcre grubuna ait 1Cso degerlerine baktigimizda

ZA'in sitotoksik etkisinin DU-145 hucrelerinde non-KKH’leri Uzerinde daha belirgin
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oldugu idi. Bu bulgular prostat KKH’lerinin ZA’e kargl non-KKH’lerine gore daha
dayanikli oldugunu gostermektedir. Prostat KKH’lerinin ZA’in anti-proliferatif
etkilerine karsi non-KKH’lerinden daha direngli olmasi anlaml ve KKH’lerinin
malignite potansiyelini destekleyen bir bulgu olarak agiklanabilir.

Son yillarda yeni ¢gikan ajanlar iginde, NO indukleyen veya NO verici ajanlar
bulunmaktadir. NO ¢ok sayida biyolojik etkisi olan ve bol miktarda bulunan bir
molekuldur. Klinikte kalp damar hastaliklarinda kullanilimaktadir. Ayrica, kanser
Onleyici bir ajan olarak ve daha yakin zamanda ise tumor hucrelerin ilaca
dayaniklihginin kirlilmasinda yeni bir terapoétik olarak taninmistir. Bir ¢ok
calismalarda, DETA NONOate gibi NO vericilerin ve sitotoksik terapi
kombinasyonunun tedavide anlaml derecede etkili oldugu gosterilmistir. Huerta-
Yepez ve arkadaslari, YY7 ve BcIXL genlerinin prostat kanserinde asiri ifade
oldugunu saptamiglar. Bu arastirmacilar YY7 ve BcIXL genlerinin DETA
NONOate ile inhibisyonunu induklemigler ve bu sekilde hem in vitro ve hem in
vivo'da ilag direncinin geri alimini saglamiglar (163). Calismamizin viabilite
sonuglarina baktigimizda, DETA NONOate ve ZA'in birlikte uygulanmasi, hem
KKH'leri ve hem non-KKH'leri hiicreleri Uzerinde, tek ZA uygulanmasi sonuglarina
goOre daha belirgin sitotoksik etki gosterdi. ZA ile birlikte DETA NONOate'in 500
MM konsantrasyonunun ugulamasinda, KKH’lerinde non-KKH’lerine gore anlamli
sitotoksik etki saptadik, benzer etki non-KKH’lerine daha fazla yani 1000 uM
DETA NONOate uygulanirken saglandi.

Bu calismada yanitini aradigimiz dnemli bir soru ZA’in DETA NONOate ile
birlikte kullaniminin sitotoksik etkisinin apoptoz yolu ile olup olmadididir. ZA’in
kanser hucreleri Uzerinde apoptotik etkisinin oldugunu gosteren bir ¢ok yayin
bulunmaktadir. insan meme MCF-7 ve MDA-MB 231 hiicre hatlarinda ZA'in
apoptotik etkilerinin incelendigi bir arastirmanin sonuglarinda ZA’in bu hucreler
Uzerinde apoptotik etki gosterdigini ortaya koymaktadir (164). Avci ve arkadaslari
bu yil iginde vyayinladiklari c¢alismada U87MG glioblastoma multiforme
hicrelerinde ZA’'in ERN1, TLR2 ve IRF5 genlerinin ifadesini indiklemek yolu ile
apoptotik etki gosterdigini bildirmektedirler (165). Yaptigimiz AnnexinV testlerinin

sonuglart ZA'in hem KKH'leri ve hem non-KKH'leri hucreleri GUzerinde anlamli
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apoptotik etkisi oldugunu gosterdi. Sonuglarimiz, ZA'in DETA NONOate ile birlikte
uygulandiginda, KKH'lerinde non-KKH'lerine gbre daha belirgin apoptotik etki
olusturdugunu ortaya koydu. Bu bulgular, DETA NONOate'in ZA ile birlikte
uygulanmasinin apoptotik etkisinin KKH'lerinde non-KKH'lerine gére daha anlamli
oldugunu gosterdi.

Kaspazlar apoptozu geri donlUsumsuz bigimde indukleyen o6nemli bir
protein ailesidir. Mezotelyoma MSTO-211H hucre hattinda ZA'in apoptotik etki
mekanizmasinin small interfering RNA (siRNA) ile gen susturma yontemi
kullanilarak arastinldigi bir calismada mezotelyoma hucrelerinde kaspaz 3, 7, 8,
9 ve poliADP-riboz polimeraz (PARP) proteinlerinde aktiflesme tespit edilmistir
(166). Diger bir galismada Ullen ve arkadaglari ZA’in Ug farkl renal kanser hicre
hatti Gzerinde etkilerini arastirmiglar, ZA’'in bu hicrelerde kaspaza bagimli
apoptotik etkisini ortaya koymuslardir (101). Yine diger bir giincel galismada Varol
ve arkadaslari PC3 prostat kanseri hucre hatlarinda ve onlarin docetaxele direncli
turlerinde ZA'in sitotoksik ve apoptotik etkilerini incelemigler ve ZA’in dozunun
arttigr oranda prostat kanseri hucrelerinde DNA fragmantasyonu ve kaspaz-3 ile
-7’nin aktiflestigini tespit etmislerdir (167). ZA’in, 0zellikle tUmarijenik potansiyeli
yuksek hucrelerde (PC3, MCF 7) tumorijenik etkisi dusik ya da bulunmayan hicre
hatlarina (LNCaP, MCF 10a) kiyasla daha etkin bir bicimde hucre
proliferasyonunu inhibe ettigi ve survivin, kaspaz 3 ve 7-Uzerinden apoptozu
indUkledigi bildiriimektedir (104). Bizim c¢alismamizda da ZA'in prostat
KKH'lerinde kaspaz-9 ve-4 ve non-KKH'lerinde kaspaz-7’'nin hem gen ifadesini
hem de protein duzeyini arttirdigini saptamis olmamiz yukaridaki arastirma
sonuglarl ile uyum gostermektedir. ZA'in DETA NONOate ile birlikte
uygulandiginda, bu genlerin ifade seviyesinin ZA'in tek uygulanmasi durumun
arasinda bulunan sonugclar arasinda anlamli bir degisiklik bulunmadi.

Bcl-2 ailesi proteinleri intrensek mitokondrial apoptotik yolak ve tumor
nekroz faktor ile tetiklenen ekstrensek apoptotik yolak Uzerinden
dizenleyebildiklerinden apoptotik yanit agisindan énemlidirler (168). ZA'in bu
protein ailesinde anlamh degisiklikler olusturdugunu gosteren c¢alismalar

mevcuttur. Bu baglamda, Wang ve arkadagslari ZA'in apoptotik etkilerini Hela,
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SiHa ve CaSki olmak Uzere ug¢ farkli insan serviks kanseri hucre hattinda
incelediklerinde Bcl-2 ve BAX molekullerinin seviyelerinde degisiklik tespit etmis
ve bu durumun ZA'in apoptotik etkisi ile iligkili oldugunu bildirmiglerdir (169).
Ottewell ve arkadaslari fare modeli kullanarak in vivo ortamda klinik dozlarda dnce
doksorubisin ve ardindan ZA verildiginde erken evre meme tumorlerinin buyumesi
tzerine olan etkileri incelemislerdir. Once doksorubisin ardindan ZA verildiginde
subkutan meme timaorandn bayimesi ve kemik metastazi engellenmis, ilaglarin
iki ayri tedavi seklinde uygulanmasi kombine tedaviye goére daha etkili
bulunmustur. Tumorler incelendiginde yuksek duzeyde apoptoz gostermisler, gen
analizlerinde BCLXL proteininde artis ve kaspaz-3,-8,ve -9’da aktiflesme tespit
edilmigtir (170). Uzun sureli ZA tedavisi ZA direncine neden olabilir ve bu durumda
kanser hucrelerinin apoptotik aktivitesi de azalir. Bu baglamda Aoyagi ve
arkadaslan A549 ve H1650 kuguk hucreli akciger kanseri hdcrelerinin ZA’e
direncinin mekanizmasini arastirmiglardir. Arastirmacilar bu hucreleri devaml
olarak ZA ile muamele ederek direngli bir populasyon elde etmisler ve bu
hicrelerde BCL-2 ailesi genlerinin ifadesini inceleme altina almiglardir. ZA'e
direng gosteren huicrelerde BCL-2 ailesi genleri icinde sadece BAX geninde
anlaml bir ifade azalmasi tespit etmiglerdir. Bu durum ZA direncinden BAX
genindeki down-regulasyonun kismen sorumlu olabilecegini dusundurmugtur
(171). Bizim galismamizda, BCL-2 ailesi proteinlerden BCL-2 proteini hem prostat
KKH hem de non-KKH'lerinde anlamli down-regule bulunmustur. Bu aileden Bad
proteininin ise gen ifadesi ve hicrede bulunan protein seviyesi hem KKH ve non-
KKH'lerinde anlamli dlizeyde yuksek bulundu. BAX geni ise sadece KKH'lerinde
anlaml yuksek bulundu. ZA'in DETA NONOate ile birlikte uygulandiginda, bu
genlerin ifade seviyesinin ZA'in tek uygulanmasi durumun arasinda bulunan
sonuglar arasinda anlamli bir degisiklik bulunmad.

Mitokondri aracili apoptotik sture¢ mitokondriyal permeabilite degisikligi ile
baslar, ardindan sitokrom C ve apoptoz indukleyici factor gibi apoptojenik
faktorlerin salinimi gergeklesir (172,173). sitozolde sitokrom c/Apaf-1/prokaspaz-
9 apoptozom kompleksi apoptozu baglatan kaspaz-9'u aktive eder, bu da yolagin

devamindaki diger efektor kaspazlarin aktivasyonuna yol agar.(174). Bcl-2 ailesi
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proteinleri, voltaj-bagiml anyon kanali gibi mitokondriyal kanallarla etkileserek
mitokondriyal permeabiliteyi duzenlerler (175,176). Bu ailenin BAX ve Bid gibi pro-
apoptotik etkili Gyeleri apoptotik faktorlerin salinimini uyarir. Bizim ¢alismamizda
ZA uygulamasi prostat KKH’lerinde antiapoptotik etkili Bcl-2 ekspresyonunu
azaltip kaspaz-9, 4, BAX ve Bad gibi pro-apoptotik etkili proteinlerin miktarlarinda
artisa neden oldu. Bu bulgular, prostat KKH’lerinde ZA ile indUklenen apoptozun
mitokondri-bagimli intrensek yoldan kaspaz-9 ve Bcl-2 ailesi proteinlerin
modulasyonu ile gergeklestigini dusindirmektedir.

Apoptozda onemli role sahip diger bir protein, apoptotik proteinlerin
inhibitéridir (IAP). ik olarak Baculovirus'ta, ardindan Drosophila ve memelilerde
de tanimlanan anti-apoptotik etkili bir protein ailesidir (177). Bu proteinlerin
kaspaz aktivitesinin dizenlemesi, hucre boluinmesi ve sad kalim yolaklarinin
dizenlenmesinde rolu oldugu dusunulmektedir. Simdiye kadar bu proteinlerden
tanimlananlar NAIP (neuronal apoptosis inhibitory protein; BIRC1), clAP1 ve
clAP2 (sirayla cellular inhibitor of apoptosis 1 ve 2; BIRC2 ve BIRC3), XIAP (X-
chromosome binding IAP; BIRC4), survivin (BIRCS5), BRUCE (Apollon; BIRC6),
livin (BIRC7) ve Ts-IAP (testis-specific IAP; BIRC8) ‘dir (178). IAP proteinlerin
onkogenezde ve antitumoral tedavideki direncgte katkisi oldugu gosterilmistir. IAP
proteinlerin overekspresyonu l6semi, B hucreli lenfoma gibi ¢esitli kanserlerde
tespit edilmistir. Ayrica Deveruax ve ark., IAP1 ve IAP2 proteinlerinin kaspaz-9 ve
ardindan kaspas-3 ve -7 proteinini inhibe ettigini gostermislerdir (24). Bu projede
inceledigimiz |AP ailesi proteinleri arasinda, BIRC2 (IAP1) ve BIRC3 (IAP2)
proteinlerinin anlamli sekilde down regule oldugunu saptadik. Hem KKH’leri hem
de non-KKH'lerinde ZA ile muamele BIRC2 ve BIRC3 proteinlerinde down-
regulasyona neden oldu. Bizim bulgularimizdada, hucreler ZA ile muamele
edildiginde IAP1 ve IAP2 proteinlerin azalmasi ve kaspaz-3, -4 ve -9'ta yukselme
literatirdeki galismalarin sonuglari ile uyumludur. ZA'in DETA NONOate ile birlikte
uygulanmasinda, KKH'lerinde hem BIRC2 ve hem BIRC3 genlerinin ifadesinde
ZA'in tek uygulanmasi durum ile karsilastiginda anlamli azalig goéruldd. Non-

KKH'lerinde ise, anlamh degisiklik bulunmadi.
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Azotlu bifosfonatlarin izoprenoid sentezini inhibe ettikleri bilinmektedir
(179). Bu bilesikler izoprenoid difosfat lipidlerin analogu gibi davranarak farnezil
pirofosfat sentazi inhibe ederler, bunun sonucunda Ras, Rac ve Rho ailesi gibi
kicuk G proteinlerin translasyon sonrasi farnezilasyonu inhibe olur (180). Bu
bilgilerin 1s1ginda, bifosfonatlarin indukledigi apoptozun mekanizmasi olarak
mevalonat yolaginin inhibisyonu Uzerinde 6nemle durulmaktadir (181-184).
Gobel ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada, MDA-MB-231, MDA-Bone
ve MDA-Met gibi gesitli meme kanseri hiicre hatlarinda statin ve ZA ile mevalonat
yolagdi inhibe edildiginde kaspaz-3 ve -7’de aktiflesme ve apoptoz duzeyinde
anlamli artis oldugu gosterilmistir (185). Bizim calismamizda da prostat
KKH’lerinde kaspaz-7 ve -4’de aktiflesme ile ortaya kondugu gibi apoptozun non-
KKH’lerine gore anlamli bir sekilde induklendigi gozlendi. KKH'lerinde
saptadigimiz bu apoptotik indliksiyonun nedeni mevalonat yolaginin ZA
tarafindan inhibisyonu olabilir. Bu savi destekleyecek daha ayrintili ¢galismalarin
mekanizmalarin aydinlatilmasinda yararl olacagi kanaatindeyiz.

Onceki arastirmalar, BIRC2 ve BIRC3'lin nikleer faktor-kB (NF-kB)
sinyalizasyon ve apoptozunun duzenlenmesinde onemli rol oynadigini
gOstermektedir (187). NF-kB ve hedef genleri, kanserin tim &zelliklerinde
mediator olarak katkida bulunmustur (188,189) ve anti-apoptoz ve sagkalimda
baylk bir role sahiptirler. DU-145 hucrelerinin NF-kB'yi aktive eden surekli aktif
IkB kinaz kompleksine (IKK) sahip olduklari bulunmustur. Bdylece, NF-kB'nin
surekli aktivasyonu, DU-145 hucre hattinin apoptozu uyaran terapotik ajanlara
karsi direncinde merkezi bir rol oynamaktadir (190,191). Calismamizda BIRC2 ve
BIRC3 proteinlerinin DETA NONOate ve ZA tarafindan down regulasyonunun,
aneksin V deneylerinde goruldagu gibi NF-kB yolagini inhibe edebilecegi ve
hicreleri apoptoza duyarl hale getirebilecegi sonucu olabilir. Huerta-Yepez ve
arkadaslari, DETANONOate'in prostat kanseri hucrelerindeki NF-kB aktivitesi
Uzerindeki etkisini inceledi ve DETANONOate'in NF-kB aktivitesini 6nemli dlgide
inhibe ettigini gosterdi (192). Bu sekslde NO, hucreleri apoptoza duyarli hale
getirebilecegi ve ZA'in bu hucrelerde apoptozu indukleyebilecegi bir mekanizma

olabilir.
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Bu galismada, Det. Ve ZA'in, KKH'lerdeki BIRC2 ve BIRC3'Un belirgin
sekslde down regulasyonu ile, bu hicrelerdeki non-KKH'lere kiyasla daha fazla
apoptozu indukledigi gosterilmistir. Diger taraftan, insan prostat kanserinde
KKH'lerin artmig NF-kB sinyali oldugunu gdsteren kanitlar mevcuttur (191). Bu
nedenle, NO'in Onleyici etkisinin daha guglu olabilecegini ve ZA ile apoptoz

indUksiyonu icin hdcreleri sentitize edebilecegini dusundurebilmektedir.

BOUM VI

6. Sonug ve Oneriler

Kanser kok hicreleri kendi kendini yenileyebilme ve farkl timor alt tiplerine
donusebilme 6zelligine sahip kiiguk bir hiicre populasyonu olarak, tumaor yiginini
olusturan diger daha dusuk timor olusturma potansiyeline sahip hicrelerden
(non-Kanser kok hucre) ayrilmaktadirlar. TUmorin tekrarlamasindan, uzak
metastazdan, anjiyogenezden ve ilag direncinden kanser kok hucrelerinin
sorumlu oldugu dusunulmektedir. Kanserlerin ¢ogunda, radyoterapi iyi bir
noninvaziv tedavi segenegi ve ylksek sagkalim oranlari sunarken, kanser kok
hicreleri Gzerine etkili olmadiklari igin tedavinin etkinligi de disuk olabilmektedir.
Her ne kadar kanser kok hicreleri timar kitlesinin gok ktguk bir oranini olustursa
da tedaviye direncin ortaya ¢ikmasinda basrolu oynarlar. Bu nedenle kanser
tedavisi icin temel olarak kanser kdk hucrelerini ortadan kaldiracak daha etkili
ajanlarin geligtiriimesi gerekmektedir.

Bu calismada elde edilen veriler, ZA'in ve onun DETA NONOate ile birlikte
uygulanmasinin 6zellikle DU145 CD133%/CD44" KKH’lerinde doza ve zamana
bagimh olarak sitotoksik ve apoptotik etkiye neden oldugunu goéstermektedir.
DETA NONOate ve ZA'in insan prostat kanseri DU-145 KKH ve non-KKH'leri
Uzerindeki apoptotik etkilerinin arastinldigi bu tez calismasinda asagidaki

sonugclar elde edilmigtir;
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. Bu calisma DETA NONOate ve ZA'in KKH'leri Gzerindeki etkilerini
inceleyen ilk galismadir.

. DETA NONOate ve ZA'in ve onlarin birliktr uygulanmasinin insan
prostat kanseri DU-145 hucrelerinden izole edilen KKH ve non-
KKH'lerinde hem doza bagimli ve hem zamana bagimli olarak
sitotoksik etki gosterdigi ortaya konmustur

. ZA’in I1Cso de@eri 72. saatte DU-145 KKH’leri i¢cin 108 pM, non-
KKH'lerinde ise 96 uM olarak hesaplandi. DETA NONOate ise bir ICsg
degei bulunmadi.

. ZA'in prostat kanseri DU-145 KKH'leri Uzerindeki sitotoksik etkisinin
non-KKH'lerine gore anlamli olarak yuksek oldugu belirlendi.

. 1Cs0 dozunda ZA ile muamele edilen ve DETA NONOate ile birlikte
muamele edilen her 2 deney grubunda apoptozun indUklendigi
saptandi.

. ZA'in ve DETA NONOate ile birlikte muamele edilen prostat kanseri
DU-145 KKH'leri Uzerindeki apoptotik etkisinin non-KKH'lerine gore
anlamli olarak yuksek oldugu belirlendi.

. 1Cs0 dozunda ZA ile 72 saat muamele edilen prostat kanseri DU-145
KKH'lerinde apoptoz ile iligkili genlerin ifadesinde olusan degisimler
incelendiginde pro-apoptotik kaspaz-9 ve -4, BAD ve BAX genlerinin
ifadesinde artis gozlenirken anti-apoptotik BCL-2, BIRC2 ve BIRC3
genlerinin ifadesinde azaligin oldugu goéraldu.

. Ayni doz ve sure ile ZA uygulanan prostat kanseri DU-145 non-
KKH'lerinde ise pro-apoptotik olan kaspaz-7 ve BAD genlerin
ifadesinde artig, anti-apoptotik BCL-2, BIRC2 ve BIRC3 genlerinin
ifadesinde azalis saptandi.

. ZA ile uygulanan DU-145 KKH'lerinde ifade seviyesinde anlamli
degisim bulunan genlerde, DETA NONOate ile birlikte muamele
dildikten sonra, BIRCZ2 ve BIRC3 genlerinin ifadesinde daha fazla azalis

saptandi.
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10.ZA ile uygulanan DU-145 non-KKH'lerinde ifade seviyesinde anlaml

11.

degisim bulunan genlerde, DETA NONOate ile birlikte muamele
dildikten sonra, genlerinin ifadesinde anlamli bir degisim saptanmadi.

protein duzeyleri immunofloresans muamele edilen yontemi ile kalitatif
olarak degerlendirildi. Degerlendirme sonugclari ifade seviyesinde

anlamli degisim bulunan genlerle uyumlu idi.

Hiicre kdltirt ¢alismasi ile ortaya koydugumuz ZA’in ve onun DETA
NONOate ile birlikte uygulaniimasi, prostat KKH’leri Uzerindeki
sitotoksik ve apoptotik etkilerinin deneysel hayvan modelleri ile de
desteklenmesi ve olumlu sonuglar alindigi takdirde klinikte &6zellikle
meme kanserinin adjuvan kemoterapisinde kullanilan bu ajanin prostat
basta olmak lizere diger kanser tiirlerinde de kullanilarak KKH’lerine
bagli olarak gelisen kanser nliksl ve ilag direnci gibi olumsuz klinik

durumlarin Ustesinden gelinmesine katki yapacagi kanaatindeyiz.
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