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ONSOZ

ic Hastaliklari Anabilim Dalr’ndaki uzmanlik ggimim boyunca bana tim
calsmalarimda her zaman maddi ve manevi destek @tarmdastaliklari Anabilim Dali

Baskani sayin Prof. Dr. Fehmi Akgicek’e en icten duggumla tgekkir ederim.

ic Hastaliklari ihtisasim siresince klinik ealalarda ve 0zellikle laboratuar
arsstirmalarinda hem teknik hem teorik bilgi yonindértimime sa&ladigi buyik katki ve bu
tezin hazirlanmasindaki yol gosterigihden dolayl tez hocam sayin Prof. Dr. F.Rughan
Uslu'ya tesekkir ederim.

Uzmanhk gitimimin her doneminde vergi destek ve gtimime katkisi nedeniyle
sayin Uzm. DrS.Burcak Karaca'ya tekkir ederim.

Amerikan Kanser Cemiyeti tarafindan 2007 yilindaiHanan raporda tim dinyada
yaklasik 12 milyondan fazla yeni kanser vakasi ofacédunlarin 5,4 milyonunun ekonomik
acidan gefimis ulkelerde ve geri kalan 6,7 milyonun ise ekonorolarak gel§mekte olan
Ulkelerde goruleca tahmin edilmektedir (1). Yine ayni raporda 200% icinde global total
kanser dlumlerinin 7,6 milyon i olacgsl, bu rakamin 2050 yilinda 17,5 milyona galegs!
tahmin edilmektedir. Turkiye’de 2001 yili kansadansi 60,5/100,000'dir (2).

Gunumuzde prostat kanseri bati tlkeleri ve Turldgeerkekler arasinda en sik gorilen
kanser turleri arasindadir. Tedavidglaaan pek ¢ok ilerlemeye gaen hala yiksek bir 6lum
oraniyla seyretmektediileri evre prostat kanseri vakalarinda hastanin thigiitesini bozan
¢ok dnemli semptomlar bulunur. Bu nedenlerle ptasaaseriyle ilgili olarak yapilacak temel
calismalar klinige uygulanabilir yeni yontemlerin ggiirilmesi acisindan buyidk 6nem
tasimaktadir.

Bu calsma tumiyle Ege Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi Olofi Bilim Dali
Arastirma Laboratuvar’'nda gercekteilmistir. Calismamizin prostat kanserli hastalarin

tedavisine katkida bulunmasini diliyoruz.
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- GIRIS VE AMAC:

Gelismis Ulkelerde, prostat kanseri, erkeklerde ikinci géntani konan kanser tirl olup
kanserden 6lum sebeplerinde lcuncl sirada yer sdohakYa ve etnik kéken gibi faktorler
bir yana, pozitif aile dykisu bilinen muhtemel einchj risk faktérudir. Klinik olarak prostat
kanseri, lokal veya ileri evre prostat kanseri akakagimiza cikmakta ve tedavi secenekleri
medikal takipten androjen-ablasyon tedavisine katksebilmektedir. Erken evre prostat
kanseri icin sgkalim orani yiksek olmakla birlikte ntikseden tirabiin yeterli bir kurtarma
tedavisi bulunmamaktadir. Androjen-ablasyon tedaNéslemis prostat kanseri hastalarinin
yaklasik %70-80’'inde semptomlarda azalmalsanakta, fakat timarlerin go takipteki 2 il
icerisinde androjen amsiz duruma gelmektedir. Hormon refrakter hasti@aortalama
sggkalim 12 ile 18 ay arasinda @gmektedir ve bu donemde en etkili kemoterapd6tik ajan
dosetakseldir.

Ozellikle kemik metastazlar vaginda hastalik siklikla iskelet sistemiyle ilgili
morbiditeyle seyreder. Bugun genellikle kemik m&takarinin palyasyonu icin osteoklastlari
inhibe edici etkileri nedeniyle bifosfonatlar tdr@dilmektedirler.

Bir bifosfonat olan zoledronik asit kep@ metastaz yapsprostat kanserli olgularda
yaygin olarak kullaniimaktadir. Bununla birlikterkik metastaziyla sinirli bir kullanim alani
bulunan zoledronik asitle ilgili yapilan ¢ghalar bu hastagiin tedavisine yonelik daha geni
bir kullanim alani ve fayda vaat etmektedir.

Bu calsmada zoledronik asitin, hormon-refrakter prostatdeai hiicre hatlarinda ( PC-
3 ve DU-145) anti-tumoral ve anjiogenik sitokin pkssyonu Uzerinde etkisinin bulunup

bulunmadginin gézlemlenmesi amaclargtr.



ll- GENEL B iLGILER:

PROSTAT KANSERI

Epidemiyoloji

Prostat kanseri, bati Ulkelerinde erkekler arasianasik gorilen nonkitantz kanser
turddiur ve kansere pa 6lum nedenleri arasinda ikinci sirada yer alradkt A.B.D.’de 2010
yilinda 217.730 kinin prostat kanseri tanisi algeave bunun da erkeklerdeki kanser
vakalarinin % 25’ini olgturac&l, yine 2010 yihl icin 6len vaka sayisinin 32.05§ klacas
ongorilmektedir (3). Ysam boyu prostat kanseri tanisi alma riski 1/6; fatokanserinden
olum riski ise 1/30°dur (4). Prostat kanserine yakena riski yala birlikte artar. Ortalama tani
konma yai 72’dir. Siyah erkeklerde ortalama tansyheyazlara gore daha diktur. insidans
ve mortalite ise siyahlarda beyaz erkeklere gotedaiksektir. Uluslararasi Kanser Atlama
Merkezi'nin Tarkiye ile ilgili 2002 yili verilerinegdre erkeklerde en sik gorulen kanser turleri

arasinda prostat kanseri yiizde 5,5 ile 6. siratlanmaktadir.

Etiyoloji ve risk faktorleri
Prostat kanserinin sebebi tam olarak bilinmemekteBlazi faktorler risk argindan

sorumlu tutulmaktadir.

1- Yas: Prostat kanseri gglmi igin en gugli risk faktort yaur. Prostat kanseri 40 ya
oncesi c¢cok nadirdir, fakat 50 yasonrasinda prostat kanseri olnansi hizla
artmaktadir. 65 yaiistl her 3 erkekten 2’sinde prostat kanserggedktedir.

2- Irk: Prostat kanseri, ger irklar ile kagilastirildiginda Afro-Amerikan’larda daha

sik gorulmektedir. Afro-Amerikan’larda ileri evrergstat kanseri daha sik tani



almakta ve beyazlara goére 6lim oranlari 2 kat fatteaktadir. Etnik kékenin nasil
fark yarattgl bilinmemektedir.

Aile Oykiisii: Babasinda veya erkek kaidde prostat kanseri tanisi bulunan bir
erkek, prostat kanseri gghni icin 2 kattan fazla risk tamaktadir. Kanserli akraba
sayisi arttikga risk daha da artmaktadir.

Genler: Prostat kanseri ile gkili bulunan ilk gen lokusuHereditary Prostate
Cancer Locus-1 (HPCHir. HPCl'e ek olarak alti genetik lokus daha
tanimlanmgtir (5). RNASEL, MSR1, ELAC2, AR, CYP17 ve SRD5AZ2optat
kanseri gekimi ile iliskili kalitimsal genlerdir. Prostat kanseri getinde rol
oynayan somatik gen gmiklikleri ise GSTP1, NKX3.1, PTEN, CDKN18 ve AR
genlerinde olabilmektedir. Tam olarak amlamamasina gmen TMPRSS2-ERG
fuzyonunun sikfil da dikkat cekmektedir (6).

Diyet: Prostat kanseri ile diyetin gkisi net dgildir fakat yuksek-kalorili ve ya
tuketimi fazla olan bireylerde prostat kanseri dédma gortulmektedir. Yapilan bir
meta-analizde, domates tuketimi ile prostat kansiski arasinda negatif bir
korrelasyon izlenmstir (7). Bunun dginda selenyum, E ve D vitaminlerinin
tuketilmesi de prostat kanseri risk azalmasi ikkili bulunmustur (6).

Egzersiz: Yapilan gu calsmada egzersizin prostat kanseri galini azalttg)
gosterilememtir. Buna kagin bazi caymalarda, egzersiz yapan ileri sya

erkeklerde ileri evre prostat kanseri gafiinin daha az oldgu gozlenmgtir (8).



Patoloji

Prostat kanserlerinin %95’i adenokarsinomdugedinadir gorulen histolojiler arasinda
sarkom, lenfoma, kicuk hicreli karsinom ve transm} hicreli karsinom sayilabilir. Prostat
kanseri multifokal olma glimindedir ve genellikle periferal bolgeden gali(cerrahi kapsul).
Prostat adenokarsinomunun biyolojisi timdoriin hggtklderecesinden (grade) dnemli 6lgtide
etkilenir. DUk dereceli tumorler uzun slre yayihm gdstermed#alabilmektedir. Nodal
tutulum old@gunda uzak metastaz hemen hemen her zaman mevéutistat kanseri en fazla
kemige metastaz yapar ve @o zaman osteoblastik lezyonlar olarak gerggkleUzak
parankimal organ metastazi ise nadiren gorulur.

Gleason skoru biyopsi ile alinan dokunun histolggpisinin incelenmesiyle primer ve
sekonder olarak belirlenir. Primer puan dominanstdiojik yaplyi; sekonder puan
nondominant doku miktarini ya da fokal yiksek deliebir alani derecelendirir. Primer ve
sekonder puanlar 1'den (iyi diferansiye) 5'e (kdtiferansiye) kadar dgsir. ki degerin
toplamiyla 2 ile 10 arasinda Gleason skoru eldkr e@i bu skorun prognostik bir 6nemi vardir

(Tablo 1) (9).

Tablo 1. Metastatik hastalik riski

Gleason skoru Metastatik hastalik gttme riski (%)
2-4 20
5-7 40
8-10 75

Semptom ve Bulgular
Lokalize hastafii olan erkekler asemptomatik olabilir veya benigospat hipertrofisi

benzeri alt Uriner sistem semptomlariyla seyredel@blgesel hastah olanlarda hematuri sik



gorultr. Metastatik hastalik vaginda ise kemik grisi, alt ekstremitede 6dem, patolojik kirik,

anemi, kilo kaybi ve nadiren spinal kord basisghldri izlenebilir.

Tani

Tani genellikle anormal PSA dizeyi velveya dijitedktal muayeneyi takiben
transrektal ultrasonskginde yapilan kor biyopsi ile konmaktadir.

Tarihsel olarak 4 ng/mL Uzerinde bir PSAgde biyopsi endikasyonu olarak kabul
edilmigtir. Bununla birlikte daha diiik PSA dgerlerinde de kanser gorilebithe dair veriler
mevcuttur. Biyopsi ile tani konmguprostat kanserli vakalarin % 25'inde PSAgee 4
ng/mL’nin altinda bulunmgtur. PSA, prostat ile ilgili hastaliklara spesifilelirte¢ olarak
kullanilan bir serin proteazdir. Serbest PSA; P3A\'plazma antiproteazlarn olanl-
antikimotripsin vea2-makroglobulin’e bgli olmayan fraksiyonunu odturur. Serbest PSA'nin
total PSA’'ya oranindaki bir dine prostat kanseri bulunma ihtimalinin bt
gostermektedir. Transrektal ultrason (TRUS) ve tatds biyopsilerle birlikte ele alingdinda
PSA degerleri 4-10 ng/mL arasinda olan vakalarin % 20'sind0 ng/mL'nin Uzerinde
olanlarin ise % 60’Inda prostat kanseri saptannaiakta

Gunumuzde prostat kanserinin kesin tanisi prastatlinan histopatolojik veya
sitolojik 6rneklerin incelenmesi ile konmaktadiretérli doku 6rnginin alinmasi en iyi TRUS
esliginde yapilacak kor biyopsi ile olmaktadir. Ainmagesreken ornek sayisi ile ilgili evrensel
bir rakam bulunmamaktadir fakat 50 mL hacmindekidoostattan alinacak 10 6rnek ve daha
blyuk bir prostattan alinacak 12-14 6rnek anlandcaktir (10). Transrektal biyopsinin en
ciddi komplikasyonu % 0,5-1 vakada izlenebilen idg@lu enfeksiyonu ve sepsistir. Bu
nedenle antibiyotik profilaksisi 6nerilmektedir.

Bunlarin dg¢inda taniya yonelik olarak hemogram, bobrek ve digea fonksiyon

testleri, alkalen fosfataz ve giis grafileri yapiimasi gerekli gier testlerdir.



Evreleme
Prostat Kanseri icin TNM Evreleme Sistemi siklikidlaniimaktadir (2002 American

Joint Committee on Cancer-AJCC).

Primer TUmor(T)

Tx: Tumor varlgl degerlendirilememytir
TO: TUmar yok
T1: Klinik olarak elle veya gortintileme ile tespdilemeyen timor
T1la: Dger bir nedenle yapilan prostat ameliyati sirastdanmuy ve
orneklerin %5’inden azinda saptagimor
T1b: Dger bir nedenle yapilan prostat ameliyati sirasimdanmuy ve
orneklerin %5’inden fazlasinda saptgrtimor
T1c: Yuksek PSA nedeniyle yapilan prostapbisinde tespit edilmi
tumor
T2: TUmOr prostat iginde sinirli
T2a: Bir lobun yarisindan azinda timor var
T2b: Bir lobun yarisindan fazlasinda timér v
T2c: Her iki lobda da tumor var
T3: Tumor prostat kapsulingraig
T3a: Ekstra kapsuler yayilim (unilateral véylateral)
T3b: Seminal vesikulleri tutrau
T4: Tumor yapik veya seminal vesikullerin gndaki kongu organlari da
tutmy: mesane boynu, eksternal sfinkter, rektum, levisdstari ve/veya

pelvik duvar tutulumu

Bdélgesel Lenf Nodlari (N)

Nx: Bolgesel lenf bezi 6rneklemesi yapilmami
NO: Bdlgesel lenf bezi metastazi yok

N1: Bblgesel lenf nodlarina metastaz



Uzak Metastaz (M)
Mx: Uzak organ yayilimi desrlendirilemeny

MO: Uzak metastaz yok
M1: Uzak organ metastazi var
M1la: Bolge g1 lenf nodlari tutulumu
M1b: Kemik tutulumu
M1lc: Kemik dginda diger organlarin tutulumu

Histolojik derecelendirme (Grade)

Gx: Histolojik grade dgerlendirilemiyor
G1.:lyi diferansiye (slight anaplasia) (Gleason 2-4)
G2: Orta derece diferansiye (moderate anaplasie@péGn5-6)

G3-4: Kotu diferansiye veya andiferansiye (Gleagd®)

Evre 1: Tla NO MO G1
Evre 2: Tla NO MO G2, 3—4
T1b NO MO Herhangi G
T1c NO MO Herhangi G
T1 NO MO Herhangi G
T2 NO MO Herhangi G
Evre 3: T3 NO MO Herhangi G
Evre 4: T4 NO MO Herhangi G
Herhangi T N1 MO Herhangi G
Herhangi T Herhangi N M1 Herhangi G

Tedavi
I.Lokal Prostat Kanseri (T1, 2)

Hastanin ygt ve genel sglik durumu da rol oynamakla birlikte, tedavi asaskalgin
evresine gore yapilmaktadir. Lokal prostat kansami i¢ ana tedavi se¢cefidbulunmaktadir:

medikal izlem, radyoterapi ve radikal prostatektgiri).



Medikal izlem

Bu yaklaimda hasta belirli araliklarla takip edilerek PSAikgekligi veya rektal
muayene bulgularindaki ggikli ge gore tedavi karari alinir. Semptom geii daha ileri lokal
hastalgl goOsterebildiinden, tedaviye B#ganmasi icin semptomlarin ggii beklenmez.
Konservatif takibin avantaji aktif tedavinin isteayen etkilerinden hastayl korumaktir. Clnku
¢cogu hasta klinik olarak asemptomatik seyredebilmeidanser g1 sebepler ile 6imektedir.
Konservatif tedavi, yym beklentisi 10 yilldan az olan orta-iyi diferamsikanserli hastalarda

onerilmektedir.

Radyoterapi

Lokal prostat kanseri tedavisinde etkin bir yont@mProstat bezi ve kogalugundaki
dokulara 60-70 Gy dozlarinda (bazi serilerde daliiesgk dozlarda) uygulanir. Radyoterapi
icin ideal hasta; tedavi 6ncesi kan PSAele 20 ng/mL’nin altinda olan, dik evrede ve iyi
farklilasmig timori olan, tedavi sonrasinda PSAgel@in 1 ng/mL'nin altina d¢en hasta

grubudur.

Radikal Prostatektomi
Cerrahi teknigindeki ilerlemeler ve prostat anatomisinin taninmasadikal
prostatektomiyi guvenli ve etkili kilmaktadir. 9%tastalik bir seride hastalarin %85’inde 10

yillik tumorsiz sgkalim gozlenmitir.

Il. Lokal ileri Prostat Kanseri (T3)

Kapsul gimi olan hastalarda radyoterapi, uzun zamandirdatansecenek olarak
uygulanmaktadir. Lokal ileri hastalarda radyotemapietkinliginin arttirilmasi icin iki yol
mevcuttur. Birincisi, 70 Gy'den daha yiiksek dozadyoterapi uygulanmasidikinci secenek

ise neoadjuvan (6 ay sure ile) veya adjuvan (3kat#ar) hormon tedavisi uygulanmasidir.

lll. Metastatik Prostat Kanseri

Metastatik prostat kanseri olgularinda ana tedegesgi hormonal tedavidir. Bilateral
orsiektomi, testosteron azaltimi icin standart tedawlysturmaktadir. Metastatikgainin hizli
bir sekilde gecmesini ggamakta ve hormonal tedavi ile ilgili komplians ptemlerini ortadan
kaldirmaktadir.

LHRH analoglart (leuprolide, goserelin ve buserglikimyasal kastrasyonda sik

kullaniimaktadirlar ve bilateral gektomi ile benzer etkinfie sahiptirler. Tedavi B&arinda



testosteron agina yol actiklarindan spinal kord basisi veya mgitokirigl olan hastalarda ilk
2 hafta anti-androjen tedavi ile birlikte kullangwari dnerilmektedir.

Testikuler ve adrenal androjen aktivitesini blogemek icin medikal veya cerrahi
kastrasyon tedavisi ile kombine anti-androjen ted@lutamide, nilutamide, bicalutamide,

siproteron asetat) uygulanabilmektedir.

IV. Hormon-refrakter Prostat Kanseri

Metastatik androjen-lgamsiz prostat kanseri hasfah son evresidir. Uzun yillar
sitotoksik kemoterapi etkisiz olarak kabul edgtirifakat son zamanlarda yapilan gaialarda
dosetaksel (yalniz veya estramustin ile kombine)lakuninin mitoxantron ve steroid
kullanimi ile kasilastirildiginda sgkalimda dnemli fayda g&adigi gozlenmigtir (12). Dahasi,
anjiogenez ve sinyal ileti inhibitorleri gibi biyaik aktif ilaglar ile calsmalar devam

etmektedir.

ANJIOGENEZ

Anjiogenez, mevcut damarlanmadan yeni dallanan danma gelsmesidir. TUmor
gelisimi ve metastazi icin gerekli olan anjiogenez; lfggalisim, yara iyilsmesi ve menstrual
siklus ile iligkili endometrial hiperplazi gibi normal fizyolojilurumlarda da rol oynamakta,
endotel hicre migrasyonu ve proliferasyonunu geesktdamarsal filizlenme gibi birkac
mekanizma ile gercelkymektedir (13). Anjiogenik damarlar ile olgun danaarlarasinda,
anjiogenez ile olgan damarlarin yapisal olarak daha diizensiz olmatabu damarlardaki kan
akiminin da dizensiz olmasi gibi farklar bulunmekta

Tumor anjiogenezi genellikle timoérin buydmesindisgenemekte ve bu sebeple
tumoral dokuda hipoksik alanlar ghmaktadir. Doku oksijen basincinin sdiesi bir¢ok
transkripsiyon faktorinin dretimi ara@liile anjiogenezi uyarmaktadir (14). Bunlarin en
onemlileri HIF-1 Hypoxia-Inducible Factor-Lve HIF-2'dir. HIF'in alfa ve beta olmak Uzere

iki alt Gnitesi vardir. Doku oksijen seviyesinindrésel ihtiyaci katlayabildigi durumda HIF-
alfa, oksien-bgimli prolil hidroksilaza maruz kalmakta ve sonramnvon Hippel-Lindau
proteini ve E3 ubiquitin ligaz ile etkdene girerek 26S proteosome tarafindan

parcalanmaktadir. Doku hipoksisi durumunda iseilphatiroksilasyonu ve bunu takip eden

HIF-alfa yikimi olmamakta, mevcut olan HIF-alfa gelkkte HIF-beta'ya bganarak belirli



gen ekspresyonuna sebep olmaktadir. VEGF, VEGFRIGRAT2, Glucose Transporter 1,
IGF2 ve Karbonik Anhidraz 9'u kodlayan genler, mnterden bazilaridir (13).

Anjiogenik Faktorler

VEGF

VEGF ailesi; VEGF-A, -B, -C, -D, -E ve PIGFPlacenta Growth Factgiden
olusmaktadir (15). Bunlar arasinda en cok gkini olan VEGF-A, hem normal hem de tumor
iliskili anjiogenezde rol oynamaktadir. VEGF-A biyolojetkisini, vaskiler endotel hicre
yluzey reseptérleri olan VEGFR-1 (flt-1), VEGFR-2k{l) ve lenfatik sistemde bulunan
VEGFR-3 ile etkilgim yoluyla gostermektedir. VEGFR-1'in anjiogenezegatif yonde
etkiledigini gosteren c¢agmalar olmakla birlikte damarsal filizlenme ve mégaslia rol
oynadgini gosteren ¢calmalar da mevcuttur (16). VEGFR-2 ise endotel hipcadiferasyonu,
migrasyonu ve endotel progenitor hicre uyariminglasarak anjiogenezde o6nemli rol

oynamaktadir (17).

Anjiopoietin
Anjiopoietinler, damar stabilizasyonu ve blyumesde rol oynayan endotel hiicreye
O0zgul molekdllerdir. Dort tipi bulunan (Ang-1, -23, -4) anjiopoietin molekilu Tie

reseptorlerine Rdanarak etkinlik gbstermektedirler (18).

FGF
Asidik (aFGF veya FGF-1) ve bazik (bFGF veya FGelthak tzere iki formu vardir.
Endotel hicre proliferasyonu ve migrasyonunu uydnman yaninda Kkollajenaz ve

plazminojen aktivatort tretimini arttirmaktadir(d®,20,21).

PDGF

PDGF'nin anjiogenezdeki roli tam olarak bilinmersekr. Yapilan cabmalarda
PDGF'nin in vivo anjiogenezi uyargh ve damarsal yanma sidrecinde aktif rol oynaul
gosterilmitir (22,23).
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TGF-beta

TGF-beta, hem pro-anjiogenik hem de anti-anjioggigellik gostermektedir. Biik
TGF-beta dizeyleri anjiogenik faktorler ve protairaracilgl ile anjiogenezi uyarmaktadir.
Bunun yaninda, ytuksek TGF-beta seviyesi endotalehiidyimesini inhibe etmekte, kas hicre

farklilasmasini ve bazal membran glumunu uyarmaktadir (24).

MMP
Matriks metalloproteinazlar, ekstraselliler matmnksyikilmasinda rol oynayan
proteolitik enzimlerdir. Hipoksi ve asidoz ile akei olan enzimler bazik-FGF gibigér bircok

pro-anjiogenik faktdriin de Gretiminde rol oynamakita

COX-2

Prostaglandin biyosentezinde rol oynayan siklekgig enziminin COX-1 ve -2 olmak
Uzere iki formu bulunmaktadir. COX-2, pro-inflamatdir ve genellikle makrofajlar ve
monositler tarafindan doku hipoksisi ve hasarinaityalarak sentezlenmektedir. COX-2'nin
pro-anjiogenik 6zelfii VEGF ve bFGF ekspresyonunda artmaya sebep oleaandotel hiicre
apoptozunu inhibe etmesindendir (13).

Bunlarin dg¢inda TNF-alfa, TGF-alfa, EGF, anjiogenin, IL-6/8AR-2, GCP-2 ve
ENA-78 anjiogenezi uyaran gdr faktorlerdendir.

Anti-anjiogenik Faktorler

Gunumizde anti-anjiogenik 6zellik gosteren bircakolekil tanimlannstir.
Anjiostatin, endotel ve timoéral hicrelerde apoptozarmaktadir (25). Endostatin, endotel
hicre migrasyonunu inhibe eden ve endotel hiucrédeehsiklusunu bloke ederek apoptozu
indukleyen gucli bir sitokindir. Trombospondin-1SF-1) ise CD36 reseptori aragulile
endotel hiicre apoptozunu uyarmaktadir (26,27). TIf$sue inhibitor metalloproteinase),
ailesinin dort tyesi (TIMP-1, -2, -3, -4) bulunmadir ve matriks metalloproteinazi inhibe
etmektedir. Vazostatin, plateletshili platelet faktor-4 (PF-4) ve osteopontingdr anti-

anjiogenik molekullerdir.
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Anjiogenez ve Prostat Kanseri

Prostat kanserinde anjiogenezin 6nemine bakrda, yapilan ¢gu calgsmada
anjiogenez ile gleason skoru, tumor evresi, metasta sgkalim arasinda klinik korrelasyon
oldugu gozlemlenmitir (28,29). VEGF ekspresyonu, normal prostat dokas az olmasina
ragmen tumoral dokuda belirgin artgtir ve bu durum mikro-damar dansitesi (MVD),
hastalgin evresi ve prostat kanserisKili sagkalim azalmasi ile pozitif gkilidir (30). VEGF
ekspresyonunun yaninda argniviMP-2 ve MMP-9 ekspresyonu prostat tiumaorinin nmalig
potansiyelini daha da arttirmaktadir ve benign fatoshastafii ile kasilastirildiginda
metastatik hastalikta kandaki miktari daha ylksekptaamaktadir (31,32). VEGF
regilasyonunda HIF-1'in 6nemli bir roli olmasinaska ginimuze kadar HIF-1 ekspresyonu
yeterince cakilmamstir.

Hormon ablasyon tedavisi ©Oncesi ve sonrasinda larapiprostat biyopsileri
kassilastirildiginda tedavi sonrasinda VEGF ekspresyonunda azalenatrambospondin
ekspresyonunda artma dikkati cekmektedir (33,34y@d ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada serum PSA dizeyinin 4 ng/mL’'nin altinda @lduhastalarda bFGF dizeyinin
karsinom saptamada ve lokal hastalik ile ileri &lstayiriminda yiksek duyarl@a sahip
oldugu gosterilmgtir (35). IL-8 ekspresyonu ile gleason skoru, hidst@vresi ve MVD
arasinda direkt korrelasyon olmakla birlikte mettikthastalikta serum seviyesi artmaktadir
(36,37). Benzesekilde doku faktori duzeyi ve TGF-beta ekspresyibm@anjiogenez arasinda

korrelasyon bulunmaktadir.

BIFOSFONATLAR

Bifosfonatlar, pirofosfat (PPi) molekilinin seiketanaloglaridir. Pirofosfat
molekiliindeki P-O-P santral yapisinin yerine s&atfr@-P yapisina sahiplerdi§€kil 1 ve 2)
ve pirofosfat molekuline gére daha stabil, ostesildadaki enzimatik hidrolize kgr daha
direnclidirler. Santral yapiya karbon atomu argcille baslanan iki, R1 ve R2, yan zincir
yapisina sahiptirler.

o o 1%
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Sekil 1. Pirofosfatin kimyasal yapisi
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Santral karbon atomuna kovalentglzenan R1 yan zincir, bifosfonatlarin kemik
mineraline bglanmasini sglamaktadir. R2 yan zincir ise molekilin osteokkastelll kemik
rezorpsiyonu inhibisyonu gucint belirlemektedirfoBfonatlar, R2 yan zincirlerinde nitrojen
atom icerip icermemelerine gore Nitrojen-iceren oBfbnatlar (N-BP) veya Nitrojen-
icermeyen Bifosfonatlar (non-N-BP) olmak Gizereghkilba ayrilmaktadirlar (38).

Yapilan calgmalarda hem N-BP hem de non-N-BP’larin osteokleddlaapoptozu
indukledikleri gosterilmygtir (39,40). Her iki grup da apoptozu, caspasesjlage-3 benzeri
proteolitik enzimler aracgh ile uyarmaktadirlar (40). Uygulandiklarindan soifosfonatlar
kemik mineral dokusuna pemnmakta ve rezorpsiyon esnasinda osteoklastlanndan hicre
icine alinmaktadirlar. Non-N-BP’lardan olan etidabnclodronat veya tiludronat molekdlleri,
esansiyel ATP-bamli hiicre i¢i enzimleri inhibe ederek hiicre i¢ogoksik ATP-analoglarinin
birikmesine yol agcmaktadirlar (41). Nitrojen-iceBR’lar (pamidronat, risedronat, alendronat,
ibandronat ve zoledronik asit) ise mevalonat goiainhibe ederek osteoklast apoptozuna yol
acarlar (40, 42). N-BP’lar arasinda zoledronik &Sékil 3), R2 yan zincirini olgturan iki
nitrojenli imidazol halkasi sebebi ile FPPS (fayledifosfat sentaz)'t en etkin inhibe eden
molekuldur (43). Bu inhibisyon, farnesil ve gergeitanil difosfat diizeylerinde azalmaya yol
acarak osteoklast fonksiyonu icin gerekli olan GilRan (Ras, Rho ve Rac gibi)
prenilasyonunun bozulmasina sebep olmaktadir. ®si&tardaki FPPS inhibisyonu ayni

zamanda kaspaz-panlh apoptozu uyarmakta ve MMP aktivitesini inhibenektedir (40,44).
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Ayrica N-BP’lar sitotoksik ATP analogu olan Apppretimini uyararak direkt osteoklast

apoptozunu da uyarabilmektedirler (45).

Zoledronik Asit ve Anjiogenez

Anjiogenez belirtecleri dolamda saptanabilmektedirler. Yapilan Kklinik g¢atalarda,
kemik metastazi olan kanser hastalarinda zoledrasitikullanimi ile VEGF gibi dokan pro-
anjiogenik faktorlerde azalma olgw gozlemlenmitir (46). In vivo ve in vitro cakmalar,
zoledronik asitin endotelyal kapiller benzeri tdpsomu ve revaskuilarizasyonu inhibe @tti
gostermektedir (47). Servikal tumorlerde zoledroasgit uygulamasi, doku makrofajlarindaki
MMP-9 ekspresyonunu ve aktivitesini azaltmaktadi8)( Bu durum hem dojan endotel
progenitor hiicre mobilizasyonunu engellemekte henVEGF-VEGFR ilgkisini azaltmakta-

dir (49).

APOPTOZ

Tdm hcrelerin sinirll dmdarleri vardir ve hicreili pasif nekrotik surecler veya
programli hiicre 6lumu, apoptoz, gibi aktif sire@denucu gercekienektedirr (50). Apoptoz,
insan embriyonik gedimi ve ergkin doku homeostazisinde énemli rol oynamaktadf).(5
Apoptoz sonucunda, vicutta hasarli veya istenmdyirelerin lokal inflamasyon stureci
olmaksizin ortadan kaldiriimasigcaanmaktadir (52).

Apoptoz slrecinde olan hicrelerde morfolojik okatdicre bizgmesi, ygunlasma,
nikleer fragmantasyon, plazma membraninda kabagmkl kromatin y@unlasmasi ve
nikleozomal fragmantasyon gibi morfolojik gigklikler gtzlenmektedir (53). Bu streg
sonunda olgan membran-kapl apoptotik cisimler kgumhUcreler veya makrofajlar tarafindan
tuketilmektedirler.

Fonksiyonel apoptotik yolaklar doku homeostazign igereklidir ve apoptozisteki

duzensizlik ile bircok hastalik durumu arasindakiligosterilmitir. Patolojik olarak artngi

14



apoptoz AIDS, Alzheimer Hastgli ve kardiyak iskemi gibi durumlaringalasmasina neden
olabilmektedir. Apoptozun yetersiz olglw durumlar ise otoimmun hastaliklar ve kanser
gelisimine sebep olabilmektedirler (52). Apoptozdaki &g, kanserin kilit 6zelfiidir ve
kanser gelimi ile timar hicre canlign icin kritik Gneme sahiptir (54).

Apoptoz, i¢c yolak ve di yolak olmak Uzere iki ana sinyal iletim yglaile
gerceklemektedir (55).i¢ yolak, hiicre icindeki geiimsel karetler veya DNA hasari gibi
siddetli hicresel stres durumlarinca tetiklenmekteBis yolak ise endojen Fas ligand veya
Apo2L/TRAIL gibi pro-apoptotik ligandlarin Fas vey2R4 (death receptor 4) ve DR5 (death
receptor 5) gibi pro-apoptotik 6lim reseptorlerbaglanmasi ile aktive olmaktadiig ve/veya
dis yolagin aktivasyonu sonrasindaki hucre yikimi kaspaplarak adlandirilan hicre ici
proteazlar tarafindan gercegtieektedir (56). Apoptoz sinyal ydain aktivasyonu sonrasinda
Kaspaz-2, 8, 9 ve 10 aktif hale gelmekte ve butdaefekttr kaspazlar olan Kaspaz-3, 6 ve 7’yi
aktive etmektedir (57). Aktive olan kaspazlar aktimyozin, spectrin, gelsolin ve filamin gibi
hiicre iskeletinin temel yapilarinin yikimina sebbépakta ve bu da hiicrenin yuvarlaydzasi ve
bizizmesine yol agmaktadir. CAlRg¢spase activated DNAsaracilgl ile DNA fragmantasyonu
gerceklemekte, lamin A, B ve C yikimi ile de nukleer fragrasyon gercekjmektedir.
Apoptoz surecinde gercekén mitokondrial parcalanma ise kaspaz aktivasyomayd BAX
(BCL-2-associated X proteive/veya BAK BCL-2-antagonist/killer-} aktivasyonu sonucunda
mitokondri dg membraninin gecirgedinin artmasi ve mitokondrial intermembrantz

proteinlerin salinimi sonucunda gercgkiektedir (55).
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[lI- MATERYAL VE METOD

Hucre hatlari ve kiltir ortami

Insan hormon-direncli prostat kanseri hiicre hatlm PC-3 ve DU-145, Interlab Cell
Line Collection (ICLC)‘dan temin edildi. Bu hicrethari, 50 ml'lik kaplara (Falcon) RPMI
1640 besiyeri (Kibutz Beit Haemeh, 25115rael) ile birlikte kiltirde ggaltiimak Uzere
yerlestirildi; ortama 2 pM glutamin (Kibutz Beit HaemeR5115, israel), %10 fetal bovin
serumu (Life Technologist) ve % 1 streptomisin aklek tek katman halinde galtildi. Hiicre
kultar islemleri Hood (NuAire,USA) ve inkibatorde (NuAire, A5 gerceklatirildi. Islem
oncesi Hood 30 dakika ultraviyole lambasi ile $iteziedildi ve ardindan alkol ile silindi. Sivi
nitrojende (-196°C) saklanmy olanPC-3 ve DU-145 hiicre ornekleri oda sicgikida eritildi
ve 50 ml'lik flasklara sterifartlarda aktarildi. Uzerine 10 ml besiyeri ekleridask inkubatore
konmadan o6nce kapahafif gewetildi ve hicreler humidifiye, 3C'de %5 CQ ortaminda
cogaltildi. Kultir medyumu haftada iki defa ggtirildi. Pasajlar, hicrelerin galma ve
morfolojileri gozlemlenerek gercekdigrildi. Her pasaj sirasinda ortalama 2 milyon rgjctO
ml besiyeri konmgi flasklara alindi. Hiicreler kaplardan tripsin-EDTBiological Industries
Indianapolis) ile muamele edilerek aymildi ve trypan blue dye exclusion test ile bogeak

hem canlilik hem de enfeksiyon acisindagediendirildi.

ilag

Zoledronik asit (Novartis, Basdkvicre - molekiil girligi: 272,09 g/mol) 0,002 M stok
solusyon olgturmak tzere DMSO’ da ¢6zuldu ve solusyon — 20d€5aklandi. Birinci glinde
300 pl 96’lik well microtiter plate kiltir kaplaankuyucuk bgna 10.000 DU-145 ve PC-3
prostat kanseri hicresi Ucli deney gruplari (cgdk) olgturacaksekilde ekim yapildi. Bu

kuyucuklar 37 °C de %95 hava ve %5 CO2 iceren nasimiémis atmosferde 24 saat enkibe
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edildiler. Bu sekilde kanser hucrelerinin ilaglar konmadan o©nceyukuk tabanlarina
yapsmasina olanak gwmnms oldu. 24. saatin sonunda kuyucuklara gigen
konsantrasyonlarda zoledronik asit (20 uM, 40 uMué4, 80 uM, 100 uM ve 120 uM) tek

tek her deney ¢ defa tekrarlanagakilde eklendi.

Sitotoksisite analizi

Hucreler zoledronik asit ile birlikte 24, 48 ve 82aat sureyle ayni ortamda enkibe
edildikten sonra hicre proliferasyonu ve sitotaksisanalizi icin XTT metoduyla
deserlendirmeye tabi tutuldu.

Tetrazolium tuzuna dayanan kolorimetrik bir metddnoXTT, ilk olarak 1988 de
P.A.Scudiero tarafindan tanimlargtm. Metod tetrazolium tuzu XTT'nin metabolik aktif
cekirdekli hiicre mitokondrilerinde suda ¢ozlinen tnadde olan ve turuncu renk veren
formazan’a dongimu prensibine dayaniS¢kil 4). Balangicta sari olan ortamdaki renk,
madde hucrelerde metabolize oldukga turuncuya giniCanli hiicre sayisi az ise renk
desisimi az olurken canli hiicre sayisi fazla ise rengiglei daha fazla olmaktadir. Hicreler
ve deney yapilacak ila¢ 96 kuyucuktansalu kultlr ortaminda yeterli sire enkiibe edildikten
sonra XTT eklenerek 2-5 saat slreyle muameleye tafilur. Olgan turuncu renk

yogunlugunun absorbansi dalga boyu 450-500 nanometre olanspgektrofotometrede

(ELISA) dlciliir.
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Sekil 4. XTT’nin canli hiicrelerde suda ¢ozinir formazanalgdmu

Bu calsmada dgisen dozlarda zoledronik asit ile 24, 48 ve 72 saed\de enkibe
edilen DU-145 ve PC-3 prostat kanseri hiicreleri X6Klendikten sonra ELISA cihaziyla

sitotoksisite 6lcimune tabi tutulmue % canlilik dgerleri hesaplanmgiir.

Apoptozun deserlendiriimesi

Bu calsmada apoptoz, histon-DNA fragmantasyon analizi vaspgé&z 3/7 enzim
aktivitesi 6lcimu ile dgerlendirilmistir.

DNA fragmantasyonu tayini icin Cell Death DetectighISA plus kit (Roche Applied
Science, Penzberg, Germany) kullanildi. Bu yontenmdere olumu ile ortaya cikan
sitoplazmik histon bgi DNA fragmanlari 6lculdi. Hicreler ilaclarla yeiestre enkibe
edildikten sonra santrif(j ile elde edilen ve nelednlicrelerin membranlarindan ortama cikan

DNA'yI iceren supernatant alindi. Daha sonra higréizis tamponu ile birlikte yeniden
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enkube edildi ve lizis sonrasindaglkan nukleuslar santriflj ile toplandi. Elde edilen
supernatantlar kit ile birlikte verilen streptavidikapli ortama (microplate) gecirildi.
Supernatant DNA fragmanlarina (peroxidase conjufjatee histon proteinlerine (biotin
labeled) kagi antikorlar iceren immunoreagen ile birlikte 2 tsamkibe edildi. Ortamda
hareketsiz bulunan antikor ntikleozom komplekslamiinoreaktif olmayan hiicre yapilarinin
uzaklgtiriimasi icin G¢ defa enkibasyon tamponuyla yikktiaeh sonra peroxidase substrat
solusyonu ile enkiibe edildi. Elde edilen @iimeabsorbansi spektrofotometrik olarak (DTX
880 Multimode Reader, Beckman Coulter) 490 nm eeferdalga boyu ile 405 nm’ de okundu.
Kaspaz 3/7 enzim aktivitesi ise Caspase-Glo AsBagnjega, WI, USA) kullanilarak
deserlendirildi. ilaglarla muamele edilmive edilmemy hiicreler toplam hacim 30@ olacak
sekilde 96 kuyucuk iceren hicre kultira plaklarikéeadi. Kitin ihtiva ettgi 2,5 ml Caspase-
Glo 3/7 Buffer, Caspase-Glo 3/7 substrati ile #arlarak substratin tamamen ¢6zinmesi
sglandi. Elde edilen bu karmdan her kuyucka 100ul eklenerek hiicre kiltturt plakasi oda
sicaklginda 1 saat enkiibe edildi. 1 saatlik enkiibasyomnirsden olgan l[iminesans sinyalleri
¢ok modulli plaka okuyucu ile 6lgtldi (Beckman QGenyl DTX 880 Multimode Reader).
Caspase-Glo 3/7 karmi, kaspaz 3/7 substrati olan DEVD Asp-Glu-Val-Asprapeptid dizisi
lizisine, ardindan da kaspaz subsratinin yikimiag! mlarak liminesans sinyal glumuna
neden olur. Olgan liminesans sinyal miktari, hiucrelerdeki kasp&z &ktivitesiyle dgru

orantili olarak dgerlendirilir.
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Anjiogenezin deggerlendirilmesi

PC-3 ve DU-145 hicre hatlarinda zoledronik asitulgipasi 6éncesi ve sonrasindaki
anjiogenik sitokin profilini belirlemek amaci ileagBio Human Angiogenesis Antibody Array
1 (RayBiotech, GA, USA) Uretici firmanin talimatlaa uygun bir bicimde kullanildi. Bu
teknik ile calgilan sitokinlerin listesi Tablo 1'de gosterilgtir. ila¢ eklenmeyen kontrol hiicre
hatlar ile canlilik analizi sonucu elde edilen 0Céserlerine gbére (DU-145 icin 90M, PC-3
icin 70 uM konsantrasyonda) zoledronik asit eklenen hiictieshadan toplanan supernatantlar
72 saat sonrasinda sitokin profilleri igin giraldi. Bu metod, Gzerinde her bir sitokine 6zgul
antikorlar ile kapli bir zarin bloke edilmesi soswada Orneklerin eklenip oda sicgkhda
enklUbe edilmesi prensibine dayanmaktadir. Sitokptamnasi, enkiibasyon sonrasinda ornek-
antikor kompleksi Uzerine sirasi ile biyotinize ikot ve saretli (yaban otu peroksidaz ile)-

streptavidin eklenerek enkiibe edilmesi ile tamamiaktadir.
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Tablo 1. RayBio Human Angiogenesis Antibody Array 1 ileigdn anjiogenik sitokinler

Sitokin Sitokin adi
Angiogenin Angiogenin
EGF Epidermal Growth Factor
ENA-78 Epithelial Neutrophil Activating Peptide 78
bFGF Fibroblast Growth Factor (basic)
GRO Growth Related Protein
IFN- y Interferony
IGF-1 Insulin-like Growth Factor 1
IL-6 Interleukin 6
IL-8 Interleukin 8
Leptin Leptin
MCP-1 Monocyte Chemoattractant Protein-1
PDGF-BB Platelet Derived Growth Factor
PIGF Placental Growth Factor
RANTES Regulated on Activation, Normal T Expresaad Secreted
TGF-p1 Transforming Growth Factdl
TIMP-1 Tissue Inhibitor of Metalloproteinases 1
TIMP-2 Tissue Inhibitor of Metalloproteinases 2

Thrombopoietin

Thrombopoietin

VEGF

Vascular Endothelial Growth Factor

VEGF-D

Vascular Endothelial Growth Factor-D
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Enkibasyon sonrasindaki sinyal algilagilami Kodak® Gel Logic 1500 gorintileme
sistemi ile gercekkigirildi. Noktalarin miktari bilgisayar destekli imanalizi(Koadaarray® 2.6
software) kullanilarak belirlendi; oncelikle nokdain arka fonu c¢ikarildi ve sonra Kkitlerin
ortalama ygunluguna gére normalize edilerek her kit i¢in normalzgunluklar hesaplandi.
Daha sonra her kuyugun hicre protein icefi icin veriler dizeltildi. Her bir sitokinin
goreceli ekspresyon seviyesi, nokta piksel ortaldegarleri + standart deviasyon (SD)’a gore
hesaplandi ve Koadarray@®goritmalari ile her nokta i¢cin 0'dan 100’e kadgiven arafi
saptandi. Nokta piksel ortalama gee, her bir noktanin arka fonu cikarigntoplam
yogunlugunu gostermektedir. Daha sonra, noktgwdugu, nokta alanindaki tim arka fonu
silinen deerlerin toplami ile verilmektedir. Koadarray tarafan bir artefaktin parcasi olarak
belirlenen pikseller dlandi. Guven arah noktasekli, yogunlugu ve homojenitesi gibi birka¢
parametreye dayanmaktadir. 50 * (SD)'dan fazla ol@an deser guvenilir noktayi
gOstermektedir.ilag maruziyeti sonrasindaki sitokin ekspresyonundidgisiklikler, —kat

azalma olarak ifade edildi.

Istatistiksel Analiz

Deneylerdeki veriler GraphPad PRISM 5.0 (San Diggi, USA) kullanilarak analiz
edildi. Tum deneyler “triplicate” olarak yapildi w®nuclar ortalama + SD olarak ifade edildi.
En son dger, U¢ deneydeki ekspresyon orani (y ekseni) + 8D’dlde edilen veriler ile
belirlendi.iki grubun sonugclarinin katastirlmasinda Student’s t test kullanilarak verilaia

yapildi (p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kakdildi).
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IV- SONUCLAR

DU-145 ve PC-3 hiicre hatlarinda zoledronik asitinamana ve doza bgmli anti timoral
etkilerinin gosterilmesi ve IC50 degerinin saptanmasi

DU-145 ve PC-3 hicreleri 96 kuyucuktangln (microtiter well plate) deney ortamina
her kuyucukta 10.000 hicre bulunacakkilde ekildi. Zoledronik asitin alti farkli
konsantrasyonunun (20 puM, 40 uM, 60 uM, 80 uM, B0ve 120 uM) 24. saat, 48. saat ve
72. saatlerdeki sitotoksisitesinin spektrofotonketyidntemle belirlenebilmesi icin U¢ ayri
deney olgturacaksekilde deney planlamasi yapildi. Her deney grubusetiece besiyeri ve
besiyeri ile birlikte hiicre bulunacglkkilde iki adet pozitif kontrol sgandi. Pozitif kontroller
ve farkli ila¢c konsantrasyonlarinin bulurgduher deney ¢ defa tekrarlandi. 20 uM, 40 uM, 60
uM, 80 pM, 100 uM ve 120 puM konsantrasyonlarda dmleik asit DU-145 ve PC-3
hicrelerinin bulundgu deney ortamina eklendi. 24. saat, 48. saat ves@alerde yukarida
bahsedildii sekilde XTT metodu kullanilarak sitotoksisite olgumsiektrofotometrik yontemle
(ELISA) yapildi.

DU-145 hicre hatlari icin elde edilen verilerde 24atte 20 uM zoledronik asit ile %
96, 40 uM zoledronik asit ile % 90, 60 uM zoledtoasit ile % 85, 80 uM zoledronik asit ile
% 78, 100 pM zoledronik asit ile % 74, 120 uM zotedk asit ile % 68 canlilik gbzlendi
(Grafik 1). Yine DU-145 hicre hatlarinda 48. sa&feuM zoledronik asit ile % 81, 40 uM
zoledronik asit ile % 78, 60 uM zoledronik asit%e72, 80 uM zoledronik asit ile % 66, 100
UM zoledronik asit ile % 60, 120 pM zoledronik akt% 57 canhlik gbzlendi (Grafik 2). 72.
saat verilerinde ise 20 uM zoledronik asit ile % 88 uM zoledronik asit ile % 80, 60 uM
zoledronik asit ile % 72, 80 uM zoledronik asit%e47, 100 uM zoledronik asit ile % 43, 120

UM zoledronik asit ile % 39 canlilik gozlendi (GkaB).
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Grafik 1. DU-145 hicre hatlarinda 24. saatte zoledronik rasdisisen konsantrasyonlarinda

g0Ozlenen sitotoksisite
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Grafik 2. DU-145 hicre hatlarinda 48. saatte zoledronik rasidigsisen konsantrasyonlarinda

gOzlenen sitotoksisite
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Grafik 3. DU-145 hicre hatlarinda 72. saatte zoledronik rasdisisen konsantrasyonlarinda

g06zlenen sitotoksisite

PC-3 hicre hatlari icin elde edilen verilerde Zhatte 20 uM zoledronik asit ile % 93,
40 uM zoledronik asit ile % 88, 60 uM zoledroniktale % 85, 80 uM zoledronik asit ile %
80, 100 pM zoledronik asit ile % 77, 120 uM zoledkoasit ile % 76 canlilik gézlendi (Grafik
4). Yine PC-3 hicre hatlarinda 48. saatte 20 puMdronik asit ile % 85, 40 uM zoledronik
asit ile % 81, 60 uM zoledronik asit ile % 77, 8M |zoledronik asit ile % 76, 100 uM
zoledronik asit ile % 68, 120 uM zoledronik as#t % 63 canlilik gozlendi (Grafik 5). 72. saat
verilerinde ise 20 uM zoledronik asit ile % 81, A0A zoledronik asit ile % 66, 60 UM
zoledronik asit ile % 55, 80 uM zoledronik asit%#e49, 100 uM zoledronik asit ile % 43, 120

MM zoledronik asit ile % 39 canlilik gbzlendi (Gkab).
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Grafik 4. PC-3 hicre hatlarinda 24. saatte zoledronik ad#fiisen konsantrasyonlarinda gozlenen

sitotoksisite
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Grafik 5. PC-3 hicre hatlarinda 48. saatte zoledronik adigiiisen konsantrasyonlarinda gézlenen

sitotoksisite
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Grafik 6. PC-3 hicre hatlarinda 72. saatte zoledronik adigiisen konsantrasyonlarinda gézlenen

sitotoksisite

Zoledronik asitin her iki hiicre hatti icin 72. Haatespit edilen sitotoksisite yuzdeleri
CalCusyn programina girilerek galan hicre hatlarindaki 1IC50 gerleri belirlendi. Bu
programa gore zoledronik asitin 72. saatte, DUHdé&e hattindaki IC50 g@eri 92,7uM, PC3

hicre hattindaki IC50 g@eri 76 uM olarak tespit edildi.

Apoptoz Deneyi Sonugclari

XTT ile yapilan sitotoksisite deneyleri ile zoledrk asitin farkli konsantrasyonlarda
DU-145 ve PC-3 prostat kanseri hiicre hatlarindiddaksisitesinin gosterilmesinden sonra bu
hicre hatlarinda apoptozu indukleyici etkilerininesairilmasi amaci ile ¢alma metodu
kisminda anlatilgy sekilde DNA fragmantasyonu ve Kaspaz 3/7 aktivitdguldi.

DU-145 huicre hatlarinda 72. saat artan zoledrasit konsantrasyonlarinda DNA
fragmantasyon yuzdeleri Grafik 7’de gdsteritimi Buna gore; 20 uM zoledronik asit ile %
44, 40 uM zoledronik asit ile % 52, 80 uM zoledfoasit ile % 60 ve 120 uM zoledronik asit

ile % 80 DNA fragmantasyon yuzdeleri gozlemlestmi Yine DU-145 htcre hatlarinda 72.
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saat artan zoledronik asit konsantrasyonlarindgp&as/7 aktivitesi dgsim oranlarn Grafik
8'de gosterilmgtir. Kontrol hicre hattina gére; 20 uM zoledronikitaile 2 kat, 40 pM
zoledronik asit ile 3 kat, 80 uM zoledronik asé 4.25 kat, 120 uM zoledronik asit ile 6 kat
artan Kaspaz 3/7 aktivite gigim orani gozlemlenngtir.

PC-3 hicre hatlarinda 72. saat artan zoledronik lemsantrasyonlarinda DNA
fragmantasyon yuzdeleri Grafik 9’da gdsteritimi Buna gore; 20 uM zoledronik asit ile %
64, 40 UM zoledronik asit ile % 72, 80 uM zoledkoasit ile % 80 ve 120 uM zoledronik asit
ile % 90 DNA fragmantasyon yuzdeleri gozlemlegtmi Yine PC-3 hlcre hatlarinda 72. saat
artan zoledronik asit konsantrasyonlarinda Kaspazativitesi dgisim oranlari Grafik 10'da
gOsterilmitir. Buna gore; kontrol hicre hatti ile kdastirildiginda 20 uM zoledronik asit ile
1.6 kat, 40 uM zoledronik asit ile 2.5 kat, 80 ubedronik asit ile 3 kat, 120 uM zoledronik

asit ile 4.1 kat artan Kaspaz 3/7 aktivitggigan orani gozlemlenmngtir.

DU-145

100

% DNA Fragmantasyonu

Zoledronik asit,pM,72.saat

Grafik 7. DU-145 hicre hatti 72. saat DNA fragmantasyon yigte
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Grafik 8. DU-145 hiicre hatti 72. saat kaspaz 3/7 enzim aiediidgisim oranlari
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Grafik 9. PC-3 hiicre hattl 72. saat DNA fragmantasyon ylzrdele
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Grafik 10. PC-3 hicre hatti 72. saat kaspaz 3/7 enzim akgvijeisim oranlari

Anjiogenez Deneyi Sonuclari

Zoledronik asit tedavisi uygulanmayan 4 milyon B@e DU-145 hicresinden elde
edilen supernatantlar ve tedavi uygulanan 4 milyB&-3 ve DU-145 hicresinin
supernatantlari, RayBio Human Angiogenesis Antibddyay 1 (RayBiotech, GA, USA)
kullanilarak hiicre hatlarinca sentezlenen anjidgeitokin profilleri belirlendi. Elde edilen
verilerde guvenilirlik arafii 50 + SD’nin Gzerinde olan sitokinlerin nokta pikselgeéeri,
GraphPRISM 5.0 programi ile istatistiksel olarakaamilik durumu acisindan derlendirildi.

Elde edilen veriler incelenginde PC-3 hiicre hattinda anlaml kakilde Angiogenin,
IL-6, IL-8, MCP-1 ve PDGF-BB sitokinlerinin sekremyunun oldgu gozlendi (Tablo 2). Ayni
hicre hattina elde edilen IC50 konsantrasyonuntidmmik asit tedavisi uygulandiktan sonra

ise Angiogenin sekresyonunda 1.37 kat, IL-6 sekyesgda 2 kat, IL-8 sekresyonunda 1.53

30



kat, MCP-1 sekresyonunda 1.37 kat ve PDGF-BB sgkresida 1.75 kat azalma go6zlendi

(Tablo 3).

Tablo 2. PC-3 htcre hatti Zoledronik Asit uygulamasi dneggiogenik sitokin profili

Sitokin Agiklama Nokta Piksel Degeri £ SD | Giivenilirlik araligi £ SD
Angiogenin | Angiogenin 163,4+3,5 76,5+25
IL-6 Interleukin 6 6,2+0,4 60,5+4,5
IL-8 Interleukin 8 166,0 2,3 775+15
MCP-1 Monocyte Chemoattractant Protein-1 130,8 +1,7 63,0+2,0
PDGF-BB |Platelet Derived Growth Factor 53,8+3,0 785+15

Tablo 3. PC-3 htcre hatti Zoledronik Asit uygulamasi sonaagiogenik sitokin profili

Sitokin Agiklama Nokta Piksel Degeri £ SD | Giivenilirlik araligi £ SD
Angiogenin | Angiogenin 119,0+4,9 73,5+0,5
IL-6 Interleukin 6 3,1+0,4 58,0+1,0
IL-8 Interleukin 8 107,9 +6,6 73,010
MCP-1 Monocyte Chemoattractant Protein-1 95,4 +3,2 73,5+0,5
PDGF-BB |Platelet Derived Growth Factor 30,7+1,8 81,5+15

DU-145 hicre hattinda ise anlaml bakilde Angiogenin, EGF, ENA-78, IL-8, MCP-

1, PDGF-BB, TIMP-1 ve VEGF sekresyonunun @dw6zlendi (Tablo 4). Ayni hiicre hattina

elde edilen IC50 konsantrasyonunda zoledronik &sdavisi uygulandiktan sonra ise

Angiogenin sekresyonunda 1.29 kat, EGF sekresyanun@6 kat, ENA-78 sekresyonunda

4.56 Kkat,

IL-8 sekresyonunda 1.72 Kat,

MCP-1 sekmasnda 1.38 Kkat,

PDGF-BB

sekresyonunda 1.71 kat, TIMP-1 sekresyonunda 1a45& VEGF sekresyonunda 1.76 kat

azalma go6zlendi (Tablo 3).
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Tablo 4. DU-145 hiicre hatti Zoledronik Asit uygulamasi émeggiogenik sitokin profili

Sitokin Agiklama Nokta Piksel Degeri £ SD | Giivenilirlik araligi £ SD
Angiogenin | Angiogenin 1442 +1,6 69,0+5,0
EGF Epidermal Growth Factor 11,5+0,6 79,5105
ENA-78 Epithelial Neutrophil Activating Peptide 7§ 22,8+19 77,5%0,5
IL-8 Interleukin 8 143,1 +4,6 76,0120
MCP-1 Monocyte Chemoattractant Protein-1 54+0,1 64,5 +3,5
PDGF-BB | Platelet Derived Growth Factor 28,8 +0,7 78,0+3,0
TIMP-1 Tissue Inhibitor of Metalloproteinases 1 100,4 +5,2 75,00 £1,0
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 23,1+0,5 76,5+25

Tablo 5. DU-145 hiicre hatti Zoledronik Asit uygulamasi senanjiogenik sitokin profili

Sitokin Agiklama Nokta Piksel Degeri £ SD | Giivenilirlik araligi £ SD
Angiogenin | Angiogenin 111,5+1,6 73,0+4,0
EGF Epidermal Growth Factor 6,9+0,6 78,5+1,5
ENA-78 Epithelial Neutrophil Activating Peptide 7§ 50+0,5 75,0 £3,0
IL-8 Interleukin 8 82,8 +4,2 725+15
MCP-1 Monocyte Chemoattractant Protein-1 3,9+0,3 55,5+3,5
PDGF-BB | Platelet Derived Growth Factor 16,8 +1,7 81,0+1,0
TIMP-1 Tissue Inhibitor of Metalloproteinases 1 69,1 +1,2 72,5105
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 13,1+0,2 82,0+1,0
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V-TARTI SMA

Bu calsmada zoledronik asitin hormon refrakter prostatsksinhticre hatlari olan PC-3
ve DU-145 hiicre hatlarindaki apoptotik ve anti-agginik etkileri argtiriimistir. Bu iki hiicre
hattinin secilmesinde hicre hatlarinin, metastat#an prostat kanserinin agresif yapisina
ornek olyturmalari etkili olmgtur. Her iki hicre hattt da prostat kanserinin Fariki
metastatik lezyonundan elde edignalup birtakim farkli genetik 6zelliklere sahipérl DU-
145 hicre hatti, 69 ymda metastatik prostat kanseri olan bir hastanetastatik beyin
lezyonundan izole edilrgtir ve androjen reseptori negatif, p53 geninde 2asyon (P223L ve
V274F) bulunan hipotriploid karyotipe sahip bir ngidattidir (58). PC-3 hticre hatti ise ileri
evre prostat kanseri olan bir hastanin lomber bestandaki metastatik lezyondan izole
edilmistir ve androjen reseptori negatif, p53 ekspresydulunmayan triploide yakin
karyotipe sahip bir hicre hattidir (59). PC-3 hikettinda, DU-145 ile kadastirildiginda,
anti-apoptotik protein olan Bcl-2 ekspresyonunumaldazla oldgu ve bu hicre hattinin
sitotoksik ajanlara daha direncli oiglubilinmektedir.

Bu calsmada elde edilen veriler incelegigide; zoledronik asit uygulamasinin 72.
saatteki farkli konsantrasyonlarigdelendirilmis, PC-3 hticre hatti icin 7pM, DU-145 hiicre
hatti icin ise 92,7/M konsantrasyonlari gibi IC50 gerleri elde edildii gozlenmitir ve bu da
bu iki hicre hattinin farkh genetik yapiya sahijpnalarina bglanmstir. Literatiirde elde
edilen verilerin aksine bu cainada PC-3 hicre hattinin DU-145e gore zoledrorsk a
tedavisine daha duyarll olgu g6zlenmgtir. 72. saat verileri incelenginde DU-145 hiicre
hattinda 20 uM zoledronik asit ile % 88, 40 uM »otik asit ile % 80, 60 UM zoledronik
asit ile % 72, 80 uM zoledronik asit ile % 47, 1AM zoledronik asit ile % 43, 120 uM
zoledronik asit ile % 39 canlilik g6zleyniPC-3 hiicre hattinda ise 20 uM zoledronik asit ile

% 81, 40 uM zoledronik asit ile % 66, 60 UM zoladkoasit ile % 55, 80 UM zoledronik asit
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ile % 49, 100 uM zoledronik asit ile % 43, 120 pMledronik asit ile % 39 canllik
gOzlenmitir.

Zoledronik asit uygulamasinin, hiicre hatlari Gz#ki sitotoksisiteye apoptoz aragilh
ile neden olmasinin gosterilmesi icin hicreleraradozlarda zoledronik asit uygulandiktan 72
saat sonra hucrelerdeki DNA fragmantasyon yuzdekeiaspaz 3/7 aktivite @dgim oranlari
incelenmgtir. 72. saat DNA fragmantasyon ylzdeleri incelgmtie DU-145 hiicre hattinda 20
UM zoledronik asit ile % 44, 40 uM zoledronik abt% 52, 80 uM zoledronik asit ile % 60
ve 120 uM zoledronik asit ile % 80 DNA fragmantasya6zlenmy; PC-3 hicre hattinda ise
20 UM zoledronik asit ile % 64, 40 uM zoledroniktale % 72, 80 uM zoledronik asit ile %
80 ve 120 uM zoledronik asit ile %90 DNA fragmantas yuzdeleri gbzlemlenstir. Hlcre
hatlarindaki 72. saat Kaspaz 3/7 aktivitegidien oranlarina bakilganda DU-145 hicre
hattinda kontrol hiicre hattna gére 20 uM zoledrasik ile 2 kat, 40 uM zoledronik asit ile 3
kat, 80 uM zoledronik asit ile 4.25 kat, 120 pMetbonik asit ile 6 kat artan Kaspaz 3/7
aktivite degisim orani gbzlemlenngj PC-3 hiicre hattinda ise 20 uM zoledronik asitikat,
40 uM zoledronik asit ile 2.5 kat, 80 uM zoledroasit ile 3 kat, 120 uM zoledronik asit ile
4.1 kat artan Kaspaz 3/7 aktivitegigm orani gozlemlenmgtir. Bu veriler, zoledronik asitin
monoterapi ile, agresif yapidaki prostat kansegrathatlarinda artan dozlarda doz ilezdo
orantili olarak apoptoz aracilikh sitotoksisiteya actgini géstermektedir. Daha 6nce yapilan
bazi calymalarda, bu veriler ile uyumlu olarak, zoledrongitailygulamasinin PC-3 ve DU-145
hicre hatlar Gzerinde zamana ve dozgilidarak artan oranda apoptoz aracili sitotoksyst
neden oldgu gdsterilmgtir (60, 61). Apoptoz surecindeki bozuklun karsinogenezde 6nemili
rol oynadgl goz onine alinginda, agresif yapidaki bu hicre hatlarinda zole#r@sitin
apoptozu induklemesi kanser tedavisi acisindan brodmaktadir.

Anjiogenez, normal prostat dokusunun geksinde fizyolojik rol oynamanin yaninda

prostat kanseri gaimi ve progresyonu gibi patolojik sirecte de 6nenoli oynamaktadir.
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Adolesan dénemde artan androjen dizeyi prostattehtdcre proliferasyonunu ve endotel-
stroma etkilgimi aracilgl ile anjiogenik sitokin Gretimini etkilemektediSolid timorlerde
tumor capinin 2-3 mm'ye wmasi sonrasinda yeterli oksijen dgsten sglanmasi igin
anjiogenezsarttir. Tumoral dokunun uyargh anjiogenez, bu dokunun lokal buyldmesini
sglamanin yaninda malign hucrelerin invazyon ve miatasi da kolaylgtirmaktadir.
Ozellikle metastatik prostat kanserli hasta popjifiasnda standart kemoterapétik ajanlarin
etkisiz veya yetersiz etkili olduklari gbz oOnunendiginda, bu hastalarda anjiogenezin
hastalgin daha bglangicinda engellenmesi hastalik progresyonu aasin 6nem
kazanmaktadir. Bu ¢camada agresif yapidaki her iki prostat kanseri hinattinda zoledronik
asitin artan dozlar ile uygulanmasi sonrasindaezéstien anjiogenik sitokin miktarlari da
incelendi. PC-3 hucre hattindan elde edilen vemeelendginde 6zellikle Angiogenin, IL-6,
IL-8, MCP-1 ve PDGF-BB ekspresyonunda istatistikserak anlamli azalma gozlendi. DU-
145 hicre hattinda ise Angiogenin, EGF, ENA-78,8|LMCP-1, PDGF-BB, TIMP-1 ve
VEGF ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamndigdzlendi. Yine bu veriler de apoptoz
verilerinde oldgu gibi prostat kanserinin heterojen yapisinglibalarak hicrelerdeki genetik
farkliliklara balandi.

Angiogenin, 14-kDa molekuler galiga sahip 123 aminoasitten e&n bazik bir
proteindir ve ilk olarak HT-29 insan kolon adenaltaom hiicrelerinden izole edilgtir (62).
Yapilan calgmalarda angiogenin ekspresyonunun meme, servikdpnkokolorektal,
endometriyal, gastrik, karamr, bobrek, over, pankreas ve prostat kanserindagiar
gOzlenmgtir (63). Bunlarin igerisinde angiogenin ekspresymm prostat kanserinde hastalik
progresyonu ile pozitif korrelasyonunun olmasi dikat cekicidir (64). Yoshioka ve ark.
yaptgl bir calsmada PC-3 hicre hattinda angiogenin down-regulasyon hicre
proliferasyonunu inhibe e#ii gosterilmgtir (63). Bu c¢algmada PC-3 hicre hattinda @M

Zoledronik asit uygulanmasini takiben 72. saatgagenin sekresyonunda 1.37 kat azalma,
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DU-145 hiucre hattinda ise 9 Zoledronik asit uygulanmasini takiben 72. saattgiogenin
sekresyonunda 1.29 kat azalma gozletimi

Embriyogenez, hiicresel farkgtaa, proliferasyon ve anjiogenezde 6nemli rol oymaya
blyume faktorlerinden biri de EGF'dir. Yapilan galalarda normal sigcan prostat dokusunda
yuksek EGF seviyeleri saptargtir (65). De Miguel ve ark. tarafindan yapilan galismada
metastatik prostat kanserinde EGF/EGFR ekspresytanamtma gdosterilngiir (66). Bu ve
benzeri bircok cagmadan elde edilen verilerde, EGF sinyal iletim golée prostat kanserinin
metastaza progresyonu arasinda anlangki iBaptanmgtir (67). Bu ¢camada zoledronik asit
uygulanmasi PC-3 htcre hatlarindaki EGF sekresymeninde anlamli azalma@amazken,
DU-145 hicre hattinda 9QuM Zoledronik asit uygulandiktan 72 saat sonra EGF
sekresyonunda 1.66 kat azalma gozletimi

Birgcok immunolojik ve inflamatuar olayda rol oyray IL-6'nin bazi tiumorlerin
gelisim ve progresyonunda rol oyngdi bilinmektedir. Yapilan cajmalarda kan IL-6
seviyesinin tedaviye direncli metastatik hastaliktgken evre hast@la gore daha yiksek
oldugu gozlenmgtir (68). Malinowska ve ark. tarafindan yapilan balsmada bu sitokin ile
prostat kanseri progresyonu arasinda anlamgkiilgozlenmstir (69). Wallner ve ark.
tarafindan yapilan bir camada ise androjen duyarl prostat kanserinde apaptalikledgi
ve androjen bamsiz fenotipe dongiimu inhibe etfii gosterilmitir (70). Bu calsmada
zoledronik asit uygulanmasi DU-145 hiicre hatlarkinda-6 sekresyonu uzerinde anlamli
azalma sglamazken, PC-3 hucre hattinda i/ Zoledronik asit uygulandiktan 72 saat sonra
IL-6 sekresyonunda 2 kat azalma g0Ozlegtmi

MCP-1; endotel hticreleri, diz kas hicreleri, fiidastlar ve keratinositlerce salgilanan
IL-1 veya TNF-alfa’'ya yanit sonucu sentezlenen, asinve T lenfosit kemotaksisinde rol
oynayan onemli bir sitokindir. Kronik inflamasyondkspresyonunun agtibilinen bu sitokin,

tumordeki makrofaj infiltrasyonunun 6nemli bir bédyicisidir. Yapilan ¢akmalarda in vivo
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ve in vitro tumor biylumesini inhibe eitive desisik timorlerde ekspresyonunun agtti
gosterilmitir (71). Yoshidome ve ark. tarafindan yapilan falismada yuksek metastatik
potansiyeli olan kolorektal kanserde MCP-1 eksprasyun yuksek oldiu gbzlenmgtir (72).

Bu calsmada PC-3 hicre hattinda @& Zoledronik asit uygulanmasini takiben 72. saatte
MCP-1 sekresyonunda 1.37 kat azalma, DU-145 hiatenda ise 9QuM Zoledronik asit
uygulanmasini takiben 72. saatte MCP-1 sekresyanir&8 kat azalma gozlenytir.

PDGF, tirozin kinaz sinyal ileti yofa aracilgl ile hiicre buyimesi, proliferasyonu ve
farklilasmasinda rol oynayan peptit yapida bir buyime fakttr. Risau ve ark. tarafindan
yapilan bir cajmada korioallantoik membranda 6zellikle PDGF-BB'daha fazla olmak
tzere PDGF'nin anjiogenezi induklgdgdsterilmitir (73). Bu calgmada PC-3 hiicre hattinda
70 uM Zoledronik asit uygulanmasini takiben 72. sa@®RGF-BB sekresyonunda 1.75 kat
azalma, DU-145 hucre hattinda ise 9@ Zoledronik asit uygulanmasini takiben 72. saatte
PDGF-BB sekresyonunda 1.71 kat azalma gozlgimni

CXC tip sitokinler tim htcrelerde bulunmaktadir ts@ sitokinler ile anjiogenez
arasindaki igki, yapilan ¢gu calsma ile gosterilmgtir. Bu molekdiller, NH2 terminalindeki ilk
sistein aminoasit ©Oncesinde “ELR” motifi (Glu-Leugd varlgina goére iki gruba
ayriimaktadirlar (74). Bu ELR motifini $ayan (ELR-pozitif) grup anjiogenik 0Ozellik
gostermektedir ve IL-8, ENA-78, growth related gerf&RO«a, GRO$, GRO«) bu gruba
girmektedir. GROs'nin hormon refrakter prostat kanseri dahil bir gokan kanser turiinde
mitojenik ve anjiogenik Ozellik tadig1 bilinmektedir (74). Yapilan ¢aimalarda GRQy gibi
IL-8 ve ENA-78'in de kuguk hucre g akciger kanseri, mide kanseri, melanom ve prostat
kanserinde timor progresyonu ve metastazinda ormembynadgi, anjiogenezi induklegdi
gOsterilmitir (75, 76, 77, 78). IL-8 ve ENA-78 ekspresyonummstat kanserinde hasgah
metastatik potansiyeli ile gkili oldugu bilinmektedir (79, 80). Bu ¢amada PC-3 hicre

hattinda 7QuM Zoledronik asit uygulanmasini takiben 72. saHit8 sekresyonunda 1.53 kat
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azalma, DU-145 hucre hattinda ise @ Zoledronik asit uygulanmasini takiben 72. salitte

8 sekresyonunda 1.72 kat azalma gozlghmi PC-3 hiicre hattinda zoledronik asit
uygulanmasi sonrasinda ENA-78 sekresyonunda an&alma gbtzlenmezken DU-145 hiicre
hattinda uygulamanin 72. saatinde ENA-78 sekresydend.56 kat azalma gozlerytm.

VEGF, vaskiler gecirgenlik faktort olarak da bilinlk olarak 1983 yilinda Senger ve
ark. tarafindan tanimlangtir (81). VEGF geni, kromozom 6p21.3 lokalizasyodanolup
yaklasik 14.000 bazdan ojmaktadir. VEGF geninde 8 exon bulunmaktadir ve mRINA
alternatif kesilmeleri sonucu bilinen 6 izoform ghektadir (VEGF-A, -B, -C, -D, -E ve
PIGF). Bunlar arasinda en c¢ok sdéni olan VEGF-A, hem normal hem de timosghkii
anjiogenezde rol oynamaktadir. VEGF-A biyolojik istki, vaskuiler endotel hicre ylzey
reseptorleri olan VEGFR-1 (flt-1), VEGFR-2 (flk-1 lenfatik sistemde bulunan VEGFR-3
ile etkilesim yoluyla gostermektedir. VEGF'in prostat karsieogzinde, 6zellikle anjiogenez
icin, onemli oldgu bilinmektedir (82). Yapilan c¢amalarda artngi VEGF dizeylerinin,
prostat kanserinde lokal-ileri ve metastatik hagtaprogresyon ile androjen direnci gahi
ile iliskili oldugu gozlenmgtir (83). Metastatik prostat kanserli hastalardazpia VEGF
dizeyinin bg&msiz bir prognostik faktor oldw bircok calsmada gosterilngtir (83, 84).
VEGF ekspresyonunda dnemli rol oynayan HHygoxia Inducible Factgrekspresyonunun
benign prostat dokusu ile kdestirildiginda prostat kanserinde daha fazla g@ldu
bilinmektedir (85). Bu verilere dayanarak anjiogeni@hibisyonu, prostat kanseri tedavi
stratejisinde yer edingtir. Rekombinan anti-VEGF antikoru olan Bevasizumbblorektal
karsinom, metastatik meme kanseri, rekirren glgibla ve metastatik renal hicreli karsinom
tedavisinde FDA onay alsibir biyolojik ajandir. Bir faz 2 ¢cayma olan CALGB 90006
calsmasinda hormon refrakter prostat kanseri olgularindosetaksel/bevasizumab
kombinasyon tedavisi sonrasinda % 42 oranindayghrganit ve % 79 oraninda % 50’den

fazla PSA dilst gozlenmgtir (86). Di Lorenzo ve ark. tarafindan yapilan balsmada daha
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Once dosetaksel ile tedavi edilmmetastatik prostat kanseri olgularinda dosetaksel
bevasizumab kombinasyonu sonrasinda hastalarin’#td&5major PSA yaniti, % 37.5’inde
objektif yanit gozlenmstir (87). Ning YM ve ark. tarafindan yapilan bir liganada 60
metastatik hormon refrakter prostat kanseri valasidosetaksel ve bevasizumab
kombinasyonuna ek olarak oral thalidomide ve preame tedavisi uygulang1% 90 olguda
ilk i¢c ayda % 50'den fazla PSA gigu gozlenmg, ortalama progresyon siresi 18.3 ay,
ortalama sirvi ise 28.2 ay olarak gozlestmi (88). Bunlarin yaninda ekstraseliler ve
intraseliler VEGF reseptor antagonistleri ile yapilfaz 1 ve 2 camalar da devam
etmektedir. Bu ¢cagmada PC-3 hiicre hattinda zoledronik asit uygulans@srasinda VEGF
sekresyonunda anlamli azalma gozlenmezken DU-14&ehthattinda uygulamanin 72.
saatinde VEGF sekresyonunda 1.76 kat azalma gorignm

Sonuglart 2004 yilinda yayinlanan ¢cokmerkezli FTBX7 calgmasinda kemoterapi
almamsg 1006 erkek hasta, dosetaksel + prednison ve mmitoxa + prednison kollarina
randomize edilnyi, dosetaksel ve steroid alan kolda ortalamgaiyasuresinde anlaml fark
(18.9 aya kagin 16.5 ay), yuksek PSA yanit orani (% 45’eskafo 32) ve daha iyi yanit orani
(% 35’e kasin % 22) gozlemlenmgiir (89). Bu veriler gliginde l¢ haftada bir dosetaksel
uygulamasi ve gunlik prednison uygulamasi hormdrakeer prostat kanseri tedavisinde
standart hale geltir.

Prostat kanserli hastalarsyde iliskili kemik kaybi, androjen ablasyonunaghakemik
kaybi ve kemik metastazlari ile skili osteolizis gibi sebeplerden o6turt iskelet smt
morbiditeleri agisindan risk ganaktadirlar. Kemik metastazi olmaksizin sadecen uinem
androjen ablasyon tedavisi, 6nemli kemik kaybi,eopbroz ve artmi kirik riski ile
sonuclanmaktadir. Bu hastalarin % 65 ile %75’'indstéliklarinin herhangi bir doneminde
kemik metastazi gelnektedir (90). Hastalin kemik metastazlarina gla olarak gelgen

artmsg osteoliz, patolojik kirik, kemik @isi ve palyasyon amacl radyoterapi veya cerrahi
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uygulanmasi; spinal kord kompresyonu ve hiperkalsemibi iskelet sistemi
komplikasyonlarina neden olabilmektedir. Yapilahstaalarda plasebo ile kalastirildiginda
uzun doénem zoledronik asit kullaniminin ileri paedstkanseri olgularinda kemik
komplikasyonlarini azalgi gosterilmgtir (91).

Bifosfonatlarin tumor-bamli osteoliz tGzerindeki etkileri meme kanseri veiliiple
myelomanin hayvan modellerinde gdimistir (92, 93). Bu ¢caémalarda bifosfonatlarin timor-
bagimh osteolizisi etkili birsekilde inhibe etfii ve boylelikle kemikteki timadr buyimesini
uyarabilecek kemik kaynakli biylime faktorlerinitiisenini azaltabileca gosterilmitir.

Bifosfonatlarin, timorin induklegii osteoliz Uzerindeki etkilerinin yaninda in vive v
in vitro direkt anti-timadr aktivitesinin gosterifgibircok ¢alsma bulunmaktadir. Derenne S.
ve ark. tarafindan yapilan bir gahada zoledronik asitin multiple myeloma ve kemilgiil
stromal hicrelerinde apoptoza yol gctve ayni zamanda bu hicrelerden IL-6 ve MMP-1
sekresyonunu inhibe etti gosterilmgtir (94). Senaratne SG. ve ark. y@ptbir calsmada
MDA-MB-231, Hs 578T ve MCF-7 meme kanseri hicreldratile bifosfonatlarin bu hiicre
hatlarindaki apoptotik etkileri ag@arilmis ve zoledronik asitte daha guclu olmak tzere her (g
hicre hattinda da apoptozu indukf@djozlenmitir (95).

Clyburn RD. ve ark. tarafindan yapilan bir gadada zoledronik asit uygulamasinin
hem monoterapi hem de doksorubisin ile kombinasgdavisiseklinde uygulanmasi ile PC-3,
DU-145 ve LNCaP hicre hatlarinda apoptozu indugledosterilmitir (96). 2003 yilinda
yayinlanan bir ¢ajmada zoledronik asit uygulamasi sonrasinda in wvgrostat kanseri
hicrelerinde htcre siklusunun G1 fazinda durakseenapoptoz gosterilmi in vivo kemik
metastazinda osteoblastik ve osteoklastik metastaahhibe oldgu gozlenmgtir (97).

Zoledronik asitin anti-anjiogenik ozelliilk defa Wood ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada HUVEC hicre hattinda hiicre adezyonunu, migrasyu ve anjiogenezini inhibe

etmesi ile gosterilngtir (98). Bu calgmay1 daha sonra serviks kanseri ve meme kansere hic
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hatlarinda zoledronik asitin anjiogenik sitokin plesyonunu azalffini gosteren bazi
calismalar takip etmitir (99, 100). Yamada ve ark. tarafindan yapilan dalsmada dguk
dozlarda bile zoledronik asitin endotel progenitbiicre farklilamasini inhibe et
gosterilmitir (101). Santini ve ark. tarafindan yapilan badignada solid timora ve kemik
metastazi olan 26 hastaya belirli araliklar ile z@ledronik asit tedavisi uygulanmasi sonrasi
kan VEGF duzeylerinde anlamh gig gozlenmgtir (102). Atmaca ve ark. tarafindan yapilan
bir calsmada ise zoledronik asitin gossypol ile kombinasy@onrasinda OVCAR-3 over
kanser hicre hattinda sinerjistik etki gostererplp#ozu indikledii ve anjiogenik faktor
ekspresyonunda anlamli azalmaya sebepgoldidsterilmgtir (103).

Sonuc¢ olarak, prostat kanserinin 0Ozellikle slyapopulasyon hastagh oldugu
bilinmektedir. Gerek bu populasyondaki komorbid wlar, gerekse de konvansiyonel
kemoterapinin yan etki profili goz 6ntine alighda daha az yan etki profiline sahip ilaglarin
kombinasyon tedavilerinde hem sinerjistik etkilarirhem de yan etki profili gegiolan
kemoterapotiklerin kiimdlatif dozunu azaltici etkiledbu hastalarda daha etkili yeni tedavi
protokolleri gelgtiriimesinde 6nemli olacaktir. Yan etki profili géoonine alindiinda
zoledronik asitin standart kemoterapotik ajanlasaaman daha iyi tolere edifgibilinmektedir
(104). Bu cajmada anti-resorptif bir ajan olan zoledronik asitmormon-refrakter prostat
kanseri hiicre hatlarinda in vitro monoterapi ileam dozlar ile dgru orantil olarak, apoptozu
indukledigi ve bu hucre hatlarinca sentezlenen anjiogendksitdizeylerinde anlamh dise
sebep oldgu gosterilmgtir. Bu anjiogenik sitokinlerin prostat karsinogemen bircok
basamginda rol oynadii da g6z onune alinginda, daha sonra yapilacak olan preklinik ve
klinik calismalar ile zoledronik asitin sadece komplikasyoratésinde dgil, prostat kanseri

tedavisinde monoterapi veya kombinasyon tedavilierite yer almasi muhtemeldir.
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